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Prefacio

Atualmente a comunidade cientifica estd testemunhando avancos
substanciais na compreensdo da biologia das células-tronco humanas. As
células-tronco adultas, células-tronco embrionarias, assim como as células-
tronco de pluripoténcia induzida se tornaram atraentes para aplicacdes na
medicina regenerativa, abrangendo tanto a terapia celular quanto a engenharia
de tecidos, sendo também uma importante ferramenta para modelar doengas in
vitro e no desenvolvimento de novas drogas. No entanto a ciéncia enfrenta
grandes desafios e muitas pesquisas ainda sdo necessdrias para possibilitar
um uso seguro e efetivo dessas células.

Dessa forma essa tese aborda o cultivo de células-tronco derivadas do
tecido adiposo humano e sua resisténcia para sofrer transformagao espontanea
em condic¢des de cultivo livre de compostos xenogénicos. Além da avaliacao da
capacidade dessas células, associadas a uma matriz tridimensional de
polihidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato, em sofrer diferenciacdo para células da
linhagem osteogénica e regenerar defeito 6sseo em calvaria de camundongo
através dos principios da engenharia de tecidos. Os resultados obtidos
resultaram na publicacdo de dois artigos, um na revista Stem Cells Research
and Therapy (PAULA et al., 2015) e outro na revista Tissue Engineering Part A
(PAULA et al., 2012). Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de
Imunologia Celular e Molecular do Departamento de Bioquimica e Imunologia
da UFMG, sob a orientacéo do Dr. Alfredo Miranda de Goes.

A tese esta organizada em resumo, listas de siglas e abreviaturas, lista
de simbolos, lista de figuras, lista de tabelas, introducéo, objetivos, materiais e
meétodos, resultados, discussdo, conclusdes, perspectivas, referéncias
bibliograficas e anexos.

Os anexos iniciam-se com um relatério do estudo realizado durante o
estagio de doutorado sanduiche de seis meses realizado no MRC Centre for
Developmental Neurobiology da King's College London, sob a orientacédo da
Dra. Setsuko Sahara (Anexo 1). Este aborda duas estratégias diferentes para
estabelecer modelos in vitro da sindrome de Sotos. Nesta parte estdo descritas
a padronizacdo da tecnologia de reprogramacdo de linfocitos B em células-

tronco de pluripoténcia induzida paciente-especifica, atraves da utilizacdo de



vetores epissomais. Assim como a padronizacdo da tecnologia de engenharia
gendmica para introduzir mutacdes especificas da sindrome de Sotos em
células somaticas, através de sgRNAs-Cas9n-CRISPR. Este anexo esta
organizado da mesma forma que o texto principal e independente deste.

Os demais anexos constituem a lista de artigos publicados referentes
aos resultados apresentados nesta tese (Anexo Il.1), lista de artigos adicionais
(Anexo 1I.2), lista de apresentacdes em congressos (Anexo lll), certificados de
aprovacao do estudo em Comité de Etica (Anexos IV e V) e, por fim, a primeira
pagina dos artigos publicados referente aos resultados apresentados nesta

tese (Anexo VI).



Resumo

Grandes defeitos no cranio ndo regeneram satisfatoriamente, representando
um importante problema biomédico. As atuais estratégias para regenerar o
tecido 6sseo ainda apresentam algumas limitagdes, dessa forma, a engenharia
de tecidos € uma ciéncia atrativa para contornar tais limitacdes. Atualmente as
células-tronco derivadas do tecido adiposo humano (hASCs) estdo em foco
para aplicacdo na engenharia de tecidos. Previamente a sua aplicacéo clinica,
as hASCs devem ser expandidas ex vivo para obter o namero requerido de
células para transplante. No entanto, a expansdo ex vivo das células-tronco
antes da aplicacdo clinica ainda representa um desafio. O soro fetal bovino
(SFB) é amplamente empregado como um suplemento para meio de cultura e
expbe os pacientes receptores a infeccbes e reacbes imunoldgicas apos o
transplante. Além disso, a expansao celular constitui um risco de transformacao
celular maligna. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar se ha resisténcia
para transformagdo maligna durante a expansdo de hASCs em condigéo de
cultura livre de componentes xenogénicos, usando o pool de soro alogénico
humano (SH), assim como, avaliar a capacidade das hASCs, quando
cultivadas em  matrizes tridimensionais de  polihidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato (PHB-HV), em se diferenciar em células da linhagem
osteogénica e regenerar defeito de tamanho critico em calvaria de
camundongos imunossuprimidos. As hASCs expandidas em meio
suplementado com SH néo apresentaram diferencas notaveis na morfologia,
viabilidade, capacidade de diferenciacao e imunofendétipo. A principal diferenca
observada foi um efeito proliferativo significativamente maior nas hASCs
cultivadas em SH comparado ao SFB. N&o existiu diferenga significativa na
expressado de c-FOS, mas a expressao da proteina c-MYC estava elevada nas
culturas com SH comparado as culturas com SFB. No entanto, nenhuma
diferenca foi observada nos niveis de mRNA de MYC, CDKN2A, ERBB2 e
TERT. Além disso, as hASCs apresentaram cariétipo normal, sofreram
senescéncia e ndo formaram tumores in vivo, eliminando a possibilidade de
imortalizacdo espontanea das hASCs na presenca de SH. As matrizes de PHB-
HV, desenvolvidas pela técnica de liofilizagdo, apresentaram estrutura de poros
e performance mecanica adequada, que permitiu a colonizagdo celular. As
matrizes ndo foram toxicas para as células, como mostrado pelo ensaio de
MTT. E a diferenciacdo osteogénica das hASCs cultivadas na matriz foi
confirmada pela reducdo da proliferacdo, atividade de fosfatase alcalina,
expressdo génica de ALPL, COL1Al, RUNX2 e BGLAP, e expressao de
marcadores 6sseo, como colageno tipo I, osteopontina e osteocalcina. Além
disso, a matriz de PHB-HV demonstrou alto grau de biocompatibilidade in vivo.
Na ultima etapa desta tese, embora as andlises histolégicas mostrassem uma
boa progressdo da injuria Ossea com neoangiogénese, as matrizes
tridimensionais de PHB-HV, colonizadas ou nédo por hASCs implantadas nao
foram capazes de regenerar o defeito de tamanho critico em calvaria apés 12
semanas de implantacdo. No geral, os resultados obtidos sugerem que o SH é
uma abordagem adequada e segura para cultivar hASCs e diferencia-las em
células da linhagem osteogénica destinadas para aplicagbes clinicas. E a
matriz tridimensional de PHB-HV parece ser adequada para o crescimento e
diferenciacdo das hASCs util para engenharia de tecido 6sseo, porém mais
estudos sao necessarios.



Abstract

Large cranial defects do not regenerate successfully, posing an important
biomedical issue. The current approaches to heal the bone tissue still face
some limitations and thus, the tissue engineering is an attractive science to
bypass these limitations. Human adipose-derived stem cells (hASCs) are
currently a point of focus for tissue engineering applications. Prior to their
clinical application, hASCs must be expanded ex vivo to obtain the required
number of cells for transplantation. However, the ex vivo expansion of stem
cells before clinical application remains a challenge. The fetal bovine serum
(FBS) is largely used as a medium supplement and exposes the recipient
patient to infections and immunological reactions after tranplantation.
Furthermore, the cell expansion poses a risk of malignant cell transformation.
Therefore, the aim of this study was to evaluate if the hASCs are resistant to
spontaneous transformation during expansion in a xeno-free culture condition,
using a pooled allogeneic human serum (HS) as well as the capacity of hASCs
cutured in poly-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate (PHB-HV) scaffolds to
differentiate in osteogenic lineages and to heal critical-size calvarial defect in
imunodeficient mouse. The hASCs expanded in medium supplemented with HS
did not show remarkable differences in morphology, viability, differentiation
capacity and immunophenotype. The main difference observed was a
significantly higher proliferative effect on hASCs cultured in HS compared to
FBS. There was no significant difference in C-FOS expression, but C-MYC
protein expression was enhanced in HS cultures compared to FBS cultures.
However no difference was observed in MYC, CDKN2A, ERBB2 and TERT
MRNA levels. Moreover, the hASCs presented normal karyotype undergoing
senescence, and did not form in vivo tumors, eliminating the possibility of
spontaneous immortalization of hASCs in the presence of HS. The PHB-HV
scaffolds developed by the freeze-drying technique showed an adequate
porous structure and mechanical performance suitable for allowing cell
colonization. The scaffolds were not toxic to cells as shown by MTT assay. And
the osteogenic differentiation of hASCs cultured on scaffolds was confirmed by
the reduction of the proliferation, the alkaline phosphatase activity, gene
expression of ALPL, COL1Al, RUNX2 and BGLAP, and the expression of bone
markers, such as collagen type |, osteopontin and osteocalcin. Furthermore, the
PHB-HV scaffold demonstrates high degree of biocompatibility in vivo. In the
last step of this thesis, although the histological analysis showed a good
progression of the bone injury with neoangiogenesis, the implanted PHB-HV
scaffolds seeded with/without hASCs were not able to heal critical-size mouse
calvarial defects after 12 weeks of implantation. Overall, the findings suggest
that the HS is an approach suitable and safe to culture hASCs and differentiate
these cells in osteogenic lineages intended for clinical applications. And the
PHB-HV scaffold seems to be adequate for cell growth and differentiation of
hASCs usefull for bone tissue engineering, but further studies are needed.
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1. Introducéo

Os ossos e cartilagens formam o sistema esquelético e séo
responsaveis por sustentar o corpo, proteger érgaos vitais, constituir a base
mecéanica do movimento, manter a homeostase de calcio, fosfato e glicose,
além de alojar a medula 6ssea (fonte de células hematopoiéticas) (Hadjidakis &
Androulakis, 2006; Wei & Karsenty, 2015).

Os dois tipos de osso sédo: cortical (representa 80% dos 0ssos) e
trabecular (representa 20% dos 0ss0s). A arquitetura dos mesmos e proporgao
variam de acordo com a funcédo (Salgado et al., 2004). O osso cortical € denso
e compacto com aproximadamente 10% de porosidade (Salgado et al., 2004).
E encontrado nos ossos, formando uma fina camada de 0sso compacto sobre
todos os ossos e tem como funcdo fornecer resisténcia mecanica e protecéo
(Hadjidakis & Androulakis, 2006). Ja o osso trabecular € menos denso e mais
elastico com 50-90% de porosidade. E encontrado em metéfises de 0ssos
longos e diploe de ossos chatos e é recoberto pelo osso cortical (Salgado et
al., 2004), que além de sua funcdo metabdlica também é capaz de fornecer
suporte mecanico (Hadjidakis & Androulakis, 2006).

A matriz 6ssea € constituida por 25% de parte organica, que
compreende as células (2-5%) e osteoide (Tabela 1), 70% de parte inorganica,
composta por hidroxiapatita e 5% de agua (Sommerfeldt & Rubin, 2001). As
células encontradas na matriz 6ssea sdo: osteoblastos, células derivadas de
células-tronco mesenquimais (MSCs) responsaveis pela producdo dos
constituintes da matriz 6ssea e se encontram agrupadas e alinhadas a camada
de matriz 6ssea que estdo produzindo; ostedcitos, componente celular mais
abundante no osso, tem origem a partir de osteoblastos maduros que ficam
retidos na matriz 6ssea calcificada (aproximadamente 15% dos osteoblastos),
com atividade metabdlica reduzida, mas ainda produzem proteinas de matriz;
osteoclastos, células gigantes multinucleadas responsaveis pela reabsorcao
Ossea, derivadas de células-tronco hematopoiéticas (HSCs) e MSCs
(Sommerfeldt & Rubin, 2001).

Durante o desenvolvimento dos 0ssos, 0 processo de ossificagdo, pode
ocorrer por dois diferentes mecanismos: (i) ossificacdo intramembranosa e (ii)

ossificagdo endocondral (Yang, 2009). Na ossificacdo intramembranosa, as
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células mesenquimais se diferenciam em osteoblastos para formar a matriz
0ssea, processo pelo qual da origem aos ossos do cranio, face e clavicula.
Durante a ossificagdo endocondral as células mesenquimais se diferenciam em
condrécitos, que sintetizam estruturas de colageno tipo Il e sé&o
subsequentemente substituidas por tecido 6sseo e medula 0ssea, processo
que d& origem a todos 0s 0ssos (exceto ossos do cranio, face e clavicula)
(Yang, 2009; Zigdon-Giladi, 2015).

Tabela 1. Componentes da parte organica da matriz 6ssea.

Componente Propriedades e funcdes
Principal componentem da matriz organica 6ssea (90%);
Colégeno tipo | fornece a estrutura, na qual minerais 6sseos sdo depositados
(Mackie, 2003; Salgado et al., 2004).
Sulfato de condroitina — Proteoglicana; co-localizag@o com colageno tipo I; regula a
decorina fibrogénese do colageno (Mackie, 2003).

Proteoglicana; localizacdo pericelular; modula a resposta de
precursores de osteoblastos ao TGF-g (fator indutor de
formacéo 6ssea) (Mackie, 2003).

Sulfato de condroitina —
biglicana

Osteonectina
Tenascina-C
Fibronectina
Membros da familia da
trombospondina

Glicoproteinas; regulam a adeséo, migragao, proliferacao e
diferenciacdo celular (Mackie, 2003).

Glicoproteina; regula a adeséo celular (osteoblasto e
osteoclasto) (Mackie, 2003; Sikavitsas, Temenoff, & Mikos,
2001), a mineralizacéo e esta envolvida no remodelamento

Osseo (Davies, 1996; Salgado et al., 2004).
Proteina envolvida na sinalizagao transmembrana; regula a
Fosfatase alcalina proliferacdo, migracéo e diferenciacdo de osteoblastos (Aubin,
2001).
Glicoproteina; nucleo para mineralizagéo e regula adesao
celular (Davies, 1996).
Proteina y-carboxilada (Gla); envolvida no remodelamento
0sseo, estabiliza a matriz de hidroxiapatita, previne
Osteocalcina mineralizag&o excessiva, com importante funcdo enddcrina
(Mackie, 2003; Salgado et al., 2004; Sikavitsas et al., 2001;
Wei & Karsenty, 2015).
Polipeptideo; promove formacgédo de cristais na matriz (ntcleos
de mineralizacéo) (Sikavitsas et al., 2001).

Osteopontina

Sialoproteina 6ssea

Fosfatase alcalina

A formacdo do tecido 6sseo ocorre em trés fases: producdo da matriz
ostedide, maturacdo e mineralizagdo da matriz. Inicialmente, os osteoblastos
produzem o osteoide por deposi¢cdo de coldgeno tipo I. Em seguida hd um
aumento na taxa de mineralizagdo na mesma propor¢cdo da sintese de

colageno. E no estagio final, ocorre uma diminuicdo na sintese de colageno e a



mineralizacdo continua até que o ostedide se torne completamente
mineralizado (Hadjidakis & Androulakis, 2006).

O osso é um tecido metabolicamente ativo que se encontra em
constante remodelamento pela acdo equilibrada entre osteoblastos (sintese
0ssea) e osteoclastos (reabsorcéo 6ssea) (Figura 1). Este mecanismo além de
manter a estrutura éssea de acordo com as necessidades mecénicas, ajudar a
reparar microdanos ocorridos na matriz 6ssea, levando a renovagédo do 0sso,
exerce papel importante na homeostasia de minerais (Alford et al.,, 2015;
Hadjidakis & Androulakis, 2006).

Bone lining cells Osteoclast

Osteoblasts Bone lining cells
Macrophages N e A

Osteoid

Osteocytes

New bone

—— Old bone

Quinesence VR ‘ .
L esorption
B rp Reversal

Formation

Mineralisation ;
Quinesence

Figura 1. Processo de remodelamento 6sseo. O osso é remodelado continuamente para
manter a integridade do tecido. Durante esse processo, 0 0sso velho ou injuriado € reabsorvido
por osteoclastos e substituido por novo osteoide, secretado por osteoblastos. Copyright BTR©

O remodelamento 6sseo é regulado sistemicamente por horménios e
localmente por citocinas, fatores de crescimento, mediadores inflamatérios
(Hadjidakis & Androulakis, 2006), assim como por estimulo mecanico
(Sommerfeldt & Rubin, 2001). Uma disfungdo nessa regulacdo pode acarretar
em diversas doencas 6sseas como osteoporose (Kanis, 2002; Kanis et al.,
2005), osteopetrose, hiperparatireoidismo e hipertiroidismo, doenca de Paget e
doenca periodontal (Raisz, 1999). Além disso, existem outras condi¢cdes
clinicas como necrose avascular, infec¢des, anormalidades esqueléticas,
trauma, resseccdo de tumores que resultam em defeito 6sseo (Dimitriou,
Jones, McGonagle, & Giannoudis, 2011). Assim como em desordens genéticas
como a osteogénese imperfeita (Gajko-Galicka, 2002; Venturi et al., 2006).

Nos ultimos anos, tem-se observado o aumento global da expectativa de

vida da populacdo, consequéncia positiva do desenvolvimento humano,



entretanto, novos desafios surgem, como o aumento da incidéncia de doencas
crbnicas e degenerativas. Além disso, aumenta a suscetibilidade para lesdes e
traumas, com fraturas, devido ao déficit do estado de salude da populacao
idosa e até mesmo em decorréncia de atos de violéncia (Jin et al., 2015).

A capacidade de regeneracdo intrinseca do osso sem formacdo de
cicatriz através do remodelamento 6sseo é conhecida (Sommerfeldt & Rubin,
2001). O reparo de lesdo Ossea requer uma série de eventos, molecular e
celular, especificos e bem organizados. Este processo ocorre em trés fases:
inflamacéo, reparo e remodelamento.

Apébs a lesdo, existe um sangramento inicial devido a ruptura de vasos
nas extremidades do osso lesado e o tecido adjacente, resultando em um
hematoma e secrecdo de fatores de crescimento e citocinas pro-inflamatorias.
Interleucina (IL)-1, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF)-a, que exercem a
funcdo quimiotéatica de células endoteliais, fibroblastos, linfcitos e macréfagos
(essencial para remocédo do tecido necrético), fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) que induz a angiogénese e fator de crescimento
transformador (TGF)-8 que € um potente quimiotatico e estimula proliferacao
de MSCs no local da leséo, formando o tecido de granulacédo (Doblaré et al.,
2004). Na proxima etapa, as MSCs podem diferenciar em condrécitos ou
osteoblastos e a lesdo pode ser reparada por dois mecanismos, ossificacdo
intramembranosa ou endocondral. O tipo de reparo sera modulado,
principalmente, por influéncia mecéanica no local da lesdo (Doblaré et al., 2004;
Thompson et al., 2002). Lesbes em 0Ssos anatomicamente estaveis sofrem
reparo 6sseo primario, na qual existe reparo Osseo direto, através da
ossificagcao intramembranosa (Cheng et al.,, 2014). Mais comumente, ocorre
reparo 0sseo secundario, neste ha a formacdo de calo cartilaginoso, que
conecta as extremidades da fratura, onde subsequentemente ocorre a
formacdo 6ssea sob o periosteo e ha calcificacdo da cartilagem, formando o
calo 0Osseo, através da ossificacdo endocondral. Paralelamente ao reparo,
ocorre a angiogénese com aumento do fluxo sanguineo no local. E apés o
reparo inicia-se a fase de remodelamento (Cheng et al., 2014; Einhorn &
Gerstenfeld, 2014).

No entanto, nas situagées em que 0 processo de regeneracdo do 0SSO

encontra-se comprometido ou insuficiente, como citado anteriormente, ou que o
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defeito 6sseo excede o tamanho critico, resultando em sua n&o unido, o
tratamento padrdo ouro, atualmente empregado, é o transplante de 0sso
autologo (Dimitriou et al., 2011).

O osso autdlogo (tecido do préprio paciente) combina as principais
propriedades requeridas em um material para reposi¢ao ossea: (i) osteoindutor,
(ii) osteocondutor e (iii) osteogénese. Além disso, é compativel com o tecido
receptor e ndo-imunogénico, reduzindo reac¢des imunoldgicas e transmissao de
doencas. No entanto, acarreta em um procedimento cirargico adicional ao
paciente, causando desconforto e possiveis infec¢es (Dimitriou et al., 2011). E
importante ressaltar que esse tipo de transplante apresenta uma grande
limitacdo que € a quantidade de tecido 0sseo que pode ser coletada sem
causar morbidade do sitio doador (Salgado et al., 2004).

Diferentemente, o transplante de osso alogénico (tecido de um doador)
que ndo envolve os problemas associados ao transplante aut6logo, apresenta
algumas desvantagens como diminuicdo da capacidade osteoindutora,
escassez de doadores, assim como rejeicdo imunoldgica, transmissdo de
doencas e custo para a saude publica do pais (Dimitriou et al., 2011).

No Brasil, 0 numero de transplantes de érgaos, aumentou em 118%, de
12722 cirurgias em 2002, para 24473 cirurgias em 2012, totalizando um
investimento publico na ordem de R$ 1,4 bilhdo (Portal Brasil, 2013). Nos EUA,
0 gasto com transplante de osso esta em torno de $ 2,5 bilh6es (Amini et al.,
2012). No Brasil, o nimero de transplantes de osso em 2014 foi de 21681,
sendo 7,7% realizado em ortopedia homologa, 92,1% em odontologia
homologa e menos que 1% em ortopedia autéloga (ABTO, 2014). No entanto, a
doacdo e alocagdo de tecidos ainda é deficiente, sendo o numero de
transplantes realizados abaixo da necessidade estimada.

Nesse contexto, espera-se que o desenvolvimento de substitutos ésseos
possa ser uma alternativa para contornar as desvantagens citadas tornando a
medicina regenerativa um campo promissor.

A medicina regenerativa é uma area da pesquisa emergente que
envolve a terapia celular e engenharia de tecidos com o objetivo de regenerar
e/ou substituir 6rgaos e tecidos lesados ou perdidos (lkada, 2006). Langer e
Vacanti definiram a engenharia de tecidos, como um campo interdisciplinar que

aplica os principios da engenharia e das ciéncias da vida no desenvolvimento
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de substitutos biolégicos com o intuito de regenerar, reparar ou melhorar a
funcdo de um tecido (Langer & Vacanti, 1993). Ou seja, na engenharia de
tecidos utiliza-se uma matriz estrutural, na qual podem ser incorporadas
moléculas indutoras e servir como superficie para adesdo e proliferacédo
celular, sintese de moléculas bioativas e a formacdo de matriz extracelular,
favorecendo a regeneracgéao tecidual.

Para o sucesso da engenharia de tecidos, € preciso desenvolver
matrizes estruturais que além de permitir o crescimento celular e estimular a
regeneracao tecidual, se ajustem anatomicamente ao tecido lesado (Tabata,
2009). Dessa forma, diferentes biomateriais estdo sendo investigados para o
desenvolvimento destas. Biomaterial compreende qualquer substancia,
sintética ou natural, destinada a interagir com sistemas biolégicos com a
finalidade de melhorar ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou fungcdo no
organismo vivo melhorando a sua qualidade de vida (Williams, 1999).

Muitos avangos ja ocorreram desde que Langer e Vacanti em 1993
descreveram o0s principios da engenharia de tecidos. Alguns produtos
baseados em células estdo disponiveis comercialmente para tratamentos
ortopédicos, como Osteocel® (NuVasive, USA), Trinity® Evolution™ (Orthofix,
Netherlands) (Grayson et al., 2015), assim como produtos baseados em
biomateriais, como Mastergraft® (Medtronic, USA), Mozaik™ (Integra, USA),
BoneSave® (Stryker, UK), Infuse® (Medtronic, USA), mas nenhum consegue
superar e substituir o enxerto de osso autélogo (Smith & Grande, 2015).

Para utilizacdo na engenharia de tecido 0sseo a matriz estrutural deve
apresentar algumas propriedades intrinsecas ao biomaterial empregado e a
sua arquitetura, para que seja adequada a funcdo destinada. Dentre essas, a
matriz deve ser (i) biocompativel, suportar atividade celular normal, sem
qualquer efeito toxico local ou sistémico para o tecido normal (Williams, 2008;
Yang et al., 2001); (ii) biodegradavel e bioreabsorvivel, capacidade de ser
degradada em produtos ndo-toxicos na mesma cinética em que o novo tecido é
formado, de 3 a 9 meses (Bose et al., 2012; Williams, 2008; Yang et al., 2001);
(i) porosidade, os poros devem ter tamanho adequado, no minimo 100 pm
(Bose et al., 2012), e interconectados para permitir a penetracdo celular,
producdo da matriz extracelular e vascularizacdo, além de microporosidade,
menor que 8 pum viabilizando o crescimento de capilares (Salgado et al., 2004;
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Tevlin et al., 2014); (iv) propriedades mecanicas, devem se assemelhar as
propriedades do 0sso, variando entre o 0sso cortical (médulo compressivo
entre 100 e 200 MPa) e o trabecular (médulo compressivo entre 2 e 20 MPa)
(Bose et al., 2012; Tevlin et al., 2014); (v) osteocondutor, permitir adesao,
proliferacdo e formacdo de matriz extracelular na superficie do material e (iv)
osteoindutor, induzir a formacdo 0ssea através de sinalizagdo biomolecular e
recrutando células progenitoras (Bose et al., 2012).

Os biomateriais empregados em substitutos 0sseos podem ser
classificados em organicos, inorganicos (Lichte et al., 2011) e compositos
(associacao de dois ou mais biomateriais) (Cheung et al., 2007).

Os biomateriais inorganicos compreendem 0s metais, que apesar de
biocompativeis, moldaveis e apresentarem alta resisténcia, ndo sao
biodegradaveis (Lichte et al., 2011); e as ceramicas, que sao biocompativeis,
osteoindutoras e osteocondutoras, no entanto apresentam baixa estabilidade
mecanica, sdo quebradicas e sua biodegradabilidade é dificil de ser prevista
comprometendo a estabilidade da matriz (Salgado et al., 2004).

Os biomateriais organicos compreendem os polimeros, que sao
biocompativeis e biodegradaveis, apresentando um grande potencial para
engenharia de tecido 6sseo (Lichte et al., 2011). Os polimeros podem ser (i)
naturais como: colageno, fibrinogénio, quitosana, amido, &cido hialurénico e
polihidroxialcanoatos (PHA) e (ii) sintéticos como: poli(a-hidroxiacidos), poli(e-
caprolactona), poli(propileno fumaratos), poli(carbonatos) e poli(anidridos)
(Salgado et al., 2004).

Dentre os varios polimeros biodegradaveis, destacam-se os PHA,
poliésteres sintetizados através da fermentacdo de substratos de carbono por
bactérias Alcaligenes sp. e estocados em granulos citoplasmaticos de 0,2-0,5
pum de diametro como reserva energética (Lee, 1996; Verlinden et al., 2007).

Os PHA sao considerados biocompativeis pelo fato de seu produto de
degradacéo in vivo, D-3-hidroxibutirato, ser um constituinte normal do sangue
humano (Kose et al., 2003), o que possibilita sua utilizagdo médica para
confeccdo de fios de sutura, curativos, sistema de liberacdo de drogas e
matrizes estruturais para engenharia de tecidos (Chen & Wu, 2005).

Ha aproximadamente 150 diferentes tipos de PHA conhecidos, dentre

eles destaca-se o poli-3-hidroxibutirato (PHB), poli-4-hidroxibutirato, os co-
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polimeros de polihidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato  (PHB-HV), poli-3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato e polihidroxioctanoato (Puppi et al.,
2010). Entre os PHA mais estudados e produzidos industrialmente, estdo o
PHB e o PHB-HV e ambos apresentam as caracteristicas intrinsecas dos PHA
(Kose et al., 2003).

O PHB é um polimero com elevada rigidez, fragilidade cristalina e baixas
propriedades mecéanicas, que limitam sua aplicacao (Lee, 1996). Por isso seus
co-polimeros em diversas propor¢cdes com outros polimeros tém sido utilizado
com o intuito de melhorar suas propriedades mecanicas (Cheng et al., 2011;
Khanna & Srivastava, 2007). Através da adicdo de &cidos organicos (acido
propiénico e acido valérico) a fonte de carbono, subunidades de 3-
hidroxivalerato (HV) séo incorporadas ao PHB, formando o co-polimero PHB-
HV (Figura 2), mais resistente e flexivel (Khanna & Srivastava, 2007; Lee,
1996). Outra caracteristica interessante desses polimeros € a piezoeletricidade,
capacidade de transformar estimulos mecéanicos em carga elétrica (Fukada &
Ando, 1986; Ke et al., 2009). Portanto, sdo materiais de grande interesse,
principalmente para reparo 0sseo, uma vez que esta é uma propriedade
necessaria para induzir a formacédo 6ssea em sitios de suporte de carga (Ke et
al., 2009).

O (0]
W\\

CHs o) CH, o}
4l

CHs
HB HV

Figura 2. Estrutura quimica do PHB-HV (Kése et al., 2003).

A producéo industrial de PHB e PHB-HV nacional (PHB Industrial S.A.)
aproveita o bagaco de cana-de-agUcar, que seria descartado pela usina
sucroalcooleira para producdo do polimero, tornando o Brasil o maior
exportador de PHB e PHB-HV. Portanto este polimero biodegradavel apresenta
grande disponibilidade a um baixo custo, sem a necessidade de importacéo
(Squio & Falcédo De Aragéao, 2004).

O PHB-HV esta sendo utilizado com sucesso no desenvolvimento de
matrizes estruturais no intuito de promover a regeneracdo de diferentes

tecidos, como a pele (Kuppan et al., 2014; Zonari et al., 2014), sistema nervoso
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(Ribeiro-Samy et al., 2013), tecido cartilaginoso (Wu et al., 2013) e, inclusive
tem se mostrado promissor para o tecido 0sseo (Huang et al., 2010;
Kumarasuriyar et al., 2005; Lu et al., 2013; Zhang et al., 2015).

Diversas técnicas tém sido empregadas para desenvolver matrizes
estruturais com aplicagdo na engenharia de tecido 6sseo: solvent casting
(Murphy et al.,, 2002), fiber bonding, melt based technologies (Yang et al.,
2001), phase inversion, high pressure based methods, freeze drying ou
liofilizacdo (Salgado et al., 2004), rapid prototyping technologies (Lichte et al.,
2011) e electrospinning (Liu & Ma, 2004). A técnica de processamento
escolhida deve ser consistente com as propriedades desejadas, assim como
nao afetar as propriedades do biomaterial (Salgado et al., 2004).

A técnica de liofilizacdo é empregada no processamento de matrizes
estruturais para regeneracao 6ssea (Mao et al., 2003; Nam & Park, 1999; Kose,
et al., 2003; Whang et al., 1998; Whang et al., 1995). Esta técnica baseia-se
em uma inducéo térmica de separacao de fase, na qual a temperatura de uma
solucdo polimérica homogénea, disposta em um molde, diminui e had a
formacdo de cristais do solvente. Uma vez separadas as fases, a fase rica em
solvente, cristalizada, é removida por sublimacdo a vacuo deixando somente a
espuma polimérica. O resultado final é a formacdo de matrizes altamente
porosas, que podem apresentar porosidade acima de 90% e poros variando
entre 20 e 200 uym. A estrutura dos poros depende das condi¢cbes de pH, taxa
de congelamento e pressdo parcial empregadas durante o processamento
(Puppi et al., 2010). Por ser uma técnica muito sensivel, todos os parametros
devem ser bem controlados durante o processamento das matrizes (Liu & Ma,
2004; Salgado et al., 2004).

A medida que a utilizacdo de produtos da engenharia de tecidos se
aproxima das aplicagbes clinicas, um grande desafio se estabelece para a
obtencdo de quantidade suficiente de células para o uso clinico. Uma célula
ideal deve possuir algumas caracteristicas como: estar disponivel em
quantidades suficientes, ser capaz de exercer a funcdo destinada a ela, ser
isolada com minima morbidade da area doadora e ser compativel com o
sistema imunolégico do receptor (Jain et al., 2005). Dessa forma, a fonte de
células empregada na engenharia de tecidos exerce um papel essencial para o
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As células podem ser classificadas, em relacdo ao tipo de doador, em (i)
autologas (células do proprio paciente), (ii) alogénicas (células de paciente
diferente, mas da mesma espécie) e (iii) xenogénicas (células de origem em
espécie diferente). No contexto da engenharia de tecidos, as células autélogas
sdo mais apropriadas uma vez que as ceélulas alogénicas e xenogénicas, por
serem imunogénicas, tornam necessario associar uma terapia
imunossupressora. No entanto, a fonte de células autdlogas é limitada,
principalmente, quando o paciente encontra-se severamente acometido por
uma doenca (Ikada, 2006).

As células também podem ser classificadas com base no grau de
diferenciacédo, em (i) células especializadas e (ii) células-tronco. A aplicacdo de
células especializadas € limitada, pois estas ndo podem ser expandidas e
coletadas em quantidade suficiente para o tratamento clinico (Ikada, 2006).
Enquanto as células-tronco sao células indiferenciadas com grande capacidade
de proliferacdo e auto-renovacdo, e de diferenciacgdo em linhagens
especializadas (Mountford, 2008). Dessa forma, as células-tronco apresentam
um enorme potencial para aplicacédo clinica.

As células-tronco estédo presentes desde o desenvolvimento embrionario
e persistem no individuo adulto. De acordo com seu potencial de diferenciacéo
as células-tronco podem ser: totipotentes, pluripotentes e multipotentes
(Brignier & Gewirtz, 2010; Mountford, 2008).

Apés a fecundacdo até o estagio de 4-8 células, as células totipotentes
sdo capazes de dar origem a todos os tipos celulares e anexos embrionarios
(Fischbach & Fischbach, 2004). Com as subsequentes divisdes, as células que
formam a massa interna do blastocisto s&o consideradas pluripotentes e
perdem a capacidade de gerar um organismo completo, mas sdo capazes de
diferenciar em células de origem nos trés folhetos embrionarios (ectoderma,
endoderma e mesoderma). E ap6s mais divisdes, o potencial de diferenciacdo
se torna mais restrito e as células, consideradas multipotentes, podem ser
encontradas até a fase adulta (Brignier & Gewirtz, 2010).

A pluripoténcia e proliferacdo das células-tronco embrionarias (ESCs)
geraram enorme expectativa para seu uso terapéutico, no entanto a
capacidade de formar teratomas e envolvimento em questbes éticas,

decorrente do uso do embrido, ainda limitam sua utilizagdo (Mountford, 2008).
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Dessa forma as células-tronco adultas multipotentes sdo bastante
atraentes. Acreditava-se que estas células s6 eram capazes de diferenciar em
tipos celulares de mesma origem embrionaria. No entanto, sob condi¢es
especificas, estas células podem sofrer transdiferenciacao e dar origem a tipos
celulares de origem em outro folheto embrionario, por um processo
denominado plasticidade (Raff, 2003; Riekstina et al., 2009).

As células-tronco adultas podem ser isoladas de tecidos fetais, placenta,
corddo umbilical e varios outros tecidos do individuo adulto (da Silva Meirelles,
Chagastelles, & Nardi, 2006; De Coppi et al., 2007; Klein & Fauza, 2011).
Sendo as mais estudadas as HSCs e as MSCs (Hipp & Atala, 2008).

As HSCs sao responsaveis pela renovacdo de células sanguineas da
linhagem linféide e mieldide (Hipp & Atala, 2008). J4 as MSCs foram descritas
primeiramente por Friedenstein, em 1968, como uma populacdo de células
aderentes, presente na medula 0ssea, capazes de auto-renovar e diferenciar
em linhagens celulares de origem mesodérmica (osteoblastos, condroblastos e
adipécitos) (Caplan & Bruder, 2001).

Recentemente, células com caracteristicas semelhantes as MSCs da
medula 6ssea foram isoladas em diversos tecidos, incluindo tecido adiposo
(Zuk et al., 2001), pele (Toma et al., 2001), sistema nervoso (Kruger et al.,
2002), polpa dentaria (Gronthos et al., 2000) e liquido amniotico (De Coppi et
al., 2007).

Dessa forma a Sociedade Internacional para Terapia Celular (ISCT)
definiu as seguintes caracteristicas como critério minimo para se classificar as
MSCs: (i) aderéncia a superficie plastica, (ii) multipoténcia in vitro e (iii)
expressdo de um conjunto de marcadores (grupamento de diferenciacéo - CD -
105, CD73 e CD90) e néo expressao de outros (CD34, CD14, CD79a, CD19 e
HLA-DR) (Dominici et al., 2006).

A porcentagem de MSCs existente em tecidos adultos é bastante baixa
e isolar essas células para a utilizacdo na medicina regenerativa € bastante
complicado, dependendo do tecido. Sendo assim, as células-tronco adultas
mais utilizadas para estudos nesta area sao as células isoladas da medula
0ssea e do tecido adiposo (Romanov et al., 2005).

O tecido adiposo, de origem mesodérmica, dentre suas funcbes de

reserva energética, envolvimento no metabolismo de gorduras e alguns
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hormdnios esterdides, é atualmente uma fonte de células-tronco denominadas
células-tronco derivadas de tecido adiposo humano (hASCs - human adipose-
derived stem cells), conforme proposto por Zuk et al. em 2001 (Zuk et al.,
2001).

Do tecido adiposo € isolada a fracdo vascular estromal (FVS) que
consiste de uma populacdo heterogénea de células mesenquimais que inclui
ndo somente as hASCs, HSCs e células progenitoras, mas também células
endoteliais, eritrocitos, fibriblastos, linfécitos, mondcitos/macréfagos e pericitos
dentre outras. Apés sua cultura, as hASCs podem ser purificadas, por sua
aderéncia e lavagens da cultura que remove as células ndo aderentes (Bourin
et al., 2013).

O uso de hASCs apresenta varias vantagens em relacdo as células-
tronco derivadas da medula 6ssea (BMSCs), pois o tecido adiposo subcutaneo
€ acessivel e abundante, pode ser extraido por lipoaspiracdo (gera subproduto
comumente descartado), e, dessa forma, as hASCs podem ser isoladas a partir
de um procedimento menos invasivo que a aspiracdo da medula Gssea e
assim, uma grande quantidade de células pode ser isolada sem causar
morbidade do sitio doador. O niumero de células-tronco em 1 grama de tecido
adiposo é cerca de 500 vezes maior do que em 1 grama de medula 6ssea
(Mizuno, 2009). Além disso, as hASCs proliferam mais rapidamente do que as
BMSCs e podem ser cultivadas por maior tempo sem senescer (Locke et al.,
2009).

Ja foi demonstrada a capacidade das hASC em diferenciar em
osteoblastos, condroblastos e adipécitos, assim como mioblastos (Locke et al.,
2009; Zuk et al.,, 2002; Zuk et al., 2001), células endoteliais (Zonari et al.,
2012), células hepaticas (Banas et al., 2007) e células neuronais (Anghileri et
al., 2008).

As hASCs séo células atrativas para a regeneracao 0ssea, devido a sua
capacidade de diferenciacdo osteogénica in vitro, através do enriquecimento do
meio de cultura com fatores indutores ja estabelecidos, como a dexametasona
(induz a expressdo do fator de transcricio RUNX2), o &cido ascorbico
(aumenta a secrecao de colageno tipo I, por ser um co-fator de enzimas que

hidroxilam residuos de prolina e lisina no pro-colageno) e o B-glicerofosfato
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(constitui uma fonte de fosfato necessario para deposicdo de hidroxiapatita)
(Langenbach & Handschel, 2013; Zomorodian & Eslaminejad, 2012).

Atualmente, estudos sugerem que as MSCs podem regenerar tecidos
por dois diferentes mecanismos: (i) diferenciacdo em uma linhagem especifica
e dessa forma substituir o tecido lesado e (ii) através da secrecao paracrina de
fatores tréficos, modulando a inflamacdo, promovendo a angiogénese e
recrutando células enddgenas para induzir o reparo tecidual (Caplan & Dennis,
2006; Gimble et al., 2012; Phinney & Prockop, 2007; Yi & Song, 2012).

Outro mecanismo interessante na regeneracdo Ossea €é a
mecanotransducado entre ostedcitos e osteoblastos, que desencadeia a
secrecao de fatores solUveis pelos ostedcitos expostos a estimulos, como por
exemplo ultra-som, e estes fatores sollveis induzem a migracdo e maturacao
de células osteoprogenitoras em osteoblastos, favorecendo a regeneracdo
0ssea (Fung et al., 2014).

ApoOs a avaliagdo de novos produtos in vitro € preciso avaliar sua
eficiéncia através de ensaio in vivo. Os modelos animais, principalmente, os
pequenos roedores sdo tradicionalmente a primeira escolha para avaliar
respostas in vivo. O modelo de defeito 6sseo na calvaria € o padrdo ouro para
avaliar formacéo 0ssea intramemebranosa in vivo em area sem sustentacao de
carga (Lee et al., 2015). O estudo in vivo da biologia de células humanas deve
ser implantado em animais imunosuprimidos para evitar rejeicdo do enxerto
pelo hospedeiro.

Diversos modelos de animais imunossuprimidos estdo disponiveis e
podem ser empregados para transplante de células humanas. Por exemplo,
camundongos da linhagem nude (mutacdo no gene Foxnl) sdo atimicos,
resultando em um numero reduzido de linfocitos T; Scid (mutacdo no gene
Prkdc®?) a mutacao na proteina kinase DNA-dependente necesséria para ligar
terminagBes ndo homologas da dupla fita de DNA prejudica a producédo de
células B e T funcionais e Rag (knockout dos genes ativadores de
recombinases 1 ou 2) as recombinases Sd0 necessarias para 0 rearranjo
somatico das imunoglobulinas nas células B e receptores de células T, gerando
deficiéncia de células B e T (Belizario, 2009; Mombaerts et al., 1992).

Com o avango das pesquisas e 0 aumento do numero de ensaios

clinicos para avaliar o potencial uso clinico das hASCs (Casteilla et al., 2011;
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Garcia-Olmo et al., 2009; Gimble et al., 2012; Gimble et al., 2010; Mesiméaki et
al., 2009) é necessaria uma expansao ex vivo dessas células, com intuito de
alcancar o numero adequado de células requerido. Além disso, é essencial
controlar toda a etapa laboratorial, assegurando a qualidade das células
(Bernardo et al., 2011; Galvez et al., 2014; Gimble et al., 2012; Lindroos et al.,
2011).

As regulamentacbes da Food and Drugs Administration (FDA)
classificam os procedimentos envolvendo células de acordo com o grau de
manipulacdo em: (i) minima manipulacdo, como criopreservacdo de células
autodlogas e (ii) manipulacdo maior que minima, por exemplo, expansao ex vivo,
ativacado celular, aplicagdo com componentes nao teciduais e transplante de
células ou tecidos alogénicos (Harvath, 2000; Lindroos et al., 2011).

Diferentemente da industria farmacéutica, na qual ha uma producdo em
massa, ha engenharia de tecidos a demanda laboratorial € por um produto
personalizado, praticamente, individualizado. De acordo com as normas de
Boas Préaticas de Manipulacdo (Good Manufacturing practices- GMP), para
utilizacdo de células-tronco, € necessario realizar em todas as fases do
processo: testes funcionais; testes bacteriolégicos (Galvez et al., 2014); teste
fenotipico e visual das culturas; testes que garantam que as células nao
sofreram transformacdo maligna (caridtipo, expressdo de telomerase, c-myc,
FISH) (Bernardo et al., 2011; Gimble et al., 2012) e um teste de qualidade final,
incluindo viabilidade e fenotipagem, compativeis com a rapida liberacdo das
células (Burger, 2000; Lindroos et al., 2011).

Uma questdo crucial na utilizagéo clinica das células-tronco é a escolha
de uma Otima estratégia de cultivo através da elaboragdo de um meio de
cultura ideal que mimetize in vitro as condig¢@es fisioldgicas, incluindo o tipo de
superficie de cultura, temperatura, pH, osmolaridade até suporte de oxigénio e
nutrientes, para manutencdo do crescimento e funcdes metabdlicas das
células. O meio de cultura € um dos fatores mais importante para alcancar tal
similaridade (Brunner et al., 2010). Entretanto, ainda ndo existe um consenso e,
geralmente, as células sdo expandidas em meio de cultura classico, por
exemplo, o Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) e o a-Minimum

Essential Medium (a-MEM) suplementados com soro fetal bovino (SFB)
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(Lindroos et al., 2011), sendo o desenvolvimento de um meio de cultura ideal
para MSCs ainda um importante desafio.

O soro animal € uma mistura de indmeros constituintes (proteinas,
fatores de adesdo, enzimas, hormonios, fatores de crescimento, citocinas,
lipideos, acidos graxos, vitaminas, elementos traco e carboidratos) que sao
responsaveis por fornecer (i) fatores de crescimento e horménios, (ii) proteinas
de transporte, (iii) fatores de adeséo, (iv) fatores de detoxificacdo, (v) inibidores
de protease, (vi) fatores para manutencdo de pH e pressdo osmoética e (vii)
reduzir a tensao de cisalhamento (Brunner et al., 2010).

Do ponto de vista biol6gico e no contexto da engenharia de tecidos, a
utilizacdo do SFB como suplemento para o meio de cultura de células humanas
€ desvantajosa. SFB contem proteinas xenogénicas que podem provocar
reacdes imunoldgicas (Selvaggi et al., 1997; Tuschong et al., 2002), ser
internalizadas pelas células-tronco ou aderir a superficie dessas células
(Heiskanen et al., 2007; Martin et al., 2005; Spees et al., 2004), conter
endotoxinas e transmitir virus, prions, bactérias e micoplasma (Mannello &
Tonti, 2007; Will et al., 1996). Além disso, por ser um suplemento mal definido
apresenta variacao de lote para lote (Price & Gregory, 1982).

Dessa forma, novas abordagens estdo sendo desenvolvidas para
substituir o SFB, como o0 uso do soro humano AB (Aldahmash et al., 2011;
Bieback et al., 2009; Kocaoemer et al., 2007; Lindroos et al., 2010; Shahdadfar
et al., 2005), plasma rico em plaquetas ativadas por trombina (Bieback et al.,
2009; Kocaoemer et al.,, 2007), lisado plaguetario (Bernardo et al., 2007;
Bieback et al., 2009) e meio quimicamente definido (Chase et al., 2012; Mimura
et al., 2011; Solmesky et al., 2010; Tarle et al., 2011; van der Valk et al., 2010).

Os meios quimicamente definido livres de soro, constituidos por
suplementos sintéticos que substituem o soro e reduzem a variabilidade,
oferecem a alternativa mais promissora. Alguns estudos mostraram que o
cultivo de MSCs em meio livre de soro é possivel, entretanto as células
parecem ndo manter o mesmo padrdo de expansdo observado quando se
emprega soro (Agata et al., 2009; Rodrigues et al., 2010).

Existe ainda a preocupacdo de que as MSCs possam sofrer
transformacdo maligna ap0s expansdo in vitro a longo prazo (Miura et al.,

2006). A transformacao maligna pode acarretar em taxa de proliferacao
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aumentada, morfologia alterada, anormalidades fenotipicas e citogenéticas,
além disso, podem induzir formacéo de tumor. Por ainda néo existir evidéncias
conclusivas a respeito, células expandidas in vitro sdo adequadas para serem
utilizadas em terapias, mas recomenda-se a realizacdo dos ensaios genéticos,
funcionais e fenotipicos antes de sua utilizacdo terapéutica (Bernardo et al.,
2011).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o cultivo das hASCs e a resisténcia para sofrer transformacao
espontanea em condicdes de cultura livre de componentes xenogénicos, assim
como avaliar a capacidade dessas células associadas a uma matriz
tridimensional de PHB-HV em diferenciar em células da linhagem osteogénica

auxiliando na regeneracédo de defeito 6sseo em calvaria de camundongos.
2.2. Objetivos especificos

- Isolar e caracterizar hASCs em meio de cultura basal suplementado com pool
de soro humano alogénico (SH).

- Investigar os fatores associados a proliferacdo celular na presenca do SH
como suplemento para o meio de cultura.

- Avaliar a possibilidade de transformacdo maligna espontanea das hASCs
cultivadas em meio suplementado com SH.

- Desenvolver e caracterizar uma matriz tridimensional de PHB-HV para ser
utilizada em abordagem de engenharia de tecido 6sseo.

- Avaliar a adeséo, viabilidade, proliferacdo e diferenciacdo das hASCs em
células da linhagem osteogénica quando cultivadas na matriz tridimensional de
PHB-HV in vitro.

- Avaliar a biocompatibilidade da matriz tridimensional de PHB-HV in vivo em
ratos.

- Avaliar o potencial de regeneracéo de tecido 6sseo in vivo utilizando a matriz
tridimensional de PHB-HV cultivada ou ndo com hASCs em modelo de defeito
0sseo de tamanho critico na calvaria de camundongos imunossuprimidos

(linhagem nude).
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3. Material e Métodos

3.1. Pool de soro humano alogénico

O soro humano foi obtido de doadores voluntérios, entre 20 e 40 anos,
apos a assinatura do termo de consentimento e de acordo com as normas
aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais (Parecer n° 11668613.7.0000.5149) (Anexo 1V). Nenhuma
evidéncia clinica e laboratorial de doencas metabdlicas, hepatites, virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e outras complicacbes sistémicas foram
relatados para estes doadores.

O sangue total foi obtido através da coleta de sangue convencional com
tubos a vacuo e sem anticoagulante (BD Biosciences), deixado coagular
espontaneamente a 4°C e centrifugado a 252 g e a 20°C, por 15 minutos para
separacao do soro. O soro de diferentes doadores (20 doadores; sendo 5 de
cada tipo sanguineo: A, B, AB e O) foi removido dos tubos de coleta e
misturado para produzir o SH. Posteriormente, o SH foi inativado a 56°C por 30
minutos e congelado a -20°C para ser utilizado na producdo dos meios de

cultura para as hASCs.
3.2. Meios de cultura celular
3.2.1. Meio de cultura basal

O meio de cultura basal consistiu de DMEM-high glucose (Sigma-
Aldrich) suplementado com 5 mM de bicarbonato de sddio (Cinética Quimica
Ltda), 100 U/mL de penicilina, 0,10 mg/mL de estreptomicina e 0,25 pg/mL de
anfotericina B (Sigma-Aldrich), 60 mg/L de gentamicina (Schering-Plough) e
10% de SFB (Cripion Biotecnologia Ltda) ou 10% de SH.

O pH do meio foi ajustado para 7,2 e, em seguida, o meio foi filtrado com

membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,22 um (Millipore).
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3.2.2. Meios de diferenciacéao
3.2.2.1. Meio Adipogénico

Para producdo do meio adipogénico foram adicionados ao meio de
cultura basal suplementado com 10% de SFB ou SH os seguintes fatores
indutores: 1 uM de dexametasona (Aché), 200 U/mL de insulina (Eli Lilly and
Company), 200 uM de indometacina (Sigma-Aldrich), 500 yM de isobutil-

metilxantina (Sigma-Aldrich).
3.2.2.2. Meio Condrogénico

Para produgdo do meio condrogénico foram adicionados ao meio de
cultura basal suplementado somente com 1% de SFB ou SH o0s seguintes
fatores indutores: 0,01 pg/mL de TGFB-1 (Sigma-Aldrich), 1 mM de
dexametasona (Aché), 5 mg/mL de acido ascorbico (Ecibra), 200 U/mL de
insulina (Eli Lilly and company), 3,25 pg/mL de transferrina (Wako), 1 mM de
piruvato (Sigma-Aldrich) e 125 uyg/mL de albumina de soro bovino (BSA; PAA).

3.2.2.3. Meio Osteogénico

Para a producdo do meio osteogénico foram acrescentados ao meio de
cultura basal suplementado com 10% de SFB ou SH o0s seguintes fatores
indutores: 10 mM de B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich), 50 pg/mL de acido

ascorbico (Ecibra) e 0,1 uM de dexametasona (Aché).
3.3. Isolamento e cultivo das hASCs

O isolamento e cultivo das hASCs foram realizados conforme descrito
anteriormente (Zuk et al., 2001). O estudo foi realizado de acordo com as
normas aprovadas pelo Comité de FEtica em Pesquisa (Parecer no
11668613.7.0000.5149) (Anexo 1V). Nenhuma doenca metabdlica, hepatites,
HIV ou outra complicacdo sistémica foram reportadas para estes doadores.

O tecido adiposo, de diferentes partes do corpo, flancos direito e
esquerdo e regides infra e supra umbilical, foi coletado de pacientes, entre 20 e

40 anos, submetidos a cirurgia de lipoaspiragcdo por questbes estéticas,
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realizada Nucleo de Cirurgia Plastica, em Belo Horizonte, Minas Gerais. Um
volume de 60 mL de lipoaspirado foi acondicionado em seringa estéril e
encaminhado ao Laboratério de Imunologia Celular e Molecular localizado no
Instituto de Ciéncias Biologicas — UFMG.

Em capela de fluxo laminar vertical, o conteddo da seringa foi transferido
para tubos de polietileno de 50 mL (Sarstedt) para lavagens com mesmo
volume de tampéo fosfato salina (PBS) 0,15 M, pH 7,2, seguido de
centrifugacéo a 252 g, 20°C por 6 minutos. ApGs a centrifugacdo o produto de
lipoaspiracao formou uma solucgéo bifasica, cuja fase inferior continha a solucéo
de PBS e células sanguineas e a fase superior, o tecido adiposo.

A fase superior foi transferida para novo tubo de polietileno (50 mL) e
tratada com solucao de colagenase tipo | (Gibco) 0,075% em PBS 0,15 M, pH
7,2 (proporcao de 1:1), por 1 hora, em estufa a 37°C, atmosfera umida e 5%
CO,, para digestdo da matriz extracelular. Durante este periodo, a cada 15
minutos, os tubos foram agitados vigorosamente.

Ao término do periodo de incubacao, os tubos foram centrifugados a 252
g, 20°C por 10 minutos, para obter a fragcdo vascular estromal que foi
ressuspendida em 5 mL de meio de cultura basal suplementado com SFB e em
meio de cultura basal suplementado com SH, transferida para garrafas de
cultura celular T-25 (Sarstedt) e mantidas em estufa a 37°C, atmosfera umida e
5% COs.

Apo6s 12-28 horas de cultivo, o contetdo das garrafas de cultura foi
transferido para tubos de polietileno (50 mL) e centrifugado a 252 g, 20°C, por
10 minutos. O sobrenadante foi descartado, o precipitado formado foi
ressuspendido em 5 mL do respectivo meio de cultura basal e acondicionado
em nova garrafa de cultura celular T-75 (Sarstedt).

A cada dois dias 0 meio de cultura foi removido e as células lavadas com
10 mL de PBS 0,15 M, pH 7,2, para remocdao de células sanguineas residuais e
nao aderentes, e em seguida foi adicionado novo meio de cultura basal.
Quando as células atingiram 70-80% de confluéncia, o meio de cultura foi
retirado, as células foram lavadas com 10 mL de PBS 0,15 M, pH 7,2 e tratadas
com 1 mL de tripsina 0,05% acido tetracético etilenodiamidina (EDTA;
Invitrogen), por 5 minutos. Apés a a¢do da tripsina, esta foi inativada com meio
de cultura basal (9 mL), a suspensao formada foi dividida em duas novas
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garrafas de cultura celular T-75 e acrescentado mais meio de cultura basal. As
células foram expandidas dessa maneira para serem utilizadas nos demais

experimentos.
3.4. Viabilidade e proliferacéo celular in vitro

A viabilidade e proliferacdo das hASCs foram avaliadas pelo ensaio
colorimétrico de MTT (Invitrogen), este baseia-se na capacidade de enzimas
desidrogenases, presentes em células viaveis, em converter o sal de brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium, que é solivel em agua, em
cristais de formazan, produto insoltvel em agua. O niumero de células viaveis €
diretamente proporcional a quantidade de cristais de formazan produzido
(Mosmann, 1983).

As hASCs, cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB
e SH na 4° passagem, foram semeadas em placas de 24 pocos (Sarstedt) na
densidade de 5x10° células/pogo contendo 1 mL do respectivo meio de cultura
basal. As células foram incubadas a 37°C, atmosfera umida e 5% CO, por 7,
14, 21 e 28 dias. Ao término de cada periodo de incubacdo, o meio de cultura
foi removido e substituido por 210 pL/poco do respectivo meio de cultura basal.
Em seguida, foi acrescentado 170 pL/poco de solucdo de MTT 5 mg/mL
(Invitrogen) e a placa incubada em estufa a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,,
por 2 horas.

Ap6s o periodo de incubacdo as hASCs foram observadas ao
microscoépio 6ptico (Olympus 1X70) para visualizacdo dos cristais de formazan.
Estes foram solubilizados através da adigao de 210 yL/po¢o de uma solugéo de
sulfato de sodio dodecil (SDS) 10% em éagua - HCl 0,01 M, seguido de
incubacdo em estufa a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,, por 18 horas. Em
seguida, transferiu-se 100 puL de cada pogo para uma placa de 96 pogos (fundo
reto), em triplicata, e a densidade o6ptica foi mensurada em espectrofotémetro
Anthos 2010 (Biochromm) a 595 nm. Os dados foram adquiridos pelo programa
ADAP Basic (Anthos Labtec).

Durante o experimento, todos os passos envolvendo o reagente MTT

foram executados em condigBes minimas de luminosidade.
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3.5. Caracterizacdo do imunofenotipo das hASCs

As hASCs, na 42 e 102 passagens, foram caracterizadas por citometria
de fluxo para analise da expressao das moléculas de superficie celular que séo
marcadores expressos em MSCs (Bourin et al., 2013; Dominici et al., 2006;
Mitchell et al., 2006).

Aproximadamente 5x10° hASCs cultivadas em meio de cultura basal
suplementado com SFB e SH foram incubadas com 0,4 ug de cada anticorpo
primario (Tabela 2) em placa de 96 pocos (fundo em U) a 4°C por 30 minutos.
Apés a incubacgédo, as células foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 para
remover 0s anticorpos primarios nao conjugados e incubadas com anticorpo
secundario Alexa Fluor 488 goat anti-camundongo IgG 2 mg/mL (Invitrogen),
na diluicdo de 1:500, a 4°C por 30 minutos. Os anticorpos ja conjugados a um
fluorocromo ndo foram incubados com anticorpo secundario. Em seguida, as
células foram novamente lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 e fixadas com 200
uL de formaldeido a 2%. Como controle negativo de fluorescéncia, foi
adicionado o anticorpo secundario a células ndo marcadas com o anticorpo
primario. E células sem qualquer tipo de marcacao foram utilizadas para avaliar
o tamanho versus (vs) granulosidade com a finalidade de estabelecer a
populacao a ser analisada.

A aquisicdo dos dados foi realizada no citbmetro de fluxo Guava®
easyCyte™ 6-2 L Flow Cytometer (Millipore), utilizando-se o programa Incyte
acquisition (Millipore). Foram adquiridos 15.000 eventos e os dados foram

analisados no programa FlowJo 7.5.6 software (Treestar, Inc).

Tabela 2. Anticorpos utilizados na marcagdo celular para imunofenotipagem
por citometria de fluxo.

Antigeno Tipo Espécie Conjugado Fornecedor Diluicéo
CD90 Monoclonal ~Camundongo - BD Biosciences 1:40
CD166 Monoclonal ~Camundongo - BD Biosciences 1:60
CD105 Monoclonal ~Camundongo FITC BD Biosciences 1:20
CD73 Monoclonal ~Camundongo PE BD Biosciences 1:10
CD44 Monoclonal ~Camundongo - BD Biosciences 1:16
CD54 Monoclonal ~Camundongo FITC Caltag Medsystems 1:20
CD45 Monoclonal ~Camundongo - BD Biosciences 1:25
CD34 Monoclonal Camundongo - Santa Cruz Biotechnology 1:16
CD19 Monoclonal ~Camundongo - BD Biosciences 1:60

HLA-ABC Monoclonal Camundongo FITC Abcam 1:10

HLA-DR  Monoclonal Camundongo FITC Abcam 1:10
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3.6. Potencial de diferenciacdo multilinhagem in vitro
3.6.1. Diferenciacéo adipogénica

Para verificar se as hASCs eram capazes de se diferenciar na linhagem
adipogénica, as células, na 4* passagem, foram semeadas na densidade de
1x10° células/cm? em placas de 6 pocos (Techno Plastic Products) e cultivadas
em meio de cultura adipogénico especifico a 37°C, em atmosfera umida e 5%
CO.. O meio foi trocado a cada 2 dias. hASCs cultivadas em meio basal foram
mantidas como controle.

Apos 21 dias de inducéo, as culturas foram lavadas com PBS 0,15 M,
pH 7,2 e fixadas em formaldeido 10% por 1 hora a temperatura ambiente. As
células fixadas foram lavadas com isopropanol 60% e em seguida, submetidas
a coloracdo de Oil Red O (Thermo Scientific) de acordo com as instrucdes do
fabricante. As células foram incubadas com solucdo de Oil Red O em
isopropanol 60%, por 5 minutos, lavadas com agua deionizada e contra-
coradas com hematoxilina por 1 minuto.

Oil Red O €& um corante de lipideos neutros e a diferenciacao
adipogénica pode ser confirmada pela coloracdo em vermelho dos lipideos
acumulados no interior das células, quando observado em microscépio 6ptico
(Olympus 1X70). A fotodocumentacdo foi realizada utilizando-se céamera

(Olympus Evolt E-300) acoplada ao microscopio.
3.6.2. Diferenciagcdo condrogénica

Para promover a diferenciacdo condrogénica as hASCs, na 4°
passagem, foram cultivadas em um sistema de pellet de células. Para criar o
pellet, aproximadamente 5x10° células foram recolhidas em 1 mL de meio de
cultura basal em tubos de polietileno de 15 mL (Sarstedt) e centrifugadas a 800
g por 5 minutos. Em seguida, o meio sobrenadante for removido
cuidadosamente e os pellets foram incubados com 1 mL de meio condrogénico
especifico nos tubos de polietileno de 15 mL, a 37°C, atmosfera umida e 5%
CO,, por 21 dias. O meio condrogénico foi renovado 1 vez por semana. Como
controle hASCs foram cultivadas em meio de cultura basal nas mesmas

condigoes.
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Apés 21 dias, os pellets foram lavados com PBS 0,15 M, pH 7,2 e
fixados com formaldeido 10%, por 1 hora. Em seguida, os pellets foram
processados e incluidos em parafina, de acordo com os protocolos utilizados
no Laboratério de Biologia do Desenvolvimento, do Departamento de
Morfologia, ICB, UFMG. Os pellets foram desidratados em banhos de
concentracdes crescentes de etanol: 70%, 80%, 90%, 100% (2 vezes), por 4
minutos em cada um deles. Apos a desidratacdo, os pellets foram diafanizados
com dois banhos de 10 minutos em liquido miscivel com o meio de inclusédo
(xilol/toluol). Para a inclusao os pellets foram embebidos na parafina liquida. Os
blocos de parafina obtidos foram submetidos & microtomia. Cortes de 5 um de
espessura foram montados em laminas histologicas e corados com Alcian Blue
8GX (Sigma-Aldrich).

Para isso, as laminas foram desparafinizadas em estufa a 60°C por 15
minutos, seguido por banho em xilol (14 minutos) e hidratados em série gradual
de etanol: 100% (2 vezes), 95%, 70% (4 minutos em cada banho). Apés a
lavagem em &gua, as laminas foram incubadas com o corante Alcian Blue 1%
em acido acético pH 2,5, por 30 minutos. Em seguida, as laminas foram
lavadas em agua corrente por 2 minutos e o0s nucleos corados com
hematoxilina, por 40 segundos. Apds a lavagem em &gua corrente, 0s cortes
foram desidratados em uma série crescente de etanol 70%, 95%, 100% (2
vezes). As laminas foram montadas e observadas ao microscopio Optico
(Olympus BX-41) e fotografadas por camera acoplada (Q-Color3 digital da

QImaging) revelando proteoglicanas e glicosaminoglicanas coradas em azul.
3.6.3. Diferenciac&o osteogénica

Para promover a diferenciacdo osteogénica as hASCs, na 4% passagem,
foram semeadas na densidade de 2,5x10° células/cm? em placa de 24 pocos
(NUNC) e incubadas com meio osteogénico a 37°C, atmosfera umida e 5%
CO, por 21 dias. Como controle hASCs foram cultivadas em meio de cultura
basal nas mesmas condi¢cdes. O meio de cultura foi renovado a cada 2 dias.

Apbs 21 dias, a diferenciacdo osteogénica foi avaliada pela coloracéo de

von Kossa, que indica calcificacdo da matriz extracelular.
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As culturas foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 e fixadas em etanol
70% por 24 horas. Em seguida, as células foram lavadas com &gua, incubadas
com solucao de nitrato de prata 5% (Vetec) e expostas a luz ultravioleta por 1
hora. As células foram lavadas com agua destilada e incubadas com solucéo
de tiossulfato de soédio 5% (Cinética Quimica Ltda), por 5 minutos, e coradas
com eosina, por 40 segundos. As culturas foram observadas ao microscopio
optico (Olympus [X70) e fotografadas (Sony Cyber-shot DSC-H3) para
demonstracao da presenca de mineralizacéo indicada pela coloracdo negra ou

marron.
3.7. Expresséao de Ki-67

As hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB
e SH, na 4% e 10% passagem, foram analisadas em relacdo a expressdo do
marcador de proliferacdo Ki-67. As células foram semeadas na densidade de
1x10° células em laminulas de vidro de 22 x 22 mm e cultivadas por 24 horas
nos respectivos meios de cultura basal. Em seguida, as células foram fixadas
em formaldeido 10%, por 30 minutos a temperatura ambiente.

As hASCs fixadas foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 e a
membrana plasméatica foi permeabilizada utilizando-se Triton-100X (Sigma)
0,2% em PBS 0,15 M, pH 7,2, por 10 minutos. Apds a permeabilizacédo, as
células foram novamente lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 e foi feito o bloqueio
da reacdo com solucdo 3% PBS/BSA, por 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, as células foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente
com o0s anticorpos primarios: coelho anti-Ki-67 (1:50; Abcam) e para verificar a
morfologia das células-tronco, foi utilizado o anticorpo de camundongo anti-a-
tubulina (1:1000; Sigma), diluidos em solucdo 1% PBS/BSA.

Apés incubacdo com anticorpo primério, as células foram novamente
lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 (3 vezes/10 minutos) e, em seguida, foram
incubadas com o respectivo anticorpo secundario: Alexa Fluor 488 goat anti-
coelho (1:500; Molecular Probes) e Alexa Fluor 555 goat anti-camundongo
(1:500; Molecular Probes), diluidos em solucdo 1% PBS/BSA, por 1 hora em
camara Umida, protegido da luminosidade e em temperatura ambiente. Em

seguida, as ceélulas foram incubadas com Hoechst 33258 pentahydrate
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(Invitrogen) por 20 minutos para marcacéo do ndcleo e as laminulas montadas
em laminas de vidro utilizando Hydromount Aqueous (National Diagnostics).

As laminas foram observadas em microscépio confocal LSM 5 Live
(Zeiss) e as imagens foram analisadas utilizando a ferramenta Cell counter do
programa Image J (National Institutes of Health) para a quantificacdo das
células positivas para o marcador Ki-67 (fluorescéncia verde) em relacdo ao
namero total de nucleos (azul), sendo 10 diferentes imagens analisadas para

cada amostra e o resultado expresso em percentagem.
3.8. Cinética de proliferacao

3.8.1. Taxa de duplicacdo da populacdo acumulada e tempo de

duplicacao

Para avaliar a cinética de proliferacdo as hASCs foram expandidas e
analisadas em cada passagem desde seu isolamento até a 14% passagem. Em
cada passagem foram semeadas 1x10° células/garrafa de cultura celular T-25
(Sarstedt) e incubadas a 37°C, atmosfera umida e 5% CO, até alcancarem a
confluéncia de 90%. Ao atingir a confluéncia as culturas foram contadas. Para
a contagem, as células foram lavadas com 10 mL de PBS 0,15 M, pH 7,2 e
removidas das garrafas de cultura celular utilizando solucdo de tripsina 0,05%
EDTA (Invitrogen), por 5 minutos. As células foram centrifugadas a 252 g, por 6
minutos e ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura basal suplementado
com 0 respectivo soro para contagem do numero de células utilizando um
hemocitémetro (HBG).

A taxa de duplicacdo da populacdo (DP) foi calculada somente a partir
da 2% passagem, pois o0 nimero de células aderentes sé pode ser determinado
a partir da 1% passagem. Em cada passagem, apds a contagem, as células
foram replaqueadas na densidade inicial de 1x10° células/garrafa T-25. Caso
as células nao atingissem uma confluéncia minima de 80% apds 15 dias de
cultivo, as culturas eram descontinuadas.

A DP foi determinada utilizando-se a seguinte férmula: DP =
[log,oNC — log,(,NS] + log,02, na qual, DP: taxa de duplicacdo da populacéo;
NC: numero de células contadas ao alcancarem confluéncia; NS: numero de

células semeadas.
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Para calcular a taxa de duplicacdo da populacdo acumulada (DPA), a
DP determinada em cada passagem foi adicionada a DP da passagem anterior
(Kocaoemer et al., 2007).

Paralelamente, o tempo de duplicacdo (TD) das hASCs cultivadas nos
diferentes meios de cultura foi determinado utilizando-se a seguinte formula:
TD = (TC —TS) X log,p2 + log,o(NC + NS), na qual, TD: tempo de duplicacéo;
TC: horéario de contagem das células; TS: horario em que as células foram
semeadas; NC: numero de células contadas ao alcancarem confluéncia; NS:

numero de células semeadas.
3.8.2. Curva de crescimento

O tempo de crescimento das hASCs, cultivadas nos meios de cultura
basal suplementado com SFB e SH, foi determinado pela contagem do nimero
de células em tempo definidos. No tempo 0, 5x10° células, na 42 passagem,
foram semeadas em garrafas de cultura celular T-25 e incubadas a 37°C,
atmosfera umida e 5% CO; pelos seguintes intervalos de tempo: 3,5, 7,9 e 11
dias. Ao final de cada tempo as células foram contadas em hemocitdmetro
(HBG). Uma curva de crescimento foi plotada e comparado o crescimento em

ambos os suplementos utilizados na cultura celular.
3.9. Andlise da expressao de fatores de transcricéo

A expresséo dos fatores de transcricdo c-FOS e c-MYC pelas hASCs foi
avaliada na 4° e 10 passagem. As células foram semeadas em uma densidade
de 5x10° células/placa de cultura de 60 mm e cultivadas em seus respectivos
meios de cultura basal suplementado com SFB e SH por 3 dias, quando
alcancaram confluéncia de 80-90%.

Para a avaliacdo da expressdo da proteina c-FOS, as culturas foram
lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 gelado e coletadas por lise com tampao de
lise (20 mM Hepes, pH 7,0, 10 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,5% Nonidet P-40). A
suspensao resultante foi incubada em gelo, por 10 minutos e homogeneizada
utilizando vortex. Em seguida, a suspensao foi centrifugada a 1500 g, por 5
minutos, para sedimentar o nucleo. O sobrenadante foi centrifugado a 16000 g,

por 20 minutos e o sobrenadante resultante constituiu a fracdo ndo nuclear.
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Para extrair as proteinas nucleares, o pellet composto dos nudcleos isolados
foram ressuspendidos em tampao NETN (150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM
Tris-HCI, pH 8,0, 0,5% Nonidet P-40) e o lisado nuclear foi coletado apds
centrifugacéo a 16000 g por 20 minutos a 4°C.

Para a avaliacdo da expressdo da proteina c-MYC as hASCs, na 4° e
10? passagem, foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 gelado e coletadas por
lise com tampao NETN. A suspenséao foi incubada em gelo, por 10 minutos e
entdo centrifugada a 16000 g, por 20 minutos. O sobrenadante resultante
consistiu o lisado celular de interesse.

A concentracdo proteica das amostras foi determinada usando o método
de Bradford (BioRad). A expresséo dos fatores de transcricdo foi avaliada por
western blot.

Dessa forma, amostras de proteina (30 pg) foram separadas por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 10% e transferidas para
membrana de fluoreto de polivinilideno (Biorad) utilizando sistema de
transferéncia semi-seco (BioRad). As membranas foram bloqueadas com leite
desnatado 5% em solucdo salina tamponada com Tris (TBST; 1 M Tris e 3 M
NaCl, pH 7,4 com 0,5% Tween-20), por 1 hora. Em seguida, as membranas
foram incubadas, overnight a 4°C, com os anticorpos primarios (Tabela 3)
diluidos em leite 5% em TBST. ApGs a incubacdo com anticorpos primarios, as
membranas foram lavadas com TBST (3 vezes/5 minutos) e incubadas com
anticorpo secundario anti-coelho ou anti-camundongo conjugado a peroxidase
(1:5000; Sigma-Aldrich), por 1 hora a temperatura ambiente. A pureza das
fragOes nuclear e ndo-nuclear foi confirmada usando os anticorpos LAMINA B1,

como um marcador nuclear e GAPDH como um marcador ndo-nuclear.

Tabela 3. Anticorpos primarios utilizados no western blot.

Antigeno Tipo Espécie Conjugado Fornecedor Diluicéo
c-FOS Policlonal  Coelho - Sigma-Aldrich 1:2000

LAMINA B1  Policlonal  Coelho - Abcam 1:2000
c-MYC Policlonal  Coelho - Sigma-Aldrich 1:500
GAPDH Policlonal  Coelho - Santa Cruz Biotechnology 1:500

Em seguida as membranas foram lavadas em TBST (3 vezes/5 minutos)

e as bandas foram reveladas por reacdo de quimioluminescéncia com ECL
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Plus (Amersham) por 5 minutos e analisadas quantitativamente usando o

programa Image J (National Institutes of Health).
3.10. Andlise da expresséo génica de MYC, CDKN2A, ERBB2 e TERT

As hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB
e SH, na 4% e 10° passagem, foram avaliadas por reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (qQPCR) em relacdo a expressdo dos
seguintes transcritos génicos: v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
homolog (MYC); cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKNZ2A); v-erb-b2
avian erythroblastic leucemia viral oncogene homolog 2 (ERBB2) e telomerase
reverse transcriptase (TERT). Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH) foi usado como gene de referéncia.
3.10.1. Extrag&do de RNA

A extracdo do RNA total foi feita utilizando 1 mL do reagente Trizol
(Invitrogen) para cada placa de cultura de 60 mm apds a lavagem das culturas
com PBS 0,15 M, pH 7,2. A solucao de trizol contendo as células foi recolhida
em um tubo e incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida
foram adicionados 200 puL de cloroférmio (Merck) e o tubo foi vigorosamente
agitado por cerca de 20 segundos. Posteriormente, 0s tubos foram
centrifugados por 15 minutos, a 12000 g 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 pL de alcool isopropilico (Amresco). Os tubos foram
entdo incubados a temperatura de -70°C, por aproximadamente 1 hora. Apos
esse periodo, os tubos foram centrifugados por 10 minutos, a 12000 g e 4°C. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 mL de etanol (Merck) 75%
gelado. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 7500 g e 4°C.
Descartou-se novamente o sobrenadante e, ap0s a evaporagcao do etanol, o
precipitado formado foi diluido em 50 uL de H,O ultra pura (Invitrogen). Por fim,
a suspensao foi homogeneizada a 58°C por 10 minutos.

A concentracdo do RNA total foi determinada pela leitura da absorbancia
a 260/280 nm (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer). A relacdo entre as

leituras realizadas a 260 e a 280 nm foi utilizada como parametro na estimativa
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do grau de pureza do referido RNA. Foi considerada pura, a amostra que

apresentava a relacao entre 1,8 e 2,0.
3.10.2. Sintese do DNA complementar

As amostras foram tratadas com DNAse previamente a sintese do DNA
complementar (cDNA) para certificar que o RNA isolado ndo estava
contaminado com DNA genbmico. O tratamento com DNAse foi realizado de
acordo com as instrugdes do fabricante, Promega.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o Kit RevertAid H Minus First
Strand cDNA Synthesis (Fermentas). O RNA total (1 pg) de cada amostra foi
incubado com 0,5 pg de oligo(dT)18, a 65°C por 5 minutos. Logo apds, foi
adicionado as amostras, 5X Reaction buffer, 20 U Ribolock™ Ribonuclease
inhibitor, 10 mM desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTPs) mix, e estas foram
incubadas a 37°C, por 5 minutos. Em seguida, foram adicionadas 200 U da
enzima RevertAid™ H Minus M-MuLV RT e as amostras incubadas por 60
minutos a 42°C. A reacao foi interrompida pelo aquecimento a 70°C, por 5

minutos.

3.10.3. Elaboracéao de oligonucleotideos (primers) para gPCR

Os pares de primers especificos para cada gene de interesse (Tabela 4)
foram desenhados através do programa Primer3 versdao 0.4.0
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Os parametros selecionados no programa
Primer3 para a elaboracéo dos oligonucleotideos foram: amplificar fragmentos
cujo peso molecular variasse entre 70 e 150 pares de base (pb), apresentasse
teor de GC entre 30 e 60%, ndo apresentasse complementariedade entre si ou
mesmo estruturas secunddarias estaveis e apresentasse temperatura de

anelamento de 60°C.
3.10.4. PCR

Reacdes de amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
foram feitas com o objetivo de confirmar a especificidade dos pares de primers.
Cada reacao de amplificacdo continha 10 ng de cDNA, 1,5 mM de MgCl,,
tampéo PCR 1X (Invitrogen), 0,2 mM de cada um dos dNTPs (dATP, dCTP,
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Tabela 4. Sequéncia dos primers utilizados nas reagdes de gPCR.

Tamanho do Concentracéo

Sequéncia de

Gene NOME Espécie Sinbnimo Sequencia (5" - 3") fragmento dos primers ™™ referencAla .
NCBI/referéncia
Glyceraldehyde-3- Homo F  GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC
GAPDH phosphate sapiens GAPDH 105 pb 0,5 um 60°C NM_002046.5
dehydrogenase p R AAGGGGTCATTGATGGCAAC
in- F GCCGATCCAGGTCATGATGA
cDknza  Cyclin-dependent Homo P16 105 pb 0,2 um 60°C  NM_000077.4
kinase inhibitor 2A sapiens R ACGGGTCGGGTGAGAGTG
v-erb-b_2 avian _ F GAACTCACCTACCTGCCCAC
ERBB2 erythr_oblas'uc leucemia Ho_mo HER? 102 pb 0,2 um 60°C NM_004448.3
viral oncogene sapiens R GACCTGCCTCACTTGGTTGT
homolog 2
MYC Vv-myc avian Homo F AGAGTTTCATCTGCGACCCG
myelocytomatosis viral . c-MYC 76 pb 0,3 um 60°C NM_002467.4
oncogene homolog sapiens R AAGCCGCTCCACATACAGTC
Telomerase reverse Homo F CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA
TERT : : TERT 145 pb 0,5 um 60°C  NM_198253.2
transcriptase sapiens R GGATGAAGCGGAGTCTGGA P H B
. Mus . F GGATGCAGAAGGAGATTACTACTG
ACTB Actin, bet Beta- , °C *
ctin, beta musculus Do ACNA T e T CCAGAGAGAGAGTACTTG 90 pb 0.3 um 60
coLia1 Collagen. type l, alpha Mus Colageno _F__ CTTCACCTACAGCACCCTTGTG 65 pb 0,3 um 60°C  NM_007742.3
1 musculus tipo 1 R TGACTGTCTTGCCCCAAGTTC
Runt related Mus F AATGCCTCCGCTGTTATGAAAA R NM_001146038.
RUNX2 transcription factor 2 musculus RUNX2 R TCCGGCCCACAAATCTCA 64 pb 0.5 um 60°C 2
Alkaline phosphatase, Mus Fosfatase F CAGTAACCGCTGCCCGAAT .
ALPL liver/bone/kidney musculus alcalina R TCCTCGCCCGTGTTGTG 55 pb 0.5 um 60°C X13409.1
Bone gamma Mus F TGACCTCACAGATGCCAAGC
BGLAP carboxyglutamate Osteocalcina 92 pb 0,3 um 60°C NM_007541.3
Drotein musculus R GCCGGAGTCTGTTCACTACC P H -
Vascular endothelial Mus F GTACCTCCACCATGCCAAGTG NM_001287056.
VEGFA VEGF 63 pb 0,5 60°C -
growth factor A musculus G R TGGGACTTCTGCTCTCCTTCTG P Hm 1

*(Morais et al., 2013)
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dGTP, dTTP), 0,25 pM de cada primer e 1,25 unidades de GoTag® DNA
Polymerase (Promega), totalizando um volume final de 20 L.

Os ciclos de amplificacdo foram: etapa inicial de desnaturagéo a 94°C
por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de: 94°C por 30 segundos (desnaturacéo),
temperatura especifica para cada primer por 30 segundos (anelamento) e 72°C
por 20 segundos (extensdo) e uma ultima etapa de extensao foi realizada a
72°C por 5 minutos. Em todas as reagbes foi feito um controle branco de
amplificacdo (NTC- no template control) para cada par de primers, onde agua
estéril foi acrescentada no lugar de cDNA.

Os produtos de PCR, em paralelo com marcador de peso molecular (1
kb Plus DNA Ladder; Invitrogen), foram aplicados em gel de agarose 1-2% em
tampéao Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X (Tris 40 mM, pH 7,6; acido acético 20 mM,;
EDTA 1 mM). A corrida eletroforética foi realizada a 100 volts por
aproximadamente 60 minutos em TAE 1X. As bandas foram reveladas por
brometo de etideo a uma concentracdo final de 0,5 uyg/mL em TAE 1x. Os

tamanhos dos fragmentos foram visualizados sob luz ultravioleta.
3.10.5. gPCR
3.10.5.1. Teste de concentracdo 6tima dos primers

A concentracdo 6tima de cada par de primers foi determinada através de
ensaios de PCR. Considerando o0s genes avaliados as concentracdes
testadas foram 0,2; 0,4; 0,5 e 0,6 uM. As concentragdes otimizadas de cada

par de primers foram descritas na (Tabela 4).
3.10.5.2. Determinacao da eficiéncia de amplificacdo dos primers

Curvas padréo para cada gene foram geradas através de ensaios de
gPCR envolvendo diluicdes logaritmicas seriadas de um cDNA controle (teste
de eficiéncia de amplificacdo da qPCR): 1, 1:10, 1:100 e 1:1000 (Figura 3 A).
Cada diluicao foi testada em triplicata.

A partir dos valores de Ct foi construida uma curva-padrédo, onde a

meédia dos Ct obtidos, em cada concentracédo, variava em funcéo do logaritmo
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Figura 3. Exemplo da padronizacdo das reacdes de qPCR. (A) Resultado das amplificacdes
com emprego dos primers para o gene MYC. E possivel observar as curvas de amplificagio
referentes a cada diluicio de cDNA testada. E notavel a relagdo inversa existente entre a
quantidade de cDNA empregada na reacdo e o valor alcancado de Ct. (B) Regressao linear
baseada nas médias dos Cts para amplificacbes relativas ao gene MYC. No grafico, as
unidades do eixo x representam a quantidade de cDNA nas diluicdes seriadas de 4 vezes. (C)
Curvas de dissociagio continua obtidas para os transcritos relativos ao gene MYC. E possivel
observar picos aproximados de fluorescéncia entre as reacgfes, indicando a presenca de um
fragmento de DNA amplificado especifico, cuja média da temperatura de dissociacéo esta entre
75 e 80°C.

da concentracéo de cDNA. O coeficiente angular da reta (slope) obtido (a, em
y = ax + b) foi utilizado para calculo da eficiéncia da amplificagcdo dos primers,
através da seguinte formula: Eficiéncia = (107Y/¢—1) x 100 sendo, a:

coeficiente angular da reta.
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Foram aceitos valores de eficiéncia entre 1,80 e 2,10 (Figura 3 B). A
partir desse teste padronizou-se a quantidade de cDNA a ser utilizada em
todos os ensaios de qPCR (10 ng/amostra).

3.10.5.3. Especificidade da amplificacao

A especificidade da amplificacdo péde ser verificada pela temperatura de
desnaturacdo do produto amplificado, que depende de seu tamanho e
constituicdo de nucleotideos. Assim, a especificidade da amplificacdo foi
verificada a partir de uma Unica temperatura de dissociacdo para cada
segmento génico amplificado em todas as amostras testadas. Em todos os
resultados obtidos foi observado somente um pico na curva de dissociacao
(melting curve), sugerindo a presenca de somente um fragmento de DNA

amplificado pelos primers (Figura 3 C).
3.10.5.4. Reacdes

ApOos todas as padronizacdes, cada reagao de gPCR continha 10 uL de
SYBR® Green PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems), 10 ng de cDNA, cada
par de primers em sua concentracdo Otima e &agua nuclease-free em
quantidade suficiente para um volume final de 20 L.

As condi¢gOes de amplificagdo consistiram em uma etapa inicial a 50°C
por 2 minutos, uma etapa de desnaturacao a 95°C por 10 minutos, seguido de
45 ciclos de: 95°C por 15 segundos (desnaturacdo), 60°C por 1 minuto
(anelamento) e 75°C por 1 minuto (extensédo), seguido de mais um ciclo a 75°C
por 10 minutos para o término da reagcédo. Apos os 45 ciclos de amplificacao,
todas as amostras foram submetidas & desnaturacdo gradual para
determinacao da curva de dissociacdo. Em todas as reagfes foi feito um NTC
para cada par de primers.

Todo procedimento para a PCR foi feito na plataforma de
instrumentacdo Applied Biosystems 7500 Fast Real Time PCR System (Applied
Biosystems), e os dados foram processados pelo 7500 Software, versédo 2.3
(Applied Biosystems).
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3.10.6. Analise dos dados

A expressao quantitativa dos genes de interesse foi determinada pelo
método comparativo Ct, quantificacdo relativa (Schmittgen & Livak, 2008). A
expressao relativa do gene apresenta os dados do gene de interesse relativo a
algum gene de controle interno (gene de referéncia). Os genes de referéncia
sdo aqueles cuja expressao € dita constitutiva, ou seja, apresentam pouca
variacdo entre diversas condicbes. Os niveis de mRNA alvo foram
normalizados de acordo com o gene de referéncia GAPDH.

O célculo da expressao génica foi realizado utilizando-se o método:

Z—ACt
Sendo, ACt = Ct (gene alvo) — Ct (gene de referéncia; GAPDH)

Os resultados foram plotados na forma de grafico utilizando o programa

GraphPad Prism 5.0.

3.11. Avaliacdo da senescéncia replicativa

A senescéncia associada a atividade de -galactosidase pH-dependente
(SA-B-Gal) das hASCs, cultivadas em meio de cultura suplementado com SFB
e SH, foi analisada em cada passagem utilizando um kit de coloracdo SA-B-gal
(Sigma Aldrich).

As hASCs, na densidade de 5x10° células/cm?, em cada passagem,
foram semeadas em placa de 24 pocos e cultivadas por 24 horas. Apés este
tempo, a monocamada de células foi lavada com PBS 0,15 M, pH 7,2 (2 vezes)
e fixadas com tampéao de fixacdo (2% formaldeido e 0,2% glutaraldeido em
solucdo salina) por 6 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células
foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 (3 vezes) e incubadas com solugao
corante X-gal [5-bromo-4-chloro-3-indolyl P3- D-galactoside, 400 mM de
ferrocianeto de potassio e 400 mM de ferricianeto de potassio, NaCl e MgCl,),
por 4 horas a 37°C, na auséncia de luminosidade e CO..

Ao final do periodo de incubacédo, a solugdo corante foi substituida por
PBS 0,15 M, pH 7,2 e as culturas observadas em microscopio optico (Olympus
IX70) e fotografadas utilizando camera acoplada (Qimaging).

Imagens de 10 diferentes campos foram analisadas utilizando a

ferramenta Cell counter do programa Image J (National Institutes of Health). A
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percentagem de células expressando B-galactosidase (representada por uma
coloragdo cyan perinuclear) em relacdo ao numero total de células em cultura
foi determinada. Os resultados foram plotados em grafico utilizando o
GraphPad Prism 5.0.

3.12. Anédlise citogenética

A analise citogenética das hASCs, cultivadas em meio de cultura basal
suplementado com SFB e SH, foi realizada nas 4% e 10? passagens, pelo Setor
de Desenvolvimento e Inovagédo do Instituto Hermes Pardini. Para isso, as
células foram cultivadas em garrafas T-75 (Sarstedt) até alcancarem
confluéncia de 90%. Neste momento a divisédo celular foi blogueada através da
incubacdo das culturas com 0,1 pg/mL da solucdo KaryoMax colcemid
(Invitrogen) em PBS 0,15 M, pH 7,2 por 15 minutos, com intuito de obter maior
namero de células em metafase. Subsequentemente, as células foram
coletadas, por tratamento com tripsina 0,05% EDTA (Invitrogen) e
ressuspendidas em solucdo hipotdnica de KCI 0,075 M (Merck). As células
foram deixadas sedimentar espontaneamente, por 10 minutos e, em seguida,
fixadas em solucdo de metanol absoluto e acido acético glacial (3:1; Merck).

As células foram espalhadas em laminas de vidro e avaliadas em
relacdo ao bandeamento G e analise cromossdmica de acordo com o
International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 2013). As
imagens e laudos foram fornecidos pela Especialista Laboratorial Pleno, Soraia

Patricia de Paula Jesuino Frade, do Instituto Hermes Pardini.
3.13. Animais

Todos os procedimentos envolvendo animais estdo de acordo com os
principios éticos da experimentacdo animal, adotados e aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas
Gerais (processo n°: 373/2012) (Anexo V).

No ensaio de tumorigénese e regeneracdo de defeito 6sseo em calvéria
foram utilizados camundongos, Mus musculus, da linhagem BALB/c nude,
adquiridos do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Campinas,

Brasil.
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No ensaio de biocompatibilidade in vivo das matrizes tridimensionais de
PHB-HV foram utilizados ratos, Rattus norvegicus albinus, da linhagem Lewis,
adquiridos do Biotério do Departamento de Bioquimica e Imunologia do

Instituto de Ciéncias Biologicas, UFMG.
3.14. Ensaio de tumorigénese in vivo

A avaliacdo da tumorigenicidade das hASCs, cultivadas em meio de
cultura suplementado com SH, foi realizada em camundongos Mus musculus
BALB/c nude.

Foram utilizados 3 animais por grupo no ensaio. Estes eram machos de
8 semanas e peso de aproximadamente 20 gramas.

Os animais foram mantidos antes e durante o experimento, no Biotério
do Instituto de Ciéncias Biolégicas/UFMG, dentro de mini-isoladores individuais
de polisulfona autoclavaveis, de 30 x 20 x 21 cm de tamanho, com maravalha
autoclavada (121°C/30 minutos), recebendo alimentacdo soélida balanceada e
agua autoclavada ad libitum.

No ensaio 4 grupos experimentais foram avaliados: (i) MDA-MB-231
(células de cancer de mama- controle positivo), (i) células-tronco de
pluripoténcia induzida (iPSCs) FN052- controle positivo, (iii) hASC (teste) e (iv)
solucéo salina (controle negativo).

A linhagem de células MDA-MB-231 foi obtida da ATCC e a linhagem
FNO52 foi gentilmente cedida pelo Laboratério Nacional de Células-tronco
Embrionarias, Brasil. Como outros autores ja reportaram que as MSCs
cultivadas in vitro em meio de cultura suplementado com SFB podem ser
expandidas por inimeras passagens sem adquirir potencial de formacao de
tumores e/ou teratomas e de acordo com 0s requerimentos éticos, as hASCs
cultivadas em meio de cultura suplementado com SFB n&o foram avaliadas
neste ensaio.

As hASCs, cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH,
na 42 passagem, foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 e aproximadamente
1x10° células foram recolhidas por tratamento com tripsina 0,05% EDTA
(Invitrogen). Em seguida, as células foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 (2

vezes) e ressuspendidas em solucdo de PBS 0,15 M, pH 7,2 com 50% de
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matrigel (BD Biosciences). Imediatamente, a suspensao de células foi injetada
no espaco subcutaneo da regido dorso-lateral dos camundongos. Os animais
foram monitorados até o aparecimento de tumor visivel.

Apés observacdo de tumor visivel e palpavel, os animais foram
eutanasianos em camara de CO,. Os tumores foram removidos, fotografados e
mensurado suas dimensdes com paquimetro digital. Em seguida, 0s tumores
foram fixados em p-formaldeido 4% por 1 hora, processados e incluidos em
parafina, de acordo com os protocolos utilizados no Laboratério de Biologia do
Desenvolvimento do Departamento de Morfologia, ICB, UFMG.

Os tumores foram desidratados por imersdo em concentracdes
crescente de etanol: 70%, 80%, 90%, 100% (2 vezes), por uma hora em cada
um deles. Apds a desidratacdo, os tumores foram diafanizados com trés
banhos (20 minutos cada) em liquido miscivel com o meio de inclusédo
(xilol/toluol). Para a inclusdo os tumores foram embebidos em parafina liquida
(60°C). Os blocos de parafina obtidos foram submetidos a microtomia. Cortes
histolégicos de 6 um de espessura foram preparados e corados por
hematoxilina e eosina (H&E).

Os cortes de H&E foram analisados em microscopio éptico (Olympus
BX-41) e fotografados por camera acoplada (Q-Color3 digital, Qlmaging).

3.15. Processamento das matrizes tridimensionais de PHB-HV

O PHB-HV, peso molecular 425,692 kDa, utilizado na producdo das
matrizes tridimensionais era constituido por 12% de HV. Este polimero foi
obtido a partir da fermentacdo da cana-de-acucar por bactérias do género
Alcaligenes, produzido e fornecido pela PHB Industrial S/A, Serrana — SP,
Brasil.

As matrizes tridimensionais de PHB-HV foram processadas pelo Grupo
“3B’s Research Group in Biomaterials, Biodegradables and Biomimetics” —
Instituto Europeu de Exceléncia em Engenharia de Tecidos e Medicina
Regenerativa, Braga, Portugal.

Para o desenvolvimento das matrizes tridimensionais de PHB-HV foi
utilizada a técnica de liofilizagcdo. O p6 do polimero PHB-HV, sem nenhum

tratamento adicional para purificacdo, foi dissolvido em cloroférmio (VWR
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International) a 60°C, sob constante agitacdo magnética até a dissolucao
completa, obtendo a solucao polimérica com concentracédo final de 7,5% PHB-
HV (m/v). A esta solucao polimérica foi adicionada uma fase aquosa de acido
acético (Panreac) para obter uma emulsdo, que foi congelada a -80°C e
subsequentemente liofilizada (Telstar) a -76,6°C, por 94 horas. As matrizes
tridimensionais produzidas foram cortadas em matrizes de tamanho menor com
aproximadamente 6 mm de diametro e 4 mm de altura.

Todas as matrizes tridimensionais de PHB-HV utilizadas neste projeto
foram esterilizadas por irradiacdo gama, a 15 KGy, por 30 minutos, realizada
no Laboratério de Irradiacdo Gama do Centro de Desenvolvimento de
Tecnologia Nuclear (CDTN) — UFMG.

3.16. Caracterizacdo das matrizes tridimensionais de PHB-HV

3.16.1. Microscopia eletrénica de varredura

A arquitetura das matrizes tridimensionais de PHB-HV em relacdo a
caracteristicas de superficie, tamanho e distribuicAo dos poros foi
preliminarmente observada por microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Para essas andlises as amostras foram submetidas a metalizacdo com
ouro, prévia a observacdo ao microscopio eletrénico de varredura DSM950
(Zeiss) a 15 kV e distancia de trabalho de 20 mm, realizado no Centro de
Microscopia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (CEMEL) — UFMG.

3.16.2. Microtomografia computadorizada

Para a analise da estrutura tridimensional interna das matrizes foi
utilizado um equipamento de microtomografia computadorizada (u-CT)
SkyScan 1072, como uma técnica nao destrutiva.

As matrizes tridimensionais foram analisadas em modo de alta-resolucéo
de 6,9 mm x/y/z e tempo de exposi¢cdo de 1792 ms. Os parametros de energia
definidos no scanner foram de 50 kV e 185 mA. Imagens seriadas obtidas
foram reconstruidas tridimensionalmente, utilizando o programa CT-Vol image
(SkyScan) e, NRecon e CT-Na, para analisar a microestrutura das matrizes,

morfologia dos poros e determinar a porosidade e tamanho dos poros.
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3.16.3. Teste de compressao

As propriedades mecanicas da matriz tridimensional de PHB-HV foram
determinadas utilizando um equipamento universal de ensaios mecanicos
Instron 4505.

Para os ensaios de tragdo, as matrizes tridimensionais foram produzidas
com as seguintes dimensdes: 6 mm de diametro e 4 mm de altura.

Os testes foram realizados sob uma carga de compressao a velocidade
de 2 mm/minuto a temperatura ambiente.

As propriedades mecanicas das matrizes tridimensionais foram
analisadas em ambas as direcdes, transversal e radial para confirmar se a
anisotropia morfologica observada poderia afetar o comportamento mecanico.
Para cada direcdo testada, os resultados apresentados sdo uma média obtida

entre 5 diferentes amostras.
3.16.4. Espectroscopia de energia dispersiva

As matrizes tridimensionais de PHB-HV foram analisadas através de
espectroscopia de energia dispersiva (EDS), com o objetivo de caracterizar e
confirmar o0s constituintes quimicos através da captacdo de raios-X
caracteristicos resultantes da interacdo do feixe primario de elétrons com a
amostra.

As matrizes foram submetidas a metalizacdo com ouro, prévia a
observacéo ao microscopio eletrénico de varredura, através do qual as areas a
serem analisadas por EDS foram escolhidas. O espectrometro de energia
dispersiva (Quanta 200 - FEG - FEI - 2006) — Centro de Microscopia/lUFMG,
utilizado, fornece as informagfes qualitativa e semi-quantitativa de cada area

analisada.

3.17. Colonizagédo in vitro das matrizes tridimensionais de PHB-HV por
hASCs

As hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH
foram semeadas sobre as matrizes de PHB-HV, na densidade de 5x10°

células/matriz tridimensional formando uma goticula de meio contendo as
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células sobre a matriz, ja dispostas em placas de 48 pocos, na auséncia de
meio de cultura. A placa foi incubada a 37°C, atmosfera imida e 5% CO,, por 2
horas, para a adesdo celular a matriz. Apés a incubacéo, foi adicionado 1
mL/poco de meio de cultura basal e as células foram cultivadas a 37°C,
atmosfera umida e 5% CO..

Em alguns ensaios apos 24 horas de incubagdo com o meio de cultura
basal, este foi substituido pelo meio osteogénico suplementado com SH (SH-O)
para inducdo da diferenciacdo osteogénica. Estas matrizes tridimensionais
foram cultivadas por 7, 14, 21 e 28 dias, com troca do meio de cultura realizado
3 vezes por semana. ApOs cada intervalo de cultivo, as amostras foram
utilizadas em ensaios, descritos a seguir, para comprovar a diferenciacdo das

hASCs em células da linhagem osteogénica.

3.18. Avaliacdo da colonizagdo e adesao celular as matrizes
tridimensionais de PHB-HV

Andlises por MEV foram realizadas para confirmar a presenca, adesao,
distribuicdo e morfologia das hASCs cultivadas nas matrizes de PHB-HV.

Apos a colonizacdo das matrizes, estas foram mantidas em meio de
cultura basal suplementado com SH. Apéds 7, 14, 21 e 28 dias, as matrizes
colonizadas foram preparadas para analise por MEV.

A primeira etapa do processamento consiste na fixagdo das células,
assim o meio de cultura foi delicadamente removido e as amostras lavadas
com PBS 0,15 M, pH 7,2 (3 vezes). Em seguida, as amostras foram fixadas
com glutaraldeido a 2,5 % em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4, em volume
suficiente para cobrir as matrizes, por um periodo de no minimo 2 horas a
temperatura ambiente.

Apbs a fixacdo, as amostras foram lavadas com tampéao fosfato 0,1 M,
pH 7,4 (3 vezes, por 10 minutos) e em seguida adicionado tetroxido de 6smio
(Electron Microscopy Sciences) a 1% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4, a 4°C,
por 1 hora e protegido de luminosidade. As amostras foram novamente lavadas
com tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4 (3 vezes, por 10 minutos) e adicionada
solucdo de &cido tanico 1% em agua destilada, por 20 minutos, seguida de

lavagens com tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,4 (3 vezes, por 10 minutos) e

41



adicionada nova solucéo de tetroxido de 6smio a 1% em agua destilada, a 4°C,
por 1 hora, protegido da luz.

Ao término desta etapa, as amostras foram lavadas com agua destilada
(3 vezes, por 10 minutos), iniciando-se a etapa de desidratacdo das amostras,
através da imersdo das mesmas em gradiente de alcool etilico em
concentracdes crescente - 30%, 50%, 70%, 90% - (2 vezes, por 10 minutos
cada) e por fim, em alcool etilico 100%, por 30 minutos.

Finalizada a desidratacdo, as amostras permaneceram em alcool 100%
até a secagem em ponto critico de CO,, realizado no aparelho de ponto critico
(CPD-020; Balzers), CEMEL do Departamento de Morfologia do ICB/UFMG,
processo pelo qual o &lcool é substituido por CO,, evitando dano a célula,
causado pela tenséo superficial durante o processo de evaporacédo natural.

As amostras secas foram aderidas sobre suporte de aluminio e
submetidas ao processo de metalizacdo com ouro. As imagens foram obtidas
no Microscopio Eletrénico de Varredura DSM950 (Zeiss), utilizando voltagem
de 10 kV e distancia de trabalho de 14 mm. A metalizacdo e MEV foram
realizadas no CEMEL do Departamento de Morfologia do ICB/UFMG.

3.19. Analise da citotoxicidade in vitro e proliferacdo celular durante a

diferenciacdo osteogénica.

As matrizes de PHB-HV colonizadas por hASCs foram mantidas por 7,
14, 21 e 28 dias em meio de cultura basal e meio osteogénico, suplementado
com SH. Apos cada tempo de cultivo a viabilidade e proliferacdo das hASCs
cultivadas nas matrizes de PHB-HV foram avaliadas pelo ensaio de MTT,
conforme descrito no item 3.4.

Para evitar a possivel interferéncia da matriz tridimensional no processo
de colorimetria, foi realizado o ensaio somente com as matrizes sem células.
Dos valores obtidos para as matrizes com células cultivadas em meio de
cultura basal, nos diferentes tempos, foi subtraido o valor da média obtido

somente com as matrizes.
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3.20. Avaliagdo da atividade da fosfatase alcalina durante a indug&o da
diferenciacao osteogénica

A atividade da fosfatase alcalina foi avaliada pelo kit de ensaio de 5-
bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-toluidina (BCIP) - nitroblue tetrazolio cloridrico
(NBT) (Gibco). Este ensaio é baseado na rea¢do cromogénica decorrente da
clivagem de um grupamento fosfato do BCIP pela fosfatase alcalina produzida
pelas células. Essa reacdo produz um proton que reduz o NBT, formando um
precipitado insoltvel de cor puarpura (Valerio et al., 2004).

As matrizes de PHB-HV foram colonizadas por hASCs e induzidas a
diferenciacdo osteogénica conforme descrito no item 3.17. Ao término de cada
periodo de incubacdo, o meio de cultura foi retirado e descartado, as matrizes
colonizadas foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 (2 vezes) e incubadas com
200 pL/poco da solucéo de BCIP-NBT (preparada de acordo com as instrucdes
do fabricante) a 37°C, atmosfera imida e 5% CO,, por 2 horas.

ApOs o periodo de incubacdo observou-se, em microscopio Optico
(Olympus 1X70), a formacdo dos precipitados purpura. Em seguida, foram
adicionados 210 pL/pogo de SDS 10%-HCl para a solubilizacdo dos
precipitados e as placas foram incubadas em estufa a 37°C, atmosfera imida e
5% CO., por 18 horas. Transferiu-se 100 yL de cada pogo, em ftriplicata, para
uma placa de 96 pocos (fundo reto) e a densidade Optica foi mensurada em
espectrofotometro Anthos 2010 (Biochromm) a 595 nm. Os dados foram
adquiridos pelo programa ADAP Basic (Anthos Labtec). Durante o experimento,
todos os passos envolvendo os reagentes foram executados em condi¢cdes de
minima luminosidade.

Como controle foram utilizadas matrizes colonizadas com hASCs em
meio de cultura basal, nas mesmas condicdes. E para evitar a possivel
interferéncia da matriz tridimensional no processo de colorimetria, também foi
realizado o ensaio somente com as matrizes sem células e dos valores de
densidade Optica obtidos para as matrizes com células, nos diferentes tempos,

foi subtraido o valor da média obtido somente com as matrizes.
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3.21. Avaliacdo da expressdo de marcadores de células da linhagem
osteogénica durante ainducao da diferenciacao

As matrizes de PHB-HV colonizadas por hASCs induzidas a
diferenciacdo osteogénica em meio suplementado com SH, descrito no item
3.17, foram analisadas por imunofluorescéncia, para detectar a expressao de
proteinas especificas, produzidas por osteoblastos e por PCR, para detectar a

expressao génica de marcadores associados a diferenciacdo de osteoblastos.
3.21.1. Imunofluorescéncia das secc¢fes

As amostras das matrizes de PHB-HV foram lavadas com PBS 0,15 M,
pH 7,2 (2 vezes) para retirar o meio de cultura e fixadas em solucédo de p-
formaldeido a 4% em tampé&o fosfato 0,2 M, pH 7,4, por 24 horas. Em seguida,
foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2, por 5 minutos e colocadas em solugéo
de sacarose a 10% em PBS 0,15 M, a 4°C, por 6 horas. Apds esse periodo, as
amostras foram transferidas para uma solucdo de sacarose a 20% em PBS
0,15 M, pH 7,2, a 4°C, por 24 horas. Posteriormente as amostras foram
congeladas a - 30°C, em meio de inclusdo para criostato, solivel em agua
(Easy Path). Secc¢bes histolégicas de 10 um foram obtidas em criostato (Leica
CM1510S-Leica Mycrosystems) e estas foram mantidas a -20°C até o
momento de realizar a marcacao para imunofluorescéncia.

Seccdes de todos os grupos e diferentes intervalos de inducdo foram
descongeladas por 10 minutos e em seguida iniciadas a etapa de hidratagéo,
através da imersdo das mesmas em uma serie decrescente de etanol: etanol
100% (3 vezes), 95% e 80%, por 5 minutos cada. Para finalizar, as secc¢des
foram imersas em 6 banhos de agua destilada, por 5 minutos e 3 banhos de
PBS 0,15 M, pH 7,2, por 5 minutos.

A etapa de permeabilizagdo foi realizada incubando as secc¢des com
solucéo Triton X-100 a 0,25% e BSA a 2% em PBS (200 uL/secc¢ao) por 1 hora,
em camara Umida a temperatura ambiente. As secc¢bes foram lavadas através
da imersédo em PBS 0,15 M, pH 7,2 (3 vezes, por 5 minutos) e incubadas com
solugédo de BSA a 2% e Tween 20 a 0,1% em PBS, por 1 hora em camara

Uumida a temperatura ambiente.
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Apoés a permeabilizacéo, as seccdes foram lavadas com PBS 0,15 M, pH
7,2 (3 vezes, por 5 minutos), e feito o bloqueio de reacfes inespecificas,
incubando as secc¢des com solugao de 5% de soro de cabra e BSA a 1% em
PBS, por 1 hora em camara umida a temperatura ambiente. Em seguida, as
seccOes foram lavadas novamente em solucdo de PBS 0,15 M, pH 7,2 (3
vezes, por 5 minutos).

Posteriormente, as seccgbes foram incubadas com o0s anticorpos
primarios (Tabela 5) diluidos em solucdo de Triton X-100 a 0,025% e BSA a
0,2% em PBS 0,15 M, pH 7,2, por 2 horas, em camara Umida, a temperatura

ambiente.

Tabela 5. Anticorpos primarios utilizados na marcacdo das seccbes para
imunofluorescéncia.

Antigeno Tipo Espécie Conjugado Fornecedor Diluicdo
OSTEOPONTINA Policlonal Coelho - Abcam 1:200
OSTEOCALCINA Monoclonal Camundongo - Abcam 10 pg/mL

COLAGENO | Monoclonal Camundongo - Abcam 1:200

Apbs incubagcdo com anticorpo primario, as sec¢cbes foram novamente
lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 (3 vezes, por 5 minutos) e, em seguida, foram
incubadas com os respectivos anticorpos secundarios Alexa Fluor 488 goat
anti-camundongo IgG 2 mg/mL (1:500; Invitrogen) ou Alexa Fluor 488 goat anti-
coelho 1gG 2 mg/mL (1:500; Invitrogen), diluidos em solu¢éo de Triton X-100 a
0,025% e BSA a 0,2% em PBS 0,15 M, pH 7,2, por 1 hora em camara umida,
na auséncia de luminosidade e a temperatura ambiente. Os controles negativos
foram feitos utilizando-se apenas a marcagdo com 0S respectivos anticorpos
secundarios.

Posteriormente, as secgbes foram lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 (3
vezes, por 5 minutos) e incubadas com a sonda Hoechst 33258 pentahydrate 1
pg/mL (Invitrogen), por 20 minutos, para marcacdo do nucleo. Em seguida,
foram feitas novas lavagens com PBS 0,15 M, pH 7,2 (3 vezes, por 10
minutos). E as laminas montadas com Hydromount Aqueous (National
Diagnostics) e laminulas.

As laminas montadas foram visualizadas e analisadas através do
Microscopio Confocal LSM 510 Meta (Zeiss), CEMEL do Departamento de
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Morfologia do ICB/UFMG, utilizando-se o programa Carl Zeiss Laser Scanning
Microscope LSM 5100©.

3.21.2. PCR - Analise da expresséao génica de COL1A1l, RUNX2, ALPL
e BGLAP

As amostras de PHB-HV colonizadas por hASCs e induzidas a
diferenciacdo obtidas apés cada intervalo de tempo, assim como a cultura de
monocamada em meio de cultura basal suplementado com SH (controle) foram
avaliadas por reacdes de PCR em relacdo a expressdo dos seguintes
transcritos génicos: collagen, type 1, alpha 1 (COL1Al), runt-related
transcription factor 2 (RUNX2), alkaline phosphatase, liver/bone/kidney (ALPL),
e bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein (BGLAP). GAPDH foi usado
como gene de referéncia.

A extracdo do RNA dos constructos e das culturas em monocamada,
apos cada intervalo de tempo foi realizada utilizando TRIZOL (Invitrogen). O
procedimento foi realizado de acordo com as instru¢cdes do fabricante e
previamente descrito no item 3.10.1.

As amostras de RNA total foram tratadas com DNAse (Promega) e, em
seguida, sintetizado o cDNA, pelo tratamento com RevertAid™ H Minus M-
MuLV RT (Fermentas) previamente descrito no item 3.10.2.

Os pares de primers especificos para cada gene de interesse (Tabela 6)
foram desenhados através do programa Primer3 versdao 0.4.0
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Os parametros selecionados no programa
para a elaboracdo dos primers foram: amplificar fragmentos cujo peso
molecular variasse entre 100 e 700 pb, apresentasse teor de GC entre 30 e
60% e nao apresentasse complementariedade entre si ou mesmo estruturas
secundarias estaveis.

Apoés a sintese do cDNA, foram realizadas as reacdes de PCR para
cada par de primer, conforme descrito no item 3.10.4. Os resultados foram
visualizados por expressao de bandas de tamanho esperado para cada par de

primers.
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Tabela 6. Sequéncia dos primers utilizados nas reac¢des de PCR.

Gene Nome Espécie  Sin6nimo Sequencia (5" - 3") Tamanho Concgntragao Seqyen.ua de
fragmento primers referéncia NCBI
GAPDH Glycer:?sdehhaﬁe_g_ Homo GAPDH e 143 pb 0,5 um 60°C  NM_002046.5
pnosp sapiens R TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG P o H - '
dehydrogenase
ALPL Alkaline phosphatase, Homo Fosfatase F TGGTGGAAGGAGGCAGAATTGAC o
liver/bone/kidney sapiens  alcaina R CAGGACGCTCAGGGGGTAGA 581 pb 0.5 um 62°C  NM_00o478.4
COL1A1 Homo Coladgeno F TGACGAGACCAAGAACTG
Il I, alpha 1 . . , ° .
Collagen, type I, alpha sapiens tipo | R CCATCCAAACCACTGAAACE 600 pb 0,5 um 62°C XM_011524341.1
Bone gamma F ATGAGAGCCCTCACACTCCTC
BGLAP carboxyglutamate Homo Osteocalcina 297 pb 0,5 um 59°C NM_199173.4
p?’c?tein sapiens R CGGGCCGTAGAAGCGCCGATA P 1 - '
RUNX2 Runt related Homo F CCAGGCAGTTCCCAAGCATTT R
transcription factor 2 sapiens RUNX2 R TCCATCAGCGTCAACACCATC 377 pb 0.5 im 53°C  NM_001024630.3
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3.22. Avaliagdo da biocompatibilidade in vivo da matriz tridimensional de
PHB-HV

Para a avaliacdo da biocompatibilidade in vivo da matriz tridimensional
de PHB-HV, foram feitos implantes subcutaneos em Rattus norvegicus albinus,
da linhagem Lewis. Para a realizacdo do estudo foram utilizados 3 animais para
cada periodo experimental (1, 4 e 8 semanas), fémeas, com idade variando
entre 60 e 70 dias e peso médio de 250 gramas na data do experimento inicial.

Os animais foram mantidos antes e durante o experimento, no Biotério
do Departamento de Bioquimica e Imunologia, do Instituto de Ciéncias
Biologicas/lUFMG, dentro de gaiolas individuais de policarbonato, de 30 x 50
cm de tamanho, com maravalha, recebendo alimentacdo sélida balanceada e

agua filtrada ad libitum.

3.22.1. Procedimento cirurgico da avaliacdo da biocompatibilidade in

vivo das matrizes tridimensionais de PHB-HV

Inicialmente os animais foram pesados e anestesiados com solucdo de
Ketamina (Francootar 10%) e Cloridrato de Xylazina (Virbaxyl 2%), na
propor¢cdo 1:1 e na dose 0,10 mL/100 gramas de massa corporal, via
intramuscular. Foi realizada a tricotomia da regido e assepsia com PVPI
(solucéo de iodo a 10%).

Posicionado em decubito ventral e com o auxilio de bisturi, uma inciséo
longitudinal na pele que recobre o dorso do animal foi realizada. Foi feito o
implante  subcutdneo da matriz tridimensional de PHB-HV, com
aproximadamente 6 mm de didmetro e 4 mm de altura, previamente
esterilizada (item 3.15). A pele foi reposta e suturada com fio de sutura de
algodéao 4.0.

ApoOs o procedimento, os animais foram mantidos em aquecimento por
um periodo de 6 horas antes de retornarem para as condi¢cdes de temperatura,
ventilacdo e iluminagdo ambiente. Durante todo periodo do ensaio, 0s animais

foram observados diariamente.
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3.22.2. Avaliacao dos implantes subcutaneos — analise histolégica

Os implantes foram avaliados apos 1, 4 e 8 semanas da cirurgia. Apos
0s tempos determinados, os animais foram eutanasiados em camara de CO».
O implante extraido foi fixado em p-formaldeido 4% e incluido em parafina
(Sigma) para andlises histologicas, de acordo com os protocolos utilizados no
Laboratério de Biologia do Desenvolvimento, do Departamento de Morfologia,
ICB, UFMG e descrito previamente no item 3.14.

Cortes histologicos de 5 ym de espessura foram obtidos por microtomia,

fixados em laminas de vidro e corados por H&E.
3.23. Defeito 6sseo de tamanho critico na calvaria de camundongos

Para a avaliacdo do potencial de regeneragdo do 0sso promovido pelo
implante das matrizes tridimensionais de PHB-HV cultivadas ou ndo com
hASCs em meio de cultura suplementado com SH, foi realizado defeito 6sseo
de tamanho critico (4 mm) na calvaria de camundongos Mus musculus,
linhagem BALB/c nude (Gupta et al., 2008). Para a realizacdo do estudo foram
utilizados 12 animais por grupo, sendo subdividivos dentro do grupo 6 animais
para cada periodo experimental (Tabela 7); machos, com idade em torno de 60
dias e peso médio de 20 gramas na data inicial do experimento.

Os animais foram mantidos antes e durante o experimento, no Biotério
do Instituto de Ciéncias Biologicas/UFMG, dentro de mini-isoladores individuais
de polisulfona autoclavaveis, de 30 x 20 x 21 cm de tamanho, com maravalha
autoclavada (121°C/30 minutos), recebendo alimentacéo soélida balanceada e

agua autoclavada ad libitum.

3.23.1. Colonizagéo in vitro da matriz tridimensional de PHB-HV por
hASCs

As matrizes tridimensionais de PHB-HV foram produzidas conforme
descrito no item 3.15. Para avaliacdo da capacidade da matriz tridimensional
de PHB-HV em reparar defeito 6sseo de tamanho critico realizado na calvaria
de camundongos, as matrizes foram cortadas com bisturi circular e laminas de

bisturi, nas seguintes dimensdes: 4 mm de didmetro e 1 mm de espessura. Em
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seguida, as matrizes com as dimensdes otimizadas foram esterilizadas por
irradiacdo gama, a 15 KGy, por 30 minutos realizada no CDTN-UFMG.

As matrizes tridimensionais de PHB-HV foram distribuidas em placas de
48 pocos, sendo disposta uma matriz por poco. Em seguida, 5x10° hASCs,
cultivadas em meio de cultura suplementado com SH, foram semeadas sobre
cada matriz pertencentes ao grupo que recebeu célula (Tabela 7). A placa foi
incubada por 2 horas em estufa a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,, para que
ocorresse a adesao celular na matriz. Apés a incubacdo, acrescentou-se a
cada poco, 1 mL de meio de cultura basal suplementado com SH. As matrizes
pertencentes ao grupo experimental que ndo recebeu células, também foram
mantidas em meio de cultura basal suplementado com SH, nas mesmas
condicBes experimentais. As matrizes foram cultivadas por 5 dias e, em
seguida, foram utilizadas no ensaio in vivo.

Antes da implantacdo das matrizes no defeito O6sseo, estas foram
lavadas cuidadosamente com PBS 0,15 M, pH 7,2 estéril para prevenir a

transferéncia de fatores de crescimento derivados do meio de cultura.

Tabela 7. Grupos experimentais do ensaio de defeito 6sseo na calvaria de

camundongos.
Grupo experimental Cultivo in vitro Numero de animais
Controle (vazio) - 12 (6/periodo)
PHB-HV Meio de cultura basal suplementado 12 (6/periodo)
com SH
PHB-HV+hASCs Meio de culturgotﬁssall_'suplementado 12 (6/periodo)

3.23.2. Andalise da adesdao e viabilidade -celular através de

imunofluorescéncia

Para verificar a adesdo e viabilidade celular das matrizes implantadas,
matrizes tridimensionais de PHB-HV colonizadas com hASCs foram avaliadas
por imunofluorescéncia utilizando-se calceina-AM (BD Biosciences), este
composto ndo fluorescente, quando penetra nas células viaveis pode ser
hidrolisado por esterases intracelular em sua forma anibnica, que €
fluorescente.

Imediatamente apds as cirurgias algumas amostras de matrizes

tridimensionais de PHB-HV+hASCs, ja lavadas com PBS, foram incubadas com
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calceina 3 pug/mL em PBS 0,15 M, pH 7,2, por 30 minutos a temperatura
ambiente e protegido de luminosidade. Em seguida, as matrizes foram lavadas
com PBS 0,15 M, pH 7,2 (3 vezes/ 5 minutos) e fixadas com formaldeido 10%
em PBS 0,15 M, pH 7,2, por 30 minutos. Apos a fixacéo, as células foram
incubadas com Hoechst 33258 pentahydrate 1 pg/mL (Invitrogen) por 20
minutos para marcag¢do dos nucleos e lavadas com PBS 0,15 M, pH 7,2 (3
vezes/10 minutos).

As matrizes colonizadas foram observadas em microscépio confocal

LSM 5 Live (Zeiss) e imagens adquiridas com programa Zen (Zeiss).
3.23.3. Procedimento cirurgico

Inicialmente os animais foram pesados e anestesiados por via inalatéria
com 1,5-3,0% de isofluorano, em circuito anestésico com oxigénio 100%. Foi
realizado tratamento profilatico com cefalotina (15 mg/kg, dose Unica) por via
intramuscular.

O animal foi posicionado em decubito ventral e realizada a assepsia do
sitio cirargico com PVPI (solucéo de iodo a 10%). Com o auxilio de um bisturi,
uma incisdo na linha mediana sagital foi realizada e o o0sso parietal foi
perfurado com uma perfuratriz (Aesculap Hilan), criando um defeito ésseo de
tamanho critico na calvaria de 4 mm. A dura mater foi mantida sem nenhuma
lesdo. Os implantes foram colocados no local do defeito, de acordo com 0s
grupos descritos na Tabela 7. A pele dos animais foi suturada com fio de
sutura de nylon 4.0. O procedimento cirdrgico esta ilustrado na Figura 4.

Apos o procedimento, os animais foram mantidos sob aquecimento por
um periodo de 4 horas antes de retornarem para 0S mini-isoladores e as
condicdes de temperatura, ventilacdo e iluminacdo controladas. Durante todo o

periodo do ensaio, os animais foram observados diariamente.
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Figura 4. Representacdo do procedimento cirdrgico para desenvolver o defeito 6sseo de
tamanho critico na calvaria de camundongos BALB/c nude. (A) Incisdo na linha mediana
sagital; (B) perfuracdo do osso parietal; (C) remoc¢éo do osso parietal; (D) lesdo 6ssea de 4 mm
de didmetro; (E) Implantac@o da matriz tridimensional de acordo com o grupo experimental; (F)
Pele suturada.

3.24. Avaliacédo do reparo do defeito 6sseo

Apos 4 e 12 semanas da cirurgia 0s animais foram eutanasiados em
camara de CO, e os cranios, apos a disseccdo, foram fotografados para
andlise macroscopica. Imediatamente os cranios foram fixados em solucéo de
p-formaldeido 4% por 48 horas e, em seguida, dispostos em tubos de 30 mm
em etanol 70% e as calvérias foram destinadas para as analises por u-CT (2
amostras por grupo) e histologia (4 amostras por grupo). Para a avaliacdo da
expressao génica por qPCR, imediatamente apds a dessecac¢do dos cranios, a

regido do implante foi isolada e congelada a -80°C (2 amostras por grupo).
3.24.1. Microtomografia computadorizada

As calvérias coletadas, fixadas e dispostas em tubos de 30 mm em
etanol 70% foram analisadas por p-CT, utilizando o aparelho Skyscan 1172.

Os implantes foram analisados em modo de alta resolucdo de 8,9 um e
tempo de exposicdo de 590 ms. Os parametros de energia definidos no
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scanner foram de 48 kV e 204 pA. Imagens seriadas obtidas foram
reconstruidas tridimensionalmente, utilizando o programa NRecon.

A configuracdo do aparelho permitiu detectar a densidade Ossea
baseado no osso natural do cranio. Dessa forma, 0 0sso maduro e a estrutura
O0ssea nova formada de similar densidade foram observados em cor cinza,
enquanto o tecido de baixa densidade 6ssea foi eliminado e observados em
preto.

3.24.2. Andlise histoldgica

As calvarias destinadas a avaliacdo histolégica, ja fixadas, foram
descalcificadas em solu¢éo de EDTA 10%, pH 7,2 por 7 dias.

Apbs a descalcificacdo, os cranios foram lavados abundantemente em
adgua corrente e o local do implante foi seccionado em 2 metades (parte
anterior e posterior), por corte transversal do cranio com auxilio de lamina
Gillete. Ambas as partes foram processadas pela técnica de inclusdo em
Paraplast (Sigma) para analises histolégicas, de acordo com os protocolos
utilizados no Laboratério de Biologia do Desenvolvimento, do Departamento de
Morfologia, ICB, UFMG e previamente descrito no item 3.14.

Foram obtidos cortes transversais de 5 ym de espessura por microtomia
e corados por H&E. As laminas de H&E foram analisadas por microscopia
Optica, pela qual foi feita o screening das laminas em campos sucessivos do
menor para maior aumento.

Para avaliar a neovasculariza¢do, foram contados os vasos sanguineos
em imagens consecutivas (de uma extremidade a outra do corte) obtidas em
aumento de 40x, de 3 cortes histologicos de cada grupo. Para contagem foi
utilizada a ferramenta Cell counter do programa Image J (National Institutes of
Health). Os resultados representam a média do nimero de vasos/mm? para

cada grupo.

3.24.3. Andlise da expressdo génica de RUNX2, COL1A1, ALPL,
BGLAP e VEGFA (qPCR)

As amostras de calvarias foram avaliadas por reacdes de gPCR em

relacdo a expressdo dos seguintes transcritos génicos: RUNX2, COL1A1,

53



ALPL, BGLAP e vascular endothelial growth factor A (VEGFA). Actin, beta
(ACTB) foi usado como gene de referéncia.

A extracdo de RNA total foi feita somente da regido do implante,
congelada imediatamente ap0s a eutanasia dos animais. O implante foi
mantido congelado com nitrogénio liquido e assim macerado vigorosamente,
em gral com pistilo. Apés completamente macerado foi adicionado 1 mL de
Trizol (Invitrogen) e macerado, a temperatura ambiente, até formacao de uma
pasta que derreteu apds descongelamento. O conteudo macerado foi recolhido
em tubos de 1,5 mL. Em seguida, a extracdo do RNA total foi realizada
conforme procedimento descrito no item 3.10.1.

As amostras de RNA total foram tratadas com DNAse (Promega) e, em
seguida, sintetizado o cDNA, pelo tratamento com RevertAid™ H Minus M-
MuLV RT (Fermentas) previamente descrito no item 3.10.2.

Os pares de primers especificos para cada gene de interesse (Tabela 4)
foram desenhados conforme descrito no item 3.10.3. Os pares de primers e
reacoes de gPCR foram padronizadas e realizadas de acordo com o0s

protocolos descritos anteriormente no item 3.10.4 e 3.10.5.
3.24.3.1. Analise dos dados

A expressao gquantitativa dos genes de interesse foi determinada pelo
método comparativo Ct, quantificagdo relativa (Schmittgen & Livak, 2008). A
expressao relativa do gene apresenta os dados do gene de interesse relativo a
algum gene de controle interno (gene de referéncia) e calibrador (osso
maduro). Os niveis de mMRNA alvo foram normalizados de acordo com o gene
de referéncia ACTB e o calibrador para cada gene testado.

O calculo da expressao génica foi realizado utilizando-se o método:

2—AACt
Sendo,
AACt = [Ct gene alvo — Ct gene de referéncia (ACTB)] — [Ct (calibrador)
— Ct (ACTB)]

Os resultados foram plotados na forma de grafico utilizando o programa

GraphPad Prism 5.0.
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4. Resultados

4.1. Isolamento e cultivo das hASCs

O isolamento das hASCs usando ambos os meios de cultura basal,
suplementado com SFB e SH foi satisfatoria. As culturas primarias, obtidas
apos o processamento do lipoaspirado, eram compostas por uma populacao
heterogénea de células, apresentando células aderentes a superficie plastica
das garrafas de cultura, de formato fusiforme e células ndo aderentes, de
formato arredondado.

Ao longo do cultivo, com a expanséo celular e com a troca dos meios de
cultura, o nimero de células ndo aderentes diminuiu em ambas as culturas,
predominando a populacdo de células aderentes de formato fusiforme, com
potencial de auto-renovacéo e formacao de colbnias.

O diferencial entre os dois tipos de cultura, é que na presenca de meio
de cultura basal suplementado com SH, as células apresentaram um tamanho
menor, menos granulos citoplasmaticos, menor aderéncia a superficie plastica
e maior tendéncia a se aglomerar ao alcancar confluéncia. Além disso, essas
culturas apresentavam-se sempre mais densas quando comparadas as
culturas cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB (Figura
5).

SFB

V /7 )
¢, «800pm /
/ ‘_

Figura 5. Caracteristica morfoldgica das hASCs na 4* passagem de um doador representativo.

As células cultivadas em meio de cultura basal suplementado com (A) SH e (B) SFB
apresentaram formato fusiforme.

55



4.2. Viabilidade e proliferacéo celular in vitro

As hASCs cultivadas em meio de cultura basal, suplementado com os
dois tipos de soro, foram capazes de metabolizar o MTT e produzir cristais de
formazan. O aumento da densidade Optica, observado ao longo dos tempos de
cultivo avaliados, indicou que o tipo de suplemento utilizado nao interferiu na
viabilidade dessas células (Figura 6). As culturas de hASCs cultivadas em
meio de cultura basal suplementado com SH apresentaram maiores valores de
densidade 6ptica, que pode ser devido ao maior nimero de células em cultura,

indicando uma proliferagdo aumentada na presenca deste suplemento.
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Figura 6. Viabilidade e proliferacdo das hASCs avaliadas pelo ensaio de MTT realizado apos 7,
14, 21 e 28 dias de cultura em ambos os meios de cultura basal (SH e SFB). Os resultados
foram baseados nos valores de densidade 6ptica mensurados a 595 nm e representam a
viabilidade e proliferacdo das hASCs. Os resultados representam a média + EMP (n=3).
Analise estatistica de variancia e pés-teste de Bonferroni foi realizado. *p<0,05: SH vs SFB.

4.3. Caracterizagao do imunofenoétipo das hASCs

A caracterizacdo das populacbes de hASCs em relagcdo ao
imunofenédtipo foi realizada na 4° e 10% passagens e a seguir estdo
representados os histogramas das populagbes de hASCs cultivadas em meio
de cultura basal suplementado com SH e SFB (Figura 7).

Tamanho celular e granulosidade foram medidos durante a citometria de
fluxo utilizando as configuracbes forward e side-scatter e os resultados

mostraram que as hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado
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com SH (Figura 7 A) eram menores e apresentavam menos granulosidade
comparado as hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com
SFB (Figura 7 B).

Os niveis de expressdo dos marcadores de superficie ndo mudaram
significativamente entre as passagens e entre os diferentes suplementos
empregados nos meios de cultura.

O perfil imunofenotipico das hASCs, em ambos os meios de cultura, na
4% e 10* passagem (Figura 7 C-D), indicou que mais de 90% das hASCs
expressaram marcadores de MSCs CD105, CD166, CD90, CD73 e moléculas
de adesdo CD44 e CD54, e menos de 2% da populacéo de células foi positiva
para marcadores de HSCs CD45, CD34, CD19 e HLA-DR. Além disso,
aproximadamente 100% das hASCs, em ambos 0s meios de cultura,

expressaram HLA-ABC.
4.4. Potencial de diferenciagao multilinhagem in vitro

O potencial de diferenciacdo das hASCs nas linhagens adipogénica,
condrogénica e osteogénica foi confirmado pela coloracao de Oil Red O, Alcian
Blue e von Kossa, respectivamente (Figura 8).

As imagens de Oil Red O demonstram que ap0s 21 dias de cultivo em
meio especifico, as células em meio suplementado com SH (Figura 8 A) e com
SFB (Figura 8 E), foram capazes de produzir e estocar lipideos em vacuolos
no citoplasma, corados em vermelho.

A diferenciacdo condrogénica foi observada em ambas as condi¢des de
cultura, SH (Figura 8 B) e SFB (Figura 8 D), evidenciada pela marcacao de
glicosaminoglicanas, em azul, apos coloracdo com Alcian blue 21 dias apés o
estimulo com meio especifico.

A deposicédo de matriz mineralizada, nas culturas de SH (Figura 8 C) e
SFB (Figura 8 F), pO6de ser observada pela coloragdo de von Kossa,
comprovando que as hASCs foram capazes de se diferenciar na linhagem

osteogénica quando devidamente estimuladas por 21 dias.
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Figura 7. Andlise imunofenotipica das hASCs por citometria de fluxo. Os dot plots representam
0 tamanho celular vs granulosidade das hASCs cultivadas em meio de cultura basal
suplementado com (A) SH e (B) SFB. A expressao dos marcadores de MSCs, HSCs e HLA
estdo demonstrados em histogramas representativos para culturas em (A) SH e (B) SFB, na 42
passagem. O pico em cinza representa o controle do anticorpo secundéario e o0 pico em preto
representa a marcacdo de células positivas para o marcador analisado. As populacdes
avaliadas expressaram CD166, CD105, CD90, CD73, CD44, CD54 e HLA-ABC, e néo
expressaram CD45, CD34, CD19 e HLA-DR. Os graficos de barra representam a analise
quantitativa do padrdo de expressdo dos marcadores pelas hASCs cultivadas em meio de
cultura basal suplementado com (C) SH e (D) SFB na 42 e 102 passagem.
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Condrogénica

Osteogénica

Figura 8. Multipoténcia in vitro das hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado
com SH e SFB na 42 passagem. Coloracao de Oil Red O mostrou consistente diferenciacédo
adipogénica, marcando em vermelho os vacuolos lipidicos intracelulares nas hASCs cultivadas
em meio suplementado com (A) SH e (E) SFB; barra de escala 150 um. A coloracédo de Alcian
Blue confirmou a diferenciagdo condrogénica das hASCs cultivadas em (B) SH e (D) SFB,
marcando em azul as glicosaminoglicanas; barra de escala 150 um. A colora¢édo de von Kossa
mostrou a deposi¢do de matriz mineralizada nas culturas de hASCs em (C) SH e (F) SFB,
confirmando a diferenciacdo osteogénica; barra de escala 50 pm.

4.5. Expressao de Ki-67

A expressédo nuclear da proteina Ki-67, marcador de proliferacdo celular,
foi evidenciada pela fluorescéncia verde nos nucleos das hASCs e a
fluorescéncia vermelha indicou a expressdo de a-tubulina, demonstrando a
morfologia das células (Figura 9 A). A porcentagem de células positivas para
Ki-67 em cultura foi de aproximadamente 81,64% para hASCs cultivadas em
meio de cultura basal suplementando com SH, na 4% passagem. Este valor
diminuiu significativamente para 37,77% das hASCs positivas na 102
passagem. No entanto, as hASCs cultivadas em meio de cultura basal
suplementando com SFB apresentaram uma expressao de Ki-67
significativamente menor na 4% passagem, com aproximadamente 8,25% das
células positivas e cerca de 6,54% das células positivas na 10% passagem, mas
nenhuma diferenca significativa foi observada entre as diferentes passagens
(Figura 9 B).
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Figura 9. Expressao da proteina nuclear Ki-67 em hASCs. (A) Imagens confocal da expressao
de Ki-67 (verde) em nucleos (azul) e a-tubulina (vermelho), mostrando a morfologia das hASCs
cultivadas em meio de cultura basal suplementando com SH e SFB, nas 4% e 10 passagem
(P); barra de escala 20 um. (B) Percentagem de células positivas para Ki-67 em relacédo ao
namero total de células, os resultados estdo expressos como média + EMP (n=3). Andlise
estatistica de variancia (one-way) seguida do teste de Tukey foi realizada. *p<0,05: SH vs SFB
e *p<0,05: SH P4 vs SH P10.
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4.6. Cinética de proliferacéo

4.6.1. Taxa de duplicacdo da populacdo acumulada (DPA) e tempo de

duplicacéo (TD)

Observou-se uma DPA significativamente maior na populagéo de células
cultivadas em meio de cultura basal suplementando com SH comparado ao
SFB (Figura 10), esta DPA foi continua e observada até a 14° passagem. Em
contraste, as hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com
SFB apresentaram uma proliferacdo continua, porém menor, que foi observada
somente até a 10% passagem, uma vez que a partir da 8% passagem, as hASCs
levaram mais de 2 semanas para alcancar a confluéncia desejada.

Para cada doador avaliado, o TD foi consistentemente mais rapido
quando as hASCs foram cultivadas em meio de cultura basal suplementando
com SH (24,3 = 1,9 horas) comparado com as hASCs em meio com SFB
(122,1 + 1,8 horas).

Duplicaciio da populacio acumulada

ARV LR URR CR AR LR RPN

Figura 10. Média da duplicagdo da populagdo de hASCs acumulada. A DPA foi avaliada e
expressa em funcdo do numero de passagem para as hASCs cultivadas em meio de cultura
basal suplementado com SH (preto) e SFB (branco). Os resultados representam a média +
EMP (n=3). Analise estatistica de variancia e pés-teste de Bonferroni foi realizado. p<0,05: SH
vs SFB em todas as passagens avaliadas e para SH ao longo das passagens. Para as hASCs
cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB *p<0,05: P1 vs P3; “p<0,05: P3 vs
P5 ; 'p<0,05: P5 vs P6; ¢p<0,05: P6 vs P8.
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4.6.2. Curva de crescimento

Para avaliar melhor o periodo de maior proliferacdo foi realizada uma
curva de crescimento, utilizando um mesmo numero inicial de células e a
proliferacéo foi verificada em tempos determinados de 3, 5, 7, 9 e 11 dias ap0s
0 inicio do cultivo. A curva de crescimento das hASCs (Figura 11), cultivadas
em meio de cultura basal suplementado com SH, mostrou um crescimento
inicial acelerado das hASCs a partir do 7° dia de cultivo, enquanto as hASCs
cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB s6 ocorreu a partir
do 9° dia de cultivo. Apds o 9° dia de cultivo, as hASCs cultivadas em SH ja
tinham alcancado a confluéncia da garrafa de cultura celular estagnando,
provavelmente, a proliferacdo celular enquanto as culturas de SFB continuaram

a proliferar.
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Figura 11. Curva de crescimento avaliando a cinética de proliferacdo das hASCs. As hASCs
cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH apresentou uma proliferac&o inicial
acelerada em relacao as células cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SFB.
Andlise estatistica de variancia e pés-teste de Bonferroni (n=3) mostrou que *p<0,05: SFB vs
SH, nos dias 7, 9 e 11. Considerando o crescimento entre a populacdo de células no mesmo
meio de cultivo: #p<0,05: dia 7 vs dia 9 (SH), 4>p<0,05: dia 9 vs dia 11 (SFB).

4.7. Analise da expressao de fatores de transcricéo

Diante da proliferagdo celular aumentada observada nas hASCs
cultivadas em meio de cultura suplementado com SH, foram avaliados os

fatores de transcricdo c-FOS e c-MYC por western blot. N&o foi observada
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nenhuma diferenca significativa nos niveis de expresséo da proteina c-FOS em
células cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH comparado
ao SFB, na 4° passagem (Figura 12 A).

No entanto, uma diferenca significativa no nivel de expressdo da
proteina c-MYC foi observada nas hASCs cultivadas em meio de cultura basal
suplementado com SH comparadas a sua expressao em células cultivadas em
SFB em ambas as passagens avaliadas (4% e 10%), sendo os niveis de
expressao de c-MYC maior nas hASCs cultivadas em SH. Nenhuma diferenca
significativa foi observada dentro do mesmo grupo considerando as diferentes

passagens (Figura 12 B).

S S o o N of® g f®
cros T MM C-MYC & - &
2.50 0.6 .
— T
/2 4
< 2.00 E I
2 150 Z
E =% &)
S o
%‘ 1.004 E 0.2
E 0.50+ o
0.00 T 0.0 R
SFB SH SH SFB SH SFB
P4 P10

Figura 12. Expresséo de fatores de transcricdo das hASCs cultivadas em meio de cultura basal
suplementado com SH e SFB. (A) Imunoblot representativo da expressdo do fator de
transcricdo c-FOS (60 kDa) de fragbes nucleares das hASCs na 4% passagem. Andlise da
densidade das bandas ndo mostrou diferenca significativa na expressdo de c-FOS pelas
hASCs em ambos os meios de cultura. LAMINA B (60 kDa) foi usada como controle de pureza
das fracdes nucleares (n, nuclear e nn, ndo-nuclear). Os resultados plotados em gréafico foram
analisados estatisticamente por teste t-student. Nenhuma diferenca significativa foi detectada
(significancia estatistica foi determinada para p<0,05, two-tailed; n=3). (B) Imunoblot
representativo para expresséo do fator de transcricdo c-MYC (120 kDa) de extratos totais das
hASCs, nas 4% e 10? passagem. Andlise da densidade das bandas mostrou maior expressio de
¢c-MYC por hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH que em SFB, em
ambas as passagens avaliadas. GAPDH (37 KDa) foi usado como controle de pureza para os
extratos totais. O grafico de barras mostrou que a as hASCs cultivadas em SH apresentou uma
expressdo de c-MYC elevada em comparagdo as células cultivadas em meio suplementado
com SFB. Analise estatistica de variancia (one-way) seguida do teste de Tukey foi realizada
(n=3). *p<0,05: SH vs SFB.
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4.8. Andlise da expressédo génica de MYC, CDKN2A, ERBB2 e TERT

Para avaliar o padréo de proliferacdo das hASCs cultivadas em meio de
cultura basal suplementado com SH e SFB observado foram avaliados a
expressao génica de MYC, CDKN2A, ERBB2 e TERT.

Em relacdo ao nivel de expressao de MYC, néo foi observada nenhuma
diferenca significativa na expressao de MYC nas hASCs cultivadas em meio de
cultura basal suplementado com SH e SFB, na 4° passagem. No entanto, na
10° passagem a expressdo de MYC diminuiu significativamente em ambas as
culturas e nenhuma diferenca significativa foi observada entre as duas
condic¢des de cultura (Figura 13 A).

Houve uma expresséao significativamente maior de CDKN2A em hASCs
cultivadas em meio de cultura suplementado com SFB comparado com SH, na
42 passagem. No entanto, nenhuma diferenca significativa foi observada entre
as culturas, na 10 passagem. E, comparando a mesma condi¢do de cultura
(SH ou SFB) houve uma diminuicdo significativa na expressdo de CDKN2A da
4% para a 10® passagem (Figura 13 B).

Da mesma forma, houve uma expresséo significativamente maior de
ERBB2 em hASCs cultivadas em SFB comparado ao SH, nas 4% e 10°
passagem. Assim como um aumento na expressdo desse gene nas células
cultivadas em SFB da 4% para a 10* passagem. Mas nenhuma diferenca
significativa foi observada nas culturas de hASCs cultivadas em meio de cultura
suplementado com SH em diferentes passagens (Figura 13 C).

A expressdo de TERT pelas hASCs cultivadas em ambos os meios de
cultura (SH e SFB) foi baixa (Figura 13 D). Houve uma maior expressao de
TERT pelas hASCs cultivadas em meio suplementado com SH na 42
passagem. Porém nenhuma diferenca significativa nos niveis de expressao de
TERT foi observado em hASCs cultivadas em meio de cultura suplementado
com SH e SFB, na 10% passagem. No entanto, independente do suplemento
para meio de cultura utilizado foi observada uma redug&o significativa na

expressdo de TERT na 10? passagem comparado a 4% passagem.
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Figura 13. Analise de gPCR mostrando a expressdo génica de (A) MYC, (B) CDKN2A, (C)
ERBB2 e (D) TERT em hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH e
SFB, na 4% e 10% passagem. A express&o génica foi calculada pelo método de 2" ¢ GAPDH
foi usado como o gene de referéncia para normalizar os dados. Analise estatistica de variancia
(one-way) e teste de Tukey foi realizada (n=3). *p<0,05: SH vs SFB, na 4° passagem; “p<0,05:
SH 42 passagem vs 10 passagem; *p<0,05: SFB 4° passagem vs 10° passagem; “p<0,05: SH
vs SFB, na 10° passagem.

4.9. Avaliacéo da senescéncia replicativa

A senescéncia celular foi avaliada pela coloracdo de SA-B-gal, que
detecta células senescentes individualizadas pela coloragdo de X-gal. Além
disso, as células senescentes apresentam mudancas em sua morfologia,
devido ao aumento celular e presenca de mais vacuolos citoplasmaticos, que
foram caracteristicas observadas em hASCs senescentes (Figura 14 A-B).

A coloracao de X-gal mostrou que somente 1,33% das hASCs cultivadas

em meio de cultura suplementado com SH foram positivas para 8-gal na 102
passagem (Figura 14 C). No entanto, as hASCs cultivadas em meio de cultura

suplementado com SFB expressaram B-gal precocemente em relacdo as
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Figura 14. Senescéncia associada a -galactosidase das hASCs. (A-B) Coloracéo de SA-S-gal
mostrando a formag&o de precipitado cyan em células senescentes; barra de escala 50 ym.
Imagens representativas de hASCs cultivadas em meio de cultura suplementado com (C) SH e
(D) SFB na 10 passagem, demonstrando a expressédo precoce de B-gal por hASCs cultivadas
em meio de cultura suplementado com SFB; barra de escala 100 um. (E) Percentagem de
células B-gal-positivas em relacdo ao numero total de células em cultura foi avaliado em cada
passagem e os resultados expressos como média + EMP (n=3). Andlise estatistica de variancia
e pos-teste de Bonferroni foi realizada. *p<0,05: SH vs SFB, apds 8° passagem. “p<0,05: indica

a passagem em que a percentagem de células senescentes, na mesma condicao de cultura,

aumentou.
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25,63% das hASCs em SFB senescentes na 10% passagem (Figura 14 D), que
é um nivel de senescéncia significativo comparado com as passagens
anteriores. A percentagem de hASCs, cultivadas em meio suplementado com
SH, senescentes aumentou significativamente somente apés a 17 passagem
comparada as passagens anteriores, com aproximadamente 27% das células

em cultura senescentes (Figura 14 E).
4.10. Analise citogenética

O caridtipo das hASCs cultivadas em meio de cultura basal
suplementado com SH e SFB foi analisado e as células apresentaram
caridtipos 46, XX em ambos os meios de cultura e em ambas as passagens
avaliadas (4* e 10%), confirmando um cariétipo dipléide normal e demonstrando
que nenhuma alteracdo cromossémica ocorreu nas células cultivadas in vitro
(Figura 15).
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Figura 15. Andlise citogenética das hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado
com SH e SFB. As hASCs apresentaram cari6tipo dipldéide normal, que foi mantido apds o
cultivo celular em meio suplementado com (A) SH e (B) SFB, ndo sendo observado nenhum
padrdo nuclear anormal durante o cultivo celular. Os cariétipos apresentados sado
representativos de hASCs na 10° passagem.

4.11. Ensaio de tumorigénese in vivo

As hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH
foram avaliadas em relacdo a capacidade de formar tumores in vivo. As hASCs
injetadas em camundongos imunossuprimidos ndo foram capazes de formar
tumores apdés 24 semanas de acompanhamento (Figura 16 A). Andlise

histologica da regido aonde as células foram injetadas n&o revelaram nenhuma
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célula anormal ou diferencas teciduais, somente as caracteristicas esperadas
para o tecido subcutaneo, entre a derme e tecido muscular (Figura 16 B).

Os animais injetados com células MDA-MB-231 (controle positivo)
formaram tumores 5 semanas apdés a injecdo. Os tumores apresentaram
dimensdes de aproximadamente 8,13 mm x 7,02 mm x 5,46 mm. Analises
histologicas por H&E revelaram a presenca de tumores solidos com
pleomorfismo, atividade mitética e tumores bem delineados (Figura 16 C).

Além disso, foi observado necrose na area interna de alguns tumores.
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Figura 16. Ensaio de tumorigénese in vivo. (A) hASCs cultivadas em meio de cultura basal
suplementado com SH foi injetada na regido dorso-lateral subcutdnea de camundongos
imunossuprimidos e nao formaram tumores. (B) Analise histolégica de H&E da regidao de
transplante mostrou camadas da pele normais; barra de escala 150 um. (C) Andlise histolégica
de H&E de tumores formados apds transplante de células MDA-MB-231 revelaram
pleiomorfismo, atividade mitética e tumores bem delimitados; barra de escala 30 um. (D) O
mesmo numero de células iPS FN052 formaram teratomas. Os tumores apresentaram (E)
epitélio de transi¢gdo (endoderma; barra de escala 150 ym), (F) ectoderma neural (ectoderma;
barra de escala 50 pm), e (G) musculo esquelético (mesoderma; barra de escala 150 um),
como mostrado pela coloragcdo de H&E. * indica a regido dorso-lateral aonde as células foram
transplantadas.
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Os animais injetados com células iPS FNO052 (controle positivo)
formaram tumores visiveis no local da injecdo apds 12 semanas. Os tumores
apresentaram dimensdes aproximadas de 14,16 mm x 15,86 mm x 8,04 mm
(Figura 16 D). Os tumores eram heterogéneos e andlise histoldgica revelou
tecidos com origem nos 3 folhetos embrionarios, caracterizando um teratoma.
Seccdes teciduais representativas de H&E indicaram a presenca de epitélio de
transicdo (endoderma; Figura 16 E), ectoderma neural (ectoderma; Figura 16

F) e musculo esquelético (mesoderma; Figura 16 G).
4.12. Caracterizacdo das matrizes tridimensionais de PHB-HV

As matrizes tridimensionais de PHB-HV (7,5% - m/v) foram produzidas
pela técnica de liofilizacdo e estas foram reduzidas ao diametro de 6 mm e 4
mm de altura (Figura 17 A).

As analises morfolégicas das matrizes por MEV (Figura 17 B)
mostraram, preliminarmente, que estas possuiam alta porosidade, com poros
interconectados e anisotropia, com poros arredondados na direcao transversal
e poros laminares na direcéo radial.

Além disso, a analise por p-CT revelou que as matrizes possuiam uma
porosidade de 88,1 + 0,3% e o tamanho médio dos poros 163,5 + 0,1 um
(Figura 17 C-D).

Os testes mecanicos revelaram que as matrizes processadas possuiam
melhores propriedades mecanicas na direcado transversal em comparagédo a
direcdo radial. O médulo compressivo para as direcfes transversal e radial
foram 32,09 £ 0,273 MPa e 1,24 + 0,307 MPa, respectivamente.

A analise por EDS das matrizes tridimensionais de PHB-HV detectou a
presenca dos seguintes elementos na superficie das matrizes C, O, e Au (este
altimo proveniente da técnica de processamento das matrizes para
microscopia), que confirmou a composi¢do organica das espécies (Figura 17
E).
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Figura 17. Caracterizagdo morfolégica da matriz tridimensional de PHB-HV. (A) Imagem
macroscoépica da matriz. (B) Micrografia ilustrativa da estrutura interna da matriz tridimensional
de PHB-HV. Imagens representativas da matriz tridimensional de PHB-HV obtidas por p-CT (C)
bidimensional e (D) tridimensional. (E) Espectro obtido por EDS mostrando a presenca de
carbono e oxigénio nas matrizes tridimensionais de PHB-HV.

4.13. Colonizagao in vitro das matrizes tridimensionais de PHB-HV por

hASCs

A partir das imagens obtidas por MEV, p6de-se observar a presenca de
hASCs com morfologia tipica, aderidas a superficie da matriz tridimensional de
PHB-HV, a partir de 7 dias de cultivo em diante. As micrografias de MEV
mostraram alta densidade celular em regides internas da matriz, sem a oclusao
de poros (Figura 18 A-C).
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As células, em geral, apresentavam-se achatadas e aderidas a
superficie homogénea da matriz ou no interior de poros (Figura 18 D-E),
comunicando com outras células através da emissdo de prolongamentos
citoplasmaticos (Figura 18 F). Em algumas células havia a presenca de muitas

vesiculas na superficie da membrana celular (Figura 18 G).

Figura 18. Avaliacdo por MEV da colonizacdo das matrizes tridimensionais de PHB-HV por
hASCs. (A-C) Imagens da superficie interna da matriz tridimensional de PHB-HV mostrando
hASCs aderidas (setas pretas) e colonizando o interior das matrizes. Em detalhe, (D) uma
célula achatada e aderida a superficie da matriz tridimensional; prolongamentos
citoplasmaticos promovendo a (E) adesdo celular e (F) comunicacdo celular; (G) vesiculas
aderidas a superficie da célula.

71



4.14. Analise da citotoxicidade in vitro e proliferacdo celular durante a

diferenciag&o osteogénica.

As hASCs cultivadas em matrizes tridimensionais de PHB-HV e meio de
cultura basal suplementado com SH foram capazes de metabolizar o MTT em
cristais de formazan, demonstrando a viabilidade e proliferacdo celular em
funcdo do tempo (Figura 19). Durante a inducao da diferenciacdo osteogénica
das hASCs, os resultados de densidade Optica mostraram uma alta proliferacéo
celular inicial até o 14° dia, exibindo proliferacdo superior a observada para as
hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH. A
proliferagcdo das hASCs em meio osteogénico estabilizou enquanto as hASCs

cultivadas em meio de cultura basal continuaram a proliferar.
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Figura 19. Citotoxicidade in vitro e proliferacdo das hASCs cultivadas em matrizes
tridimensionais de PHB-HV avaliadas pelo ensaio de MTT. Os resultados sdo baseados na
densidade o6ptica a 595 nm e representam a viabilidade e proliferacdo das hASCs, cultivadas
nas matrizes e em meio de cultura basal e meio osteogénico, em funcdo do tempo. Os
resultados representam a média + EMP (n=3). Analise estatistica de variancia e pos-teste de
Bonferroni foi realizada. *p<0,05: SH vs SH-O; *p<0,05: SH-O dia 2 vs dia 7; ¢p<0,05: SH-O dia
7 vs dia 14.
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4.15. Avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina durante a inducdo da

diferenciacao osteogénica

A atividade da fosfatase alcalina das hASCs cultivadas na matriz
tridimensional de PHB-HV durante a diferenciacdo osteogénica foi avaliada
pelo ensaio de BCIP-NBT.

Pbdde-se observar que as hASCs em meio osteogénico suplementado
com SH apresentaram nivel de atividade da fosfatase alcalina inferior ou
préximo ao do controle. No entanto ao 21° dia de inducgéo as culturas com meio
osteogénico apresentaram um aumento significativo do nivel de atividade da
fosfatase alcalina em relacdo ao controle e diminuiu nhovamente apds 28 dias

de inducéo (Figura 20).
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Figura 20. Ensaio de fosfatase alcalina das hASCs cultivadas na matriz tridimensional de PHB-
HV durante a diferenciagdo osteogénica. Os maiores niveis de fosfatase alcalina foram
observados ao 21° dia de indugdo. Os resultados representam a média + EMP (n=3). Andlise
estatistica de variancia e pés-teste de Bonferroni foi realizada. *p<0,05: SH vs SH-O.

4.16. Avaliacdo da expressdo de marcadores de células da linhagem

osteogénica durante ainducao da diferenciacéo

Para avaliar a diferenciagao osteogénica das hASCs cultivadas na matriz
tridimensional de PHB-HV e em meio osteogénico suplementado com SH, a
expressao de proteinas especificas de células 0sseas foram analisadas por

imunofluorescéncia de seccdes obtidas nos diferentes tempos avaliados.

73



Pode ser observada a expressdo de colageno tipo I, osteopontina e
osteocalcina a partir do 14° dia de indugcao (Figura 21). A arquitetura das
matrizes tridimensionais pO6de ser observada através das imagens de luz
transmitida. O padrdo de expressdo das proteinas pdde ser observado por

fluorescéncia verde que nao ficou restrito ao redor do nucleo celular.

Colageno tipo I Osteopontina Osteocalcina

ICOLLAGEN TYPE I-Undifferentiated OSTEOPONTIN-Undifferentiated [OSTEOCALCIN-Undifferentiated

SH
Controle

14 dias

OSTEOCALCIN-21 DAYS

OLLAGEN TYPE I-21 DAYS

SH-O
21 dias

OLLAGEN TYPE I-28 DAYS

28 dias

Figura 21. Expressdo de proteinas de matriz 0ssea pelas hASCs cultivadas nas matrizes
tridimensionais de PHB-HV durante a diferenciacdo osteogénica. A expressao das proteinas de
colageno tipo |, osteopontina e osteocalcina foram representadas por fluorescéncia verde, os
nucleos celulares em azul e a estrutura das matrizes péde ser observada pela imagem de luz
transmitida.
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4.17. Analise da expressédo génica de COL1Al, RUNX2, ALPL e BGLAP

Com o intuito de confirmar a diferenciacdo osteogénica das hASCs
cultivadas sobre matriz tridimensional de PHB-HV, a expressdo de mRNA de
marcadores 6sseos foram analisadas por PCR ao longo da inducdo da
diferenciacao.

As hASCs expressaram genes especificos relacionados a linhagem
O0ssea (Figura 22). Os transcritos génicos COL1Al, RUNX2 e ALPL foram
detectados em todos os tempos avaliados, incluindo no controle (hASCs
cultivadas em monocamada em meio de cultura basal suplementado com SH),
sendo mais evidente nas células induzidas a diferenciacdo. A expressado de
BGLAP diferiu dos demais marcadores, ndo sendo detectada no controle e
sendo detectada somente nas hASCs cultivadas sobre as matrizes

tridimensionais de PHB-HV e meio osteogénico em todos os tempos avaliados.
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Figura 22. Analise da expressdo de COL1Al, RUNX2, ALPL e BGLAP por PCR. A expressao
dos marcadores pelas hASCs cultivadas em matrizes tridimensionais de PHB-HV durante a
diferenciacdo osteogénica esta representada através das bandas em imagens de gel de
agarose. As hASCs cultivadas em monocamada em meio de cultura basal suplementado com
SH representam as amostras controle. GAPDH foi utilizado como gene de referéncia.

4.18. Avaliacdo da biocompatibilidade in vivo da matriz tridimensional de

PHB-HV

As andlises histoldgicas por H&E permitiram observar o encapsulamento

do material e uma resposta inflamatoria do tipo corpo estranho (Figura 23).
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Apos 1 semana do implante das matrizes, péde-se observar material
amorfo eosinofilico e acelular caracterizando a matriz tridimensional de PHB-
HV. A matriz tridimensional estava completamente encapsulada e integra, com
presenca de infiltrado inflamatério neutrofilico multifocal moderado, com
presenca de raras células mononucleares e vasos no interior do material
implantado, caracterizando uma inflamacgé&o aguda.

Apés 4 semanas, pbde-se observar a presenca de tecido conjuntivo,
com infiltrado inflamatorio linfo-histiocitario multifocal moderado, células
gigantes e vasos distribuidos difusamente pelo implante, caracterizando uma
inflamag&o croénica.

Ao final de 8 semanas, o material implantado estava bem delimitado com
proliferacdo do tecido conjuntivo fibroso entremeando a matriz de PHB-HV,
com presenca de células gigantes (tipo corpo estranho), caracterizando uma

inflamagé&o granulomatosa.

1 semana 4 semanas 8 semanas

Figura 23. Analise histologica de H&E dos implantes subcutdneo da matriz de PHB-HV
evidenciando uma reacgdo do tipo corpo estranho. M-matriz tridimensional de PHB-HV; IF-
infiltrado inflamatoério; CF-capsula fibrosa; V-vaso sanguineo; N-neutréfilo; CG-célula gigante.
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4.19. Avaliacao do reparo do defeito 6sseo

4.19.1. Avaliacdo da adesado e viabilidade celular das matrizes

colonizadas

No intuito de determinar se as hASCs semeadas na matriz tridimensional
de PHB-HV estavam aderidas ap6s 5 dias de cultivo in vitro e viaveis no
momento da implantacdo no defeito désseo, realizou-se ensaio de calceina
imediatamente ap0s as cirurgias. Através da microscopia confocal, observou-se
células aderidas a matriz de PHB e que estas estavam viaveis (fluorescéncia
verde). Devido a irregularidade da superficie e porosidade da matriz, células

foram observadas em diferentes profundidades Figura 24.
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Figura 24. Colonizacdo das matrizes tridimensionais de PHB-HV pelas hASCs apés 5 dias de
cultura in vitro. (A) Representacdo esquemética da matriz de PHB-HV otimizada para ser
implantada no defeito 6sseo. (B) Microscopia confocal das hASCs aderidas na matriz
tridimensional de PHB-HV. Seccao XY demonstrando a presenga de células em diferentes
camadas.

4.19.2. Avaliagdo macroscopica das calvérias

Para verificar o potencial da matriz tridimensional de PHB-HV colonizada

ou ndo com hASCs cultivadas em meio de cultura suplementado com SH em
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promover a regeneracdo 0ssea foi realizado defeito 6sseo de tamanho critico
(4 mm) na calvaria de camundongos imunossuprimidos.

Durante todo o periodo do experimento, os camundongos apresentaram-
se saudaveis. Imagens digitais macroscopicas foram capturadas ao final de
cada periodo de analise (4 e 12 semanas apos o implante). P6éde-se observar a
pele regenerada em todos os grupos (Figura 25 A). De maneira geral, apos a
disseccao, pdde-se observar a persisténcia do defeito 6sseo de tamanho critico
no grupo controle. A presenca da matriz tridimensional de PHB-HV, com ou
sem células, nos demais grupos pdde ser observada no local implantado,

integrada ao tecido adjacente (Figura 25 B).
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Figura 25. Imagens macroscoépicas representativas dos diferentes grupos experimentais ao
final de 4 e 12 semanas de implantacdo da matriz de PHB-HV com ou sem hASCs. (A)
Regeneragdo da pele no local da sutura. (B) Cranios dissecados revelando fenda Ossea
intensa no grupo controle e a integra¢cdo da matriz implantada ao tecido adjacente nos demais
grupos.
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4.19.3. Microtomografia computadorizada

Imagens de p-CT foram capturadas ao final de 4 e 12 semanas para
avaliar a densidade 6ssea no local do defeito, porém nao foi observado 0sso
regenerado nas calvarias avaliadas (Figura 26 A). A quantificacdo de area de
0sso neoformado em relacdo ao tamanho do defeito ndo mostrou diferenca
significativa entre os grupos (Figura 26 B), com menos de 10% do defeito
0sseo regenerado ao final de 12 semanas de implantacdo em todos os grupos

avaliados.
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Figura 26. Analise de microtomogafia computadorizada do defeito 6sseo na calvaria de
camundongos. (A) Imagens de p-CT apds 4 e 12 semanas de implante. (B) Quantificacdo da
area de osso neoformado em relagéo a area total do defeito 6sseo calculada para cada grupo
nos diferentes tempos (n=2).

4.19.4. Analise histolégica

A partir das analises histoldgicas por H&E pdde-se observar a integracéo
do material implantado ao osso adjacente e ao final de 12 semanas a matriz
tridimensional de PHB-HV estava presente em todos os grupos em que foi
implantada. Tanto na regidao do implante quanto nos tecidos adjacentes nao
foram observados focos necroticos. Apos 12 semanas de implantagdo, nenhum
animal de nenhum grupo experimental apresentou regeneragédo do defeito
0sseo (tamanho da fenda Ossea de aproximadamente 4 mm). Entretanto
animais do grupo PHB-HV apresentaram focos sugestivos de formagédo de

matriz 6ssea mineralizada (0sso primario) (Figura 27).
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Figura 27. Imagens histoldgicas coradas com H&E com viséo panorédmica do defeito dsseo
demonstrando a progressédo do defeito ao longo dos tempos avaliados (4 e 12 semanas). As
linhas tracejadas delimitam as extremidades do defeito 6sseo. Focos de osso primario foram
observados somente no grupo PHB-HV ap6s 12 semanas de implantacdo. IF-infiltrado
inflamatoério; ON-0sso nativo; OP-osso primario (neoformado); TC-tecido conjuntivo fibroso.
Barra de escala 650 um.

Apos 4 semanas da realizacdo do defeito 6sseo, pdde-se observar no
grupo controle uma fenda Ossea intensa na calota craniana substituida por
material focal discreto constituido por células alongadas e infiltrado inflamatério
linfo-histiocitario multifocal discreto. Nos demais grupos: PHB-HV e PHB-
HV+hASCs, foi observado a presenca de um infiltrado inflamatorio linfo-
histiocitario multifocal discreto, associado a presenca de células gigantes (tipo
corpo estranho) e material amorfo eosinofilico e acelular caracterizando a
matriz tridimensional de PHB-HV (Figura 28 A). Houve uma vascularizagéo
multifocal moderada nos grupos PHB-HV e PHB-HV+hASCs, significativamente
maior no grupo PHB-HV+hASCs comparado grupo controle (Figura 28 B).

Ao final de 12 semanas, foi observado no grupo controle uma fenda
O0ssea intensa na calota craniana substituida por material focal discreto
constituido por células alongadas. Nos grupos PHB-HV e PHB-HV+hASCs foi
observado presenca de tecido conjuntivo fibroso entremeado a matriz

tridimensional e substituindo a fenda 6ssea, com a presenca de um infiltrado

80



>

Controle PHB-HV PHB-HV+hASCs

£} )

Objetiva 20x Objetiva 10x

Objetiva 40x

B
40_
- [ Controle
E 1 PHB-HV
g”‘ B PHB-HV+hASCs
S 20-
]
©
E 10
=
o_

4 semanas

Figura 28. Andlise da regido do defeito ésseo apdés 4 semanas. (A) Andlise histolégica por
coloracdo de H&E. (B) Representacéo grafica da neovascularizagdo no implante, representada
pelo nimero de vasos/mm?®. Andlise estatistica de variancia (one-way) e poés-teste de
Bonferroni foi realizada (n=4). *p<0,05: Controle vs PHB-HV+hASCs. ON-0ss0 nativo; M-matriz
tridimensional de PHB-HV; IF-infiltrado inflamatério; CG-célula grigante; V-vaso sanguineo.

inflamatério linfo-histiocitario multifocal discreto, associado a presenca de
células gigantes (tipo corpo estranho) multifocais em intensa quantidade. No
grupo PHB-HV foram observadas areas focais de formagdo de matriz 6ssea
mineralizada, entretanto no grupo PHB-HV+hASCs nao foi observado nenhuma
evidéncia de neoformacdo Ossea (Figura 29 A). Houve um aumento na
vascularizacdo no grupo PHB-HV e a vascularizacdo foi significativamente

maior nos grupos avaliados em comparacao ao grupo controle (Figura 29 B).
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Figura 29. Analise da regido do defeito 6sseo apds 12 semanas. (A) Andlise histoldgica por
coloracdo de H&E apos 12 semanas de implante. (B) Representacdo gréfica da
neovascularizagdo no implante apos 12 semanas, representada pelo numero de vasos/mm?®.
Andlise estatistica de variancia (one-way) e pés-teste de Bonferroni foi realizada (n=4).
*p<0,05: Controle vs PHB-HV ou PHB-HV+hASCs. ON-0sso nativo; OP-0sso primario; TC-
tecido conjuntivo fibroso; CG-célula gigante; V-vaso sanguineo.

4.19.5. Analise da expressdao génica de RUNX2, COL1Al, ALPL,

BGLAP e VEGFA

Para avaliar a evolugdo do processo regenerativo do defeito 6sseo nos
diferentes grupos também foram feitas analise da expressao relativa de mRNA

de marcadores de diferenciacdo em osteoblastos por qPCR.
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A analise da expressdo do fator angiogénico VEGFA, nos diferentes
grupos e tempo demonstrou que houve um aumento significativo na expresséo
de VEGFA somente no grupo PHB-HV apos 12 semanas do implante da matriz
no defeito 6sseo (Figura 30 A).

A expressao de RUNX2, COL1A1, ALPL e BGLAP nos grupos PHB-HV
e PHB-HV+hASCs foi significativamente menor que a expressao no tecido
0sseo normal apols 4 e 12 semanas de implante em todos 0s grupos, exceto a
expressdo de BGLAP, no grupo PHB-HV+hASCs ap6s 12 semanas, na qual
houve aumento da expressao atingindo niveis similares ao do 0sso normal
(Figura 30 B-E).
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Figura 30. Representacdo gréafica da quantificacao relativa da expressao de VEGFA, RUNX2,
COL1A1, ALPL e BGLAP por gPCR, normalizados em relacéo ao gene de referéncia (ACTB) e
calibrador (osso maduro). Andlise estatistica de variancia e pds-teste de Bonferroni foi
realizado (n=2). *p<0,05: PHB-HV vs controle; #p<0,05: PHB-HV+hASCs vs controle; 'p<0,05:
PHB-HV vs PHB-HV+hASCs.
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5. Discussao

Existem indmeros ensaios clinicos avaliando o potencial da
aplicabilidade das hASCs na medicina regenerativa (Casteilla et al., 2011;
Garcia-Olmo et al., 2009; Gimble et al., 2012, 2010; Mesimaki et al., 2009).
Atualmente, a engenharia de tecidos € uma estratégia promissora, contudo
ainda enfrenta alguns desafios como, alcancar quantidade de células adequada
(Seong et al., 2010), condi¢des 6timas de cultura (Mannello & Tonti, 2007) e
desenvolver matrizes estruturais eficientes (Dimitriou et al., 2011; Seong et al.,
2010).

Neste estudo utilizou-se o SH, obtido de doadores com diferente tipo
sanguineo, que pode ser produzido em grande quantidade e a qualidade
facilmente controlada de acordo com os padrdes rotineiramente utilizados em
bancos de sangue e regulamentacdes das GMP. Adicionalmente, para reduzir
a variabilidade imposta pela composicdo dos soros, cada lote de SH foi
produzido com o soro de pelo menos 20 doadores diferentes (5 de cada tipo
sanguineo: A, B, AB e O).

Estudos prévios mostraram que os antigenos ABO assim como outros
antigenos baseados em carboidratos e proteinas ndo foram detectados na
superficie de MSCs e que estas células ndo adsorvem o0s antigenos
imunogénicos ABO do meio de cultura suplementado com derivados humanos
(Moll et al., 2014; Schéafer et al., 2011), o que viabiliza o uso do SH como
suplemento para o meio de cultura.

O isolamento e expansdo das hASCs empregando meio de cultura
suplementado com SH foi satisfatoria e as caracteristicas morfologicas das
células foi comparavel as observadas para hASCs cultivadas em meio de
cultura suplementado com SFB. As células, em ambos os meios de cultura,
apresentaram morfologia fibroblastéide, aderentes a superficie plastica e
formaram diversas colonias. No entanto, as hASCs cultivadas em SH
apresentaram menor tamanho, granulosidade e aderéncia, crescimento mais
denso e tendéncia em aglomerar ao alcancgar confluéncia. Estas observagdes
estdo de acordo com um estudo publicado (Kocaoemer et al., 2007), mostrando
caracteristicas similares para as hASCs cultivadas em soro humano AB e

plasma rico em plaquetas. Além disso, uma analise completa do genoma das
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hASCs cultivadas em meio suplementado com soro humano AB detectou
menor expressdo génica de proteinas da matriz extracelular e adesdo (por
exemplo fiboromodulina) (Bieback et al., 2010), corroborando a observacao de
adesado celular a superficie plastica reduzida durante a cultura com
suplementos derivados de humanos. Entretanto, as hASCs cultivadas em meio
de cultura suplementado com SH ndo diminuiram a expressao de moléculas de
adesdo a superficie tais como CD44 e CD54. A expressdo foi de
aproximadamente 95,50% para CD54 e 98,40% para CD44 nas culturas de
hASCs cultivadas em SH, enquanto nas culturas de hASCs cultivadas em SFB,
a expresséao foi de aproximadamente 94,56% para CD54 e 97,40% para CD44.

O ensaio baseado na atividade metabdlica de MTT foi realizado em
varios pontos de tempo para determinar a viabilidade e proliferacéo celular na
presenca dos diferentes suplementos para o meio de cultura, SH e SFB. Os
resultados de MTT sao diretamente proporcionais ao niumero de células viaveis
e revelaram que as hASCs cultivadas em meio com SH estavam viaveis e
apresentavam maior grau de proliferacdo comparado as células cultivadas em
meio com SFB.

Além disso, as hASCs cultivadas em meio suplementado com SH foram
capazes de diferenciar nas linhagens adipogénica, condrogénica e osteogénica
da mesma forma que as hASCs cultivadas em meio suplementado com SFB.

A caracterizacdo imunofenotipica das hASCs confirmou o menor
tamanho e granulosidade das células quando cultivadas em SH. Mas nenhuma
diferenca significativa na expressdo dos marcadores de superficie foi
observada entre as duas diferentes condicdes de cultura e passagens
avaliadas. A maioria das hASCs cultivadas em meio suplementado com SH e
SFB foram positivas para os marcadores de MSCs (>90%) e tiveram baixa
expressdo dos marcadores de HSCs (<2%), corroborando com os resultados
reportados para hASCs cultivadas na presenca de outros suplementos
humanos (Bieback et al., 2010; Kocaoemer et al., 2007; Lindroos et al., 2010).

Entdo, as hASCs cultivadas em, SH assim como em SFB, foram (i)
aderentes a superficie plastica de cultura, (ii) viaveis, (iii) expressaram
antigenos de superficie especificos para MSCs e ndo expressaram marcadores
de HSCs e (iv) foram capazes de diferenciar em mdltiplas linhagens celulares
sob estimulo especifico. Dessa forma, as hASCs cultivadas em meio
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suplementado com SH estdo de acordo com os critérios minimos para definir
as MSCs (Dominici et al., 2006) e hASCs (Bourin et al., 2013) estabelecidos e
aceitos pela International Federation for Adipose Therapeutics and Science e
International Society for Cellular Therapy.

Como as culturas de hASCs em meio com SH apresentavam-se mais
densas quando comparadas as culturas em meio com SFB, a expresséo
celular de Ki-67 foi avaliada. A proteina Ki-67 é um excelente marcador para
determinar a fracdo proliferativa de uma dada populacéo celular, pois o Ki-67
esta presente em células normais durante todas as fases ativas do ciclo celular
(G1, S, G2, e mitose), mas estd ausente na intérfase (G0) (Scholzen & Gerdes,
2000). Uma fracéo significativamente maior de hASCs foi positiva para Ki-67
nas culturas suplementadas com SH comparadas as culturas suplementadas
com SFB na 4% passagem, confirmando as observacdes visuais de que as
culturas em meio com SH estavam mais densas. No entanto, a fracdo de
células expressando Ki-67 cultivadas em SH diminuiu na 10* passagem, mas
ainda continuou maior que nas células cultivadas em SFB.

A avaliacdo da expresséo de Ki-67 fornece informacéo sobre o estado
das células, mas ndo sobre a taxa de proliferacdo. Dessa forma, foi realizado
um estudo da cinética de proliferacdo das hASCs. A DPA foi significativamente
maior para culturas suplementadas com SH comparado a DPA das culturas
suplementadas com SFB e esta foi constante ao longo das passagens. Além
disso, a DPA das células cultivadas em meio suplementado com SFB foi
avaliada somente até a 10® passagem porque apos a 8% passagem as hASCs
levaram mais de 15 dias para alcancar a confluéncia esperada. Provavelmente
esta diminuigéo da proliferagéo ocorreu devido ao fato de as hASCs entrarem
em senescéncia a partir da 8% passagem quando cultivadas em SFB, como
sera discutido posteriormente.

A analise da curva de crescimento demonstrou que as hASCs cultivadas
em SH proliferam mais rapido que em SFB nas passagens iniciais. Além disso,
o TD das hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH foi
aproximadamente 5 vezes mais curto que com SFB. Esta cinética de
proliferacdo observada para as células cultivadas em SH é clinicamente

relevante e torna o SH um suplemento para meio de cultura atrativo, pois uma
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grande quantidade de células requeridas para um transplante pode ser obtido
em menor periodo de tempo quando expandidas in vitro.

Inimeros estudos tém reportado que as MSCs cultivadas in vitro podem
ser expandidas por multiplas duplicacGes celulares sem perder seu potencial
de diferenciacdo. Entretanto, esse cultivo em longo prazo pode desencadear
anormalidades cromossdmicas com (Rgsland et al., 2009) ou sem evidéncia de
transformacdo maligna (Tarte et al., 2010). Recentemente, outros estudos
hipotetizaram que a transformac&o maligna observada para MSCs (Rgsland et
al., 2009) foi devido a uma contaminacdo minima com a linhagem celular
HT1080 desde as primeiras semanas de cultivo das MSCs, que permaneceu
indetectavel por meses até as MSCs entrarem em senescéncia (Garcia et al.,
2010; Torsvik et al., 2010).

Embora a maioria das culturas de MSCs humanas in vitro parecam
estaveis, o0 numero de células expandidas esta relacionado a taxa de
crescimento e uma maior taxa proliferativa pode potencializar o risco de
ocorréncia de anormalidade citogenética e de promover a tumorigenicidade das
MSCs humanas, como apresentado nos relatérios do encontro europeu com
especialistas no campo das MSCs (Barkholt et al., 2013). E provavel que a
maioria das anormalidades celulares resulte em senescéncia celular, mas é
dificil excluir o risco de transformacédo celular. A ocorréncia de anormalidades
genéticas parece estar relacionada mais ao processo de cultivo das células do
que a fatores derivados do paciente (Barkholt et al., 2013), mas alguns
cientistas afirmam que a suscetibilidade a transformacdo maligna pode estar
estritamente conectada com a origem tecidual (Bernardo et al., 2007; Tarte et
al., 2010).

Dessa forma é importante identificar e definir condi¢cdes ideais de
cultura, que evitem a ocorréncia de anormalidades cromossomicas. Neste
contexto, € importante esclarecer se a taxa de proliferacdo observada para as
hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH pode estar
associada a uma transformacdo maligna dessas células. Ndo existe ainda
nenhuma evidéncia na literatura que o soro humano possa constituir um
substituto seguro ou ndo para o SFB no cultivo das hASCs. Sendo este o
primeiro estudo que investiga a proliferacdo e exclusdo de qualquer evidéncia
de transformag&o maligna espontanea das hASCs cultivadas em SH.
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Baseado na rapida proliferacdo das hASCs cultivadas em meio
suplementado com SH foi avaliado a expressao dos fatores de transcricdo c-
FOS e c-MYC. Estes fatores séo conhecidos por transmitir sinal proliferativo e
regular o crescimento e apoptose (Choi et al., 2008; Mori et al., 2004). Porém,
sua expressdo desregulada tem sido associada a malignidade humana
(Donnell et al., 2006; O’Donnell et al., 2005; Tulchinsky, 2000). Os niveis de
expressdo de c-FOS foram similares nas hASCs cultivadas em ambos os
meios de cultura. Enquanto os niveis de expressdo de c-MYC nas hASCs
cultivadas em SH foram maiores que em SFB, em ambas as passagens
avaliadas (4% e 10% passagem).

Um estudo realizado com células de murinos demonstrou forte
associacdo entre a superexpressdo de c-MYC e tumorigénese (Miura et al.,
2006) e, portanto esta maior expressdao de c-MYC pelas hASCs poderia
disparar a transformacdo maligna espontdnea dessas células. Todavia, a
analise da expressdo génica de MYC por qPCR revelou niveis similares de
expressdo deste trancrito génico por hASCs cultivadas em SH e SFB, na 4% e
10% passagem. Além disso, a expressdo de MYC diminuiu nas hASCs
cultivadas em ambos os meios de cultura na 10* passagem em relacdo a 4°
passagem. Rabbits et al. mostraram que mMRNA de MYC esta presente, em
niveis equivalentes, em todas as etapas do ciclo celular (Rabbitts et al., 1985).
Além disso, o gene MYC (capaz de ser modulado pds-transcricionalmente) é
ativado em GO para G1 por estimulos externos, por exemplo, fatores de
crescimento. Uma analise in vivo de MYC mostrou que a sintese de novo
ocorre em G1 e G2, pois a meia vida da proteina é de aproximadamente 20-30
minutos em ambas as fases. Além disso, o nivel de MYC aumenta rapidamente
guando as células reiniciam o ciclo celular, subsequentemente diminuem assim
gue as culturas entram em quiescéncia (Bretones et al., 2014; Rabbitts et al.,
1985).

Entdo o mecanismo preciso de como a expressdo de c-MYC pelas
hASCs é estimulada pelo SH presente no meio de cultura ainda precisa ser
esclarecido, mas € possivel que o c-MYC seja o sinal proliferativo responsavel
pelo padrdo de proliferacdo aumentado observado nas hASCs cultivadas em

meio suplementado com SH.
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A expressdo constitutiva de TERT, gene que controla o tamanho das
terminacbes teloméricas, previne a senescéncia celular, aumentando a
proliferagcdo e mantendo a capacidade de diferenciacdo das MSCs (Bischoff et
al., 2012; Simonsen et al., 2002). Além disso, ja foi descrito que c-MYC ativa a
transcricdo de TERT e dessa forma contribui para manutencéo da proliferacao
de células tumorais ao longo do ciclo celular (Bretones et al., 2014). Entéo, foi
avaliado neste trabalho a expressdo de TERT pelas hASCs cultivadas in vitro.
As hASCs cultivadas em ambos os tipos de suplementos expressaram baixos
niveis de TERT, ajudando a excluir a possibilidade de imortalizacdo
espontanea das hASCs na presenca de SH. Os resultados deste trabalho
corroboram outros estudos mostrando que as MSCs normalmente apresentam
baixos niveis de atividade da telomerase (Bieback et al., 2009; Bischoff et al.,
2012).

Estudos anteriores provaram que a diminuicdo da expressdo do gene
supressor de tumor CDKN2A (que codifica a proteina pl6) esta envolvida na
transformacdo das MSCs (Rodriguez et al.,, 2009; Rubio et al., 2008) e em
diversos tipos de céancer (Qiu et al., 2011), sendo, entdo, um excelente
marcador para ajudar na identificacdo de células tumorais (Rajamani et al.,
2014). Na 4° passagem, as hASCs cultivadas em SH tiveram baixa expressdo
de CDKN2A comparado as culturas com SFB. No entanto, nenhuma diferenga
significativa foi observada entre as culturas com SH e SFB, na 10% passagem.

A expressao do proto-oncogene ERBB2 também foi avaliada, este gene
codifica o receptor do tipo 2 do fator de crescimento epidermal humano, que é
um receptor tirosina kinase transmembrana. A ativagao deste oncogene resulta
na superexpresdo de sua proteina e consequentemente em uma sinalizacéo
celular anormal, contribuindo para progresséo do cancer. A superexpressao de
ERBB2 tem sido associada com diferentes tipos de tumores malignos em
diversos estudos (Das et al., 2014; Qi et al., 2012; Shoda et al., 2014; Wang et
al., 2014). Felizmente, os resultados mostraram que as hASCs cultivadas na
presenca de ambos os suplementos para o meio de cultura tiveram baixa
expressao de ERBB2.

A senescéncia replicativa estd associada com a perda do DNA
telomérico em cada divisdo celular devido a incompleta replicacdo das
terminagbes teloméricas (Bischoff et al., 2012). Como foi discutido
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anteriormente, as hASCs tiveram uma baixa expressao do gene TERT. Dessa
forma, a ocorréncia da senescéncia celular replicativa era esperada para as
hASCs ao longo do cultivo. Os resultados demonstraram que as hASCs
cultivadas em SFB podem ser cultivadas até a 8% passagem sem nenhuma
evidéncia de senescéncia replicativa, corroborando um estudo prévio, no qual a
senescéncia foi observada somente apos a DPA entre 6 e 16 semanas de
cutivo (Wagner et al., 2008). Em contraste, as células cultivadas em meio de
cultura basal suplementado com SH sofreram senescéncia mais lentamente e
puderam ser cultivadas até a 17% passagem sem senescéncia significativa.
Pode-se concluir que o ritmo da senescéncia foi afetado pelas condicdes de
cultura. Em ambas as culturas celulares positivas para SA-B-gal, as células
diminuiram a proliferacdo assim que iniciaram a senescéncia. Este resultado
demonstra o programa premeditado das células em senescéncia que é
disparado, independentemente do tipo de cultura utilizado, com o intuito de
proteger as ceélulas de mutagcdes acumuladas no DNA apds as divisdes
celulares, evitando que as células se tornem malignas (Wagner et al., 2008).

Para excluir células com anormalidade genética nas culturas
suplementadas com SH foi realizado uma analise do cariétipo destas. A analise
confirmou que nenhuma alteragdo cromossOmica ocorreu com as hASCs,
obtendo cari6tipos estruturalmente e numericamente normais. Este resultado
indica que a estabilidade genbmica das hASCs cultivadas em SH é mantida
independentemente de sua alta taxa proliferativa.

Apesar do potencial de proliferacédo, diferenciacdo e expressao de c-
MYC, as hASCs cultivadas em meio de cultura basal suplementado com SH
nao formaram tumores in vivo, de acordo com o esperado para MSCs.
Tumores malignos e teratomas foram observados somente para 0S grupos
controle, MDA-MB-231 e iPSCs, respectivamente. O teratoma (formacéo
tumoral ndo maligna) € constituido por tecidos originados em todas as 3
camadas germinativas, sendo esta uma caracteristica sine qua non de ceélulas-
tronco pluripotentes (Prokhorova et al., 2009) e foi observado somente no
grupo controle iPSCs.

Adicionalmente ao risco imposto pelo uso de SFB na expansdo ex vivo
das hASCs para propdsitos clinicos, a transformacdo maligna in vitro € um

outro risco potencial (Bernardo et al.,, 2011). Alguns grupos relataram que
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MSCs expandidas ex vivo em meio suplementado com SFB sofreram
transformacdo maligna (Miura et al., 2006; Rubio et al., 2008) exibindo uma
aumentada taxa de proliferacao, alteracdo da morfologia, superexpressao de c-
MYC e alta atividade da telomerase, o que permite que as células escapem da
senescéncia, apresentem anormalidades citogenéticas e formem tumores
guando injetadas em camundongos imunossuprimidos (Bernardo et al., 2011;
Miura et al., 2006; Rubio et al., 2008).

Ao contrario, esta pesquisa mostrou que as hASCs cultivadas em meio
de cultura basal suplementando com SH aumentaram a proliferacao,
provavelmente devido a expressédo de c—MYC aumentada, mas sem expressao
de TERT e mantendo cari6tipos normais. Apesar da senescéncia tardia
comparada as células cultivadas em SFB, as hASCs cultivadas em SH nao
foram capazes de escapar da senescéncia. Além disso, nenhum tumor foi
formado por essas células in vivo. Dessa forma este estudo excluiu a
possibilidade da imortalizacdo espontanea das hASCs. Esta caracterizacao
completa é extremamente importante considerando a abordagem de um cultivo
de hASCs em meio livre de compostos xenogénicos e garantir os padrdes de
qualidade e seguranca requerida para o uso clinico dessas células na medicina
regenerativa.

Neste estudo, também foi desenvolvido uma matriz tridimensional de
PHB-HV, aonde foram cultivadas as hASCs para inducdo da diferenciacao
osteogénica e sua utilizacdo na regeneracdo 6ssea. O PHB-HV pertence a um
grupo de polimeros de nova geracdo com aplicacdo na area médica, por ser
natural, biocompativel, biodegradadavel, n&o-téxico, termoplastico e
piezoelelétrico (Kose et al., 2003). Dessa forma, este polimero foi escolhido
para o desenvolvimento das matrizes.

Através da técnica de liofilizacao, foram obtidas matrizes estruturais de
PHB-HV com poros de tamanho médio de 163,5 + 0,1 um e estrutura de poros
altamente interconectados, essencial para colonizagdo celular, manter o
contato célula-célula e vascularizagéo.

As matrizes desenvolvidas apresentaram melhores propriedades
mecanicas na direcdo transversal que na direcdo radial, sendo estruturas
anisotropicas, 0 que € interessante considerando que 0 0SSO apresenta esse
mesmo tipo de propriedade (Doblaré et al., 2004; Mathieu et al., 2006). O EDS
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confirmou a composicéo tipica de poliéster (carbono e oxigénio). Dessa forma,
as propriedades da matriz tridimensional de PHB-HV estdo de acordo com o
idealizado para os substitutos 6sseos (Salgado et al., 2004).

Optou-se por utilizar as hASCs por apresentarem varias vantagens para
0 emprego na engenharia de tecidos, como: (i) poder ser uma fonte autdloga
de células; (ii) poder ser coletada por procedimento pouco invasivo, a partir do
subproduto da cirurgia de lipoaspiracdo (técnica menos invasiva que a punc¢ao
de medula 6ssea); (iii) estar disponivel em grande quantidade, podendo ser
expandidas rapidamente; (iv) ser capazes de diferenciar em multiplas
linhagens, inclusive em linhagem osteogénica e (v) ndo estar envolvida nas
questdes éticas associadas ao uso das ESCs (Gimble et al., 2007; Lindroos et
al., 2011; Mizuno, 2009).

A terapia celular tem se tornado comum e, dessa forma, o uso clinico de
células-tronco precisa estar de acordo com as normas de GMP (Lindroos et al.,
2011). Como foi previamente avaliado e discutido, o SH parece ser um
substituto adequado para o SFB. Portanto, na tentativa de substituir o SFB e
atender as regulamentacées da GMP, nos requisitos de seguranca e eficacia
(Lindroos et al., 2011; Mannello & Tonti, 2007), foi empregado neste trabalho o
cultivo tridimensional das hASCs em meio de cultura suplementado com o SH.

As hASCs cultivadas na matriz de PHB-HV foram capazes de aderir a
superficie da matriz e penetrar através dos poros até a parte interna sem ocluir
0os mesmos. As células foram capazes de estabelecer conexfes com células
vizinhas, atraves de prolongamentos citoplasmaticos. Portanto, pode-se afirmar
que a estrutura da matriz € adequada para permitir a infiltracdo e crescimento
celular. Além disso, em algumas células foram observadas inUmeras vesiculas
na superficie da membrana, que podem indicar a sintese e secrecao proteica.

Para avaliar a citotoxicidade de um material, o ensaio de MTT € 0 mais
utilizado (Onuki et al., 2008). As hASCs cultivadas sobre a matriz de PHB-HV
mostraram-se viaveis no ensaio de MTT e que continuaram proliferando
durante os tempos avaliados, demonstrando que a matriz de PHB-HV néo é
citotoxica. Quando as hASCs foram induzidas a diferenciacdo osteogénica,
elas continuaram viaveis e com um alto grau de proliferacdo no periodo inicial,
que se estabilizou ap6s o 14° dia de inducdo, sugerindo o inicio da
diferenciacdo osteogénica. Esta observacdo estd de acordo com a capacidade
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intrinseca das células-tronco em auto-renovar e em diminuir seu potencial de
proliferagao proporcionalmente a diferenciagdo (Mountford, 2008).

A fosfatase alcalina pertence a uma classe de proteinas de superficie
celular que séo ligadas convalentemente ao fosfatidilinositol na membrana
plasmatica, sugerindo seu envolvimento em sinalizacdo transmembrana e
regula a proliferagdo, migracdo e diferenciagdo em linhagem osteoblastica
(Aubin, 2001). A fosfatase alcalina € um dos marcadores de indiferenciacédo
das ESCs, mas também € descrito como um marcador para as hASCs
(Riekstina et al., 2009). O aumento do da atividade da fosfatase alcalina é
considerado um marcador precoce da diferenciacdo osteogénica (antes da
mineralizacdo e da expressdao de proteinas ndo-coldgena da matriz),
amplamente empregado em outros trabalhos (Aubin, 2001; Jaiswal et al.,
1997). Os resultados obtidos, neste estudo, mostraram que a atividade da
fosfatase alcalina das hASCs cultivadas na matriz tridimensional de PHB-HV e
em meio osteogénico suplementado com SH, foi méxima no 21° dia de
inducao, sugerindo um fenotipo osteogénico inicial e corroborando o ensaio de
proliferacdo, que evidenciou 0 mesmo numero de células em cultura na
auséncia de estimulo osteogénico e que nao elevou a expressdo de fosfatase
alcalina.

A alteracdo no fenétipo das hASCs em diferenciacéo foi evidenciada no
ensaio de imunofluorescéncia das seccbes das matrizes colonizadas para os
marcadores especificos de osteoblastos como, colageno tipo I, osteopontina e
osteocalcina.

As imagens adquiridas revelaram que a estrutura tridimensional da
matriz de PHB-HV forneceu o arcabouc¢o necessario para adesdo, penetracédo
e proliferacdo celular em partes internas desta. Assim como induziu a
expressao de proteinas associadas a mineralizacdo, caracterizando um estagio
mais tardio da diferenciac@o osteogénica (Lian & Stein, 1992).

O colageno tipo 1, principal proteina da matriz 6ssea, € uma das
primeiras proteinas expressas por células osteoprogenitoras, sua deposi¢cado
como matriz extracelular aparece relativamente cedo na diferenciacdo de
osteoblastos precedendo e sinalizando para regular a expressao de fosfatase

alcalina e outros marcadores de osteoblastos (Aubin, 2001).
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A osteopontina € uma fosfoproteina expressa em diversos tecidos,
incluindo o osso, onde é produzida por osteoblastos durante os diferentes
estagios da maturacdo tecidual. Embora esta proteina secretada seja
incorporada na matriz mineralizada, ela pode ser encontrada também em
fluidos biolégicos (soro, urina e fluido seminal). Durante a diferenciacao
osteoblastica in vitro, existe uma producao inicial de osteopontina durante o
periodo proliferativo, que decai e € induzida novamente com o inicio da
mineralizacdo, alcancando seu pico maximo durante a mineralizacdo. A
expressao de osteopontina intracelular, em células da linhagem 6ssea, durante
a proliferagdo parece estar relacionada a migracdo celular. Enquanto a
expressdo de osteopontina extracelular durante a mineralizacdo esta
relacionada as propriedades da proteina (fosfoproteina) que possui inGmeros
sitios de ligacdo de calcio, importantes tanto para proliferacdo celular quanto
para mineralizacdo da matriz 6ssea (Lian & Stein, 1992; Sodek et al., 2000).

A osteocalcina, proteina dependente de vitamina K, por sua vez, é
expressa tardiamente, somente apés o estagio de proliferacdo e induzida
somente apos o inicio da mineralizacdo da matriz extracelular. Sua expressao
é tardia durante o desenvolvimento do osteoblasto, pois € uma proteina ligante
de calcio, com 3 residuos de acido y-carboxiglutdmico que liga fortemente a
hidroxiapatita e contribui para regular a por¢cado mineral do osso atuando como
inibidor da nucleacdo mineral in vitro e promovendo a diferenciacdo e ativacao
de osteoclastos in vivo (Lian & Stein, 1992). Recentemente, foi demonstrado
que antes da deposicdo de osteocalcina na matriz 0ssea, esta pode ser
secretada e, assim quantificada no meio de cultura antes do estagio de
mineralizacdo, representando um bom marcador para predizer o potencial
osteogénico das células (Nakamura et al., 2009). A osteocalcina também é um
hormdnio que regula a secre¢do de insulina e homeostase da glicose. E a
insulina sinaliza para osteoblastos inibindo a expressdo de osteoprotegerina
que é um inibidor de diferenciacdo de osteoclastos, favorecendo a reabsor¢ao
O0ssea. Dessa forma insulina e osteocalcina estao conectadas por um loop de
regulacédo, sendo a osteocalcina necessaria para homeostase da glicose (Wei
& Karsenty, 2015).

A diferenciacdo das hASCs cultivadas na matriz tridimensional de PHB-
HV sob estimulo do meio osteogénico também foi confirmada pela expressao
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génica do fator de transcricdo RUNX2, essencial para diferenciagéo
osteogénica de células progenitoras, COL1Al, ALPL e BGLAP.

O RUNX2, fator de transcricdo membro da familia de dominio Runt, liga-
se a promotores especificos e regula a transcricdo de inumeros genes
(COL1A1, BGLAP, SSP1 e VEGF) necessarios para desenvolvimento do
osteoblasto (Lee et al., 2015; Lian & Stein, 2003).

Os resultados indicaram que as hASCs cultivadas em matrizes
tridimensionais de PHB-HV e em meio osteogénico suplementado com SH
passaram pelas trés fases fenotipicas da diferenciacdo osteogénica como
descrito por Lian & Stein (Lian & Stein, 1992): (i) proliferagéo celular, fase na
qual ha expressdo de genes do ciclo celular e crescimento (MYC, c-FOS,
histonas) assim como genes associados a formacdo da matriz extracelular
(TGF-B8, RUNX2 e COL1A1) e a sintese de colageno tipo | comeca assim que
0s osteoblastos comegam a se diferenciar a partir dos seus precurssores; (ii)
formacéo da matriz extracelular, com elevada atividade de fosfatase alcalina e,
por fim, (iii) mineralizacdo da matriz éssea, estagio de maior expressao de
osteopontina e osteocalcina e deposicdo de minerais (Lian & Stein, 1992).

Os resultados obtidos demonstram a diferenciagdo osteogénica das
hASCs quando cultivadas nas matrizes tridimensionais de PHB-HV e em meio
suplementado com SH in vitro. Porém considerando uma aplicacdo clinica
desta matriz de PHB-HV associada as hASCs para regeneracdo 0ssea,
estudos in vivo sdo de extrema importancia.

A biocompatibilidade de um material pode ter grande impacto a curto e
longo prazo na engenharia de tecidos e deve ser levada em consideracdo. Ja
foi descrito que o PHB-HV é degradado in vivo em D-3-hidroxibutirato, um
constituinte normal do sangue humano (Kdse et al., 2003). Neste trabalho foi
mostrado que a implantagdo das matrizes de PHB-HV em ratos desencadeou
uma resposta inflamatoria caracterizada como reacdo de corpo estranho.
Imediatamente apos a implantacdo da matriz de PHB-HV foi observado uma
inflamac&o aguda, progredindo para uma inflamacao crbnica e formagcao do
tecido de granulacéo no local do material implantado. Externamente ao material
foi observada a formacdo de uma capsula fibrosa. Macréfagos e células

gigantes foram observados no interior da matriz porosa.
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Sabe-se que os macrofagos exercem papel fundamental, através da
secrecdo citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas e também enzimas
proteoliticas, como metaloproteinases, responséveis por degradar o material.
Além disso, os macrofagos ativados se fundem em células gigantes
multinucleadas, que contribuem para manutencdo do ambiente pro-inflamatorio
assim como fagocitam as particulas de biomaterial degradado (Anderson et al.,
2008; Van Putten et al., 2013).

Em seguida, o potencial de regeneracdo 0ssea da matriz tridimensional
de PHB-HV cultivada ou ndo com as hASCs foi avaliado e comparado a um
grupo controle onde o local do defeito permaneceu vazio e sem tratamento.

O modelo utilizado foi o defeito 6sseo de tamanho critico na calvaria de
camundongos imunossuprimidos BALB/c nude (atimicos) (Gupta et al., 2008;
Levi et al., 2010). Esse modelo de defeito 6sseo em calvaria de camundongos
€ padrdo para avaliar a osteogénese in vivo. Entretanto apresenta a
desvantagem de avaliar somente a formacao 6ssea intramembranosa em area
de ndo sustentacdo de carga (Alberius & Johnell, 1991), ndo fornecendo
informacdes sobre a regeneracdo de defeitos em o0ssos longos, na qual ocorre
a formacdo éssea endoncondral. Mas este modelo € de grande importancia
visto que o defeito 6sseo de calvaria € um cenario clinico comum na ortopedia
cranio-facial (Gupta et al., 2008).

Além disso, a maioria de estudos para elucidar a biologia das células-
tronco tem sido realizada em modelos murinos, mas geralmente os resultados
obtidos nestes animais nem sempre podem ser extrapolados para humanos.
Um exemplo é a diferenciagdo das ASCs de camungondos em linhagem
osteogénica in vitro, que requer a suplementacdo do meio de cultura com acido
retindico (Wan et al., 2006), enquanto este suplemento ndo é necessario para
diferenciagéo osteogénica de hASCs e sim a dexametasona (Zuk et al., 2001).

Diante dessa e outras diferencas entre os tipos celulares de diferentes
espécies optamos por investigar o papel das hASCs em associacdo com as
matrizes tridimensionais de PHB-HV na regeneracdo 0ssea utilizando modelo
animal de camundongos imunossuprimidos com intuito de evitar qualquer
resposta de rejeicéo do implante pelo hospedeiro. E importante ressaltar que o
modelo animal é amplamente utilizado na pesquisa, devido a sua

disponibilidade e facilidade de manuseio, mas as conclusfes extraidas destes
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estudos ndo podem ser totalmente redirecionadas aos humanos e sim
utilizadas como base para novos estudos.

As hASCs cultivadas na matriz de PHB-HV previamente ao implante
estavam viaveis pré e pos implantacdo, conforme o ensaio de calceina
realizado apos a realizacéo das cirurgias.

Apbs 4 e 12 semanas de implantacdo das matrizes no defeito 6sseo,
pbde-se observar a completa regeneragdo da pele no sitio de sutura. A matriz
de PHB-HV implantada demonstrou possuir propriedades mecanicas suficiente
para substituir o osso removido e integrar ao tecido adjacente, enquanto nos
animais pertencentes ao grupo controle foram observadas fendas Osseas
intensas. As reconstrucdes tridimensionais de p-CT revelaram que apo6s 4 e 12
semanas apods o implante, os defeitos mantiveram seu diametro, sem sinal de
regeneracao no periodo e animais avaliados.

Andlises histolégicas demonstraram uma boa integracdo da matriz de
PHB-HV e PHB-HV+hASCs com o tecido adjacente e 0 0sso nas extremidades
do defeito estava viavel. Ao final de 12 semanas nao foi observada a formacao
completa de novo tecido 6sseo em nenhum dos grupos.

Tanto no grupo PHB-HV e PHB-HV+hASCs péde-se observar a
presenca de células gigantes apds 4 semanas que se tornou mais intensa apés
12 semanas. As células gigantes sdo responsaveis pela fagocitose e
reabsorcdo do biomaterial resultante da resposta do organismo ao corpo
estranho (Anderson et al., 2008; Van Putten et al., 2013). Apesar da presenca
de células gigantes, apos 12 semanas em todos 0S grupos com matriz
tridimensional, ndo houve a completa reabsor¢éo desta matriz.

Ao final de 12 semanas, o grupo PHB-HV apresentou pequenos focos de
formacdo de matriz 6ssea mineralizada. Sem nenhuma evidéncia de tecido
neoformado no grupo PHB-HV+hASCs. Esse resultado demonstra que a
presenca da matriz tridimensional de PHB-HV favoreceu a formacéo do tecido
0sseo novo. Interessante observar que os focos de formacdo 0ssea estavam
localizados proximo a dura mater, suportando a idéia de sinaliza¢do paracrina
da dura mater, favorecendo a formacdo Ossea da direcdo endocranial para
ectocranial como o observado anteriomente por outros autores (Cowan et al.,
2004).
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Estudos demonstraram a capacidade de MSCs em reparar defeitos
0sseos por uma acdo direta, baseado em sua habilidade de gerar
osteoprogenitores e osteoblastos. Mas o potencial de osteogénese dessas
células tem sido favorecido pela introducdo simultdnea de fatores de
crescimento, fatores osteoindutores, sistemas de liberacdo controlada e
manipulacfes genéticas das ceélulas (Jones & Yang, 2011). Além disso, as
MSCs podem favorecer a regeneracao tecidual por uma acéo indireta, efeito
paracrino, através da secrecdo de citocinas e fatores de crescimento (efeito
antiapoptotico, imunoregulatério e estimulo de migracdo de células enddgenas
e angiogénese), com importante papel também na fase inicial da leséo
controlando o processo inflamatoério (Caplan & Dennis, 2006; Jones & Yang,
2011).

O potencial de diferenciacdo in vitro das hASCs em células da linhagem
osteogénica na presenca do SH, foi demonstrada anteriormente neste trabalho.
Além disso, inUmeros estudos foram capazes de demonstrar a capacidade de
hASCs em regenerar defeito ésseo de tamanho critico em calvaria (Cowan et
al., 2004; Fan et al., 2015; Lee et al., 2015; Levi et al., 2010; Qureshi et al.,
2015; Yoon et al., 2007). No entanto, neste ensaio in vivo ndo observamos a
influéncia direta das hASCs juntamente com a matriz tridimensional de PHB-HV
em promover a regeneracao tecidual.

Apesar disso, a contribuicdo inicial das hASCs, implantadas juntamente
com a matriz de PHB-HV, parece ter permitido uma vascularizagdo mais
precoce, observada ap0s 4 semanas de implante neste grupo. Ja foi
demonstrado que as hASCs podem secretar fatores angiogénicos como VEGF,
HGF e bFGF in vitro e in vivo favorecendo a angiogénese (Caplan & Dennis,
2006; Locke et al.,, 2009; Rehman et al.,, 2004). E ap0s 12 semanas a
vascularizacdo em ambos os grupos PHB-HV e PHB-HV+hASCs se igualaram.

As analises por gPCR revelaram um aumento significativo na expressao
de VEGFA apo6s 12 semanas no grupo PHB-HV, o que pode explicar o
aumento na formagdo de vasos observada neste grupo somente apds 12
semanas. Alguns estudos demonstraram que VEGFA além do importante efeito
angiogénico, essencial durante a formacdo Ossea por permitir comunicacao
entre osteoblastos e células endoteliais, exerce também um papel importante

na mineralizacdo em resposta a injaria 0ssea, por estimular migracdo de
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osteoblastos e diferenciacdo, assim como inibir a apoptose destas células
(Behr et al., 2012; Street et al., 2002).

De modo geral, a expressdo de transcritos génicos RUNX2, COL1A1,
ALPL e BGLAP foi baixa apds 4 semanas de implante, aumentando apés 12
semanas, porém estes niveis ainda estavam abaixo do observado no 0sso
normal. De forma intrigante, a presenca da matriz PHB-HV+hASCs parece ter
induzido a expressdo maior desses marcadores ao final de 12 semanas, em
comparacao ao grupo PHB-HV, no qual foram observados alguns focos de
mineralizacao.

Recentemente varios trabalhos tém demonstrado que tanto a resposta
imune inata quanto adaptativa sdo essenciais no reparo de injarias do tecido
0sseo. O processo inflamatério na fase inicial (IL-1, IL-6 e TNFa) é essencial no
recrutamento de células, remocao de tecido necrético e angiogénese (Einhorn
& Gerstenfeld, 2014). No entanto, a influéncia do sistema imune sobre os
osteoblastos ainda € pouco entendida e o papel de linfcitos e citocinas na
biologia dessas células durante reparo de injurias d&sseas continua
desconhecido (Neve et al., 2011). Evidéncias de que envolvimento de células T
€ essencial no controle de reparo de fraturas foram descritas por outros
estudos. Recentemente um estudo utilizando camundongos Ragl™
apresentaram reparo de fratura Ossea prejudicada em relacdo ao reparo
ocorrido em animais imunocompetentes, devido a uma maturacdo e
substituicdo da cartilagem mais lenta e menor mineralizagdo. No entanto, 0s
animais parecem ter recuperado as funcbes mecanicas mais rapidamente que
0s animais imunocompetentes. Além disso, a citocina pré-inflamatéria IL-17F,
secretada por linfécitos Th1l7 parece ser um mediador chave da resposta do
sistema imune na osteogénese, estimulando a maturacdo dos osteoblastos
(Nam et al., 2012).

O camundongo BALB/c nude, possui uma mutacdo no gene Foxnl que
acarreta em auséncia de pelos e timo nesses animais, consequentemente
reduz o numero de linfécitos T maduros e caracteriza-se por uma resposta
imune humoral (IgM) e aumento de células NK (natural killer). Esses animais
sdo amplamente empregados como modelos para transplantes xenogénicos,
incluindo células humanas, estudos de tumores, metastase e de novas terapias

(Belizario, 2009). Modelos para avaliar reparo 6sseo de tamanho critico em
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calvaria (Gupta et al., 2008) e ossos longos (Zwingenberger et al., 2013) foram
estabelecidos para estes animais.

Apesar da diferenciacdo osteogénica das hASCs in vitro ter sido
observada apds 21 dias, em monocamada ou cultivadas na matriz
tridimensional de PHB-HV e que outro estudo que demonstrou que hASCs
associadas a uma matriz polimérica de &acido polilatico-co-glicélico (PLGA)
recoberta com apatita foram capazes de regenerar defeitos de tamanho critico
em calvaria de camundongos imunossuprimidos CD-1 nude ap6s 8 semanas
(Levi et al., 2010), neste trabalho nédo foi observada a regeneracéo éssea.

Os resultados deste estudo sugerem que a matriz de PHB-HV, tanto na
presenca quanto na auséncia de hASCs, parece exercer pequena funcdo na
regeneracdo 6ssea, no entanto, os resultados devem ser cuidadosamente
interpretados considerando que o modelo de camundongo BALB/c nude
utilizado pode ter influenciado negativamente ou retardado o processo de
regeneracao do defeito 6sseo sugerindo a necessidade de prolongar o tempo

de avaliacéo.
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6. Conclusdes

Através deste estudo, foi possivel expandir satisfatoriamente hASCs ex
vivo em meio de cultura suplementado com SH, que além de promover um
aumento na taxa de proliferacdo celular, mantém a estabilidade fenotipica,
genética e funcional dessas células sem nenhuma evidéncia de transformacéo
maligna. Este suplemento é, entdo, adequado para o cultivo celular,
favorecendo que o numero de células vidveis necessario para terapia seja
alcancado em menor periodo de tempo e suportando um transplante seguro e
efetivo para o paciente de acordo com as normas de GMP. Foi possivel ainda
alcancar um fendtipo osteogénico utilizando as hASCs cultivadas na matriz
tridimensional de PHB-HV e meio de cultura osteogénico suplementado com
SH. A matriz tridimensional de PHB-HV, além de possuir uma estrutura
adequada para permitir a colonizacdo celular e diferenciacdo osteogénica
celular, ndo foi toxica para as hASCs e é biocompativel in vivo. No entanto, ndo
foi alcancada uma regeneracdo do defeito 6sseo de tamanho critico realizado
na calvaria de camundongos imunossuprimidos utilizando a matriz de PHB-HV,
em associacao ou ndo com as hASCs. Sugerindo que o tempo de avaliagdo do
reparo pode ter sido insuficiente, principalmente considerando o modelo animal
empregado. Sendo assim, os resultados obtidos neste trabalho de tese e o
conhecimento gerado serdo Uteis tanto para viabilizar a medicina regenerativa

assim como para estudos futuros.
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7. Perspectivas

Diante dos resultados obtidos, pode-se tracar algumas questfes que

precisam ainda ser inverstigadas:

1- Utilizar o pool de soro humano alogénico como alternativa para cultivo de

MSCs para fins terapéuticos.

2- Avaliar a piezoeletricidade da matriz de PHB-HV e sua influéncia no

comportamento das hASCs in vitro e in vivo.

3- Incorporar fatores de crescimento e fatores osteoindutores para favorecer o

potencial de regeneracao 0ssea das hASCs.

4- Avaliar o potencial de regeneracdo 6ssea da matriz tridimensional de PHB-

HV com ou sem hASCs em diferentes modelos animais.
5- Investigar o papel da imunidade celular no processo de regeneracdo 0ssea.

6- Avaliar o potencial da matriz de PHB-HV na regeneracéo de outros tecidos.
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Resumo |

A Sindrome de Sotos € uma disordem neurolégica autossdmica
dominante caracterizada por supercrescimento, acromegalia, anomalias faciais
e dificuldade de aprendizagem associada a outras caracteristicas. Mutacdes e
dele¢Bes no gene NSD1, localizado no cromossomo 5035, é a principal causa
dessa doenca. A maior barreira para se estudar a Sindrome de Sotos é a
inacessibilidade do cortex cerebral. Portanto, a geracdo de células-tronco de
pluripoténcia induzida (iPSCs) oferece uma nova estratégia para modelar
doencas humanas. Assim como a engenharia gendmica, usando o sistema
Cas-CRISPR pode gerar linhagens celulares modificadas para estudos
funcionais. Ambos os sistemas tem potencial aplicacdo na ciéncia bésica,
medicina e biotecnologia. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi estabelecer
modelos da Sindrome de Sotos in vitro. Linfécitos B imortalizados por virus
Epstein Barr (EBV), derivados de pacientes acometidos pela Sindrome de
Sotos (mutacdo frameshift 6450-1insC, exon 22) e doadores normais, foram
reprogramados com uso de vetores epissomais ndo integrativos. Inimeras
coldnias de IPSCs foram geradas e expressaram o marcador de pluripoténcia
TRA-1-60. E o sistema de edicdo de genoma sgRNAs-Cas9n-CRISPR atraveés
da via de reparo de juncao de terminacdes nao homologas (NHEJ) foi capaz de
gerar aproximadamente 35,5 + 0,8% de mutacdes indel em células HEK 293
FT na regido do gene NSD1 (afetado na Sindrome de Sotos pela mutacao
missense 6014G—A, exon 20). Essas duas abordagens representam
estratégias eficientes e promissoras para gerar modelos para estudos in vitro
de doencas genéticas humanas, como a Sindrome de Sotos. Estes modelos
podem ser utilizados para realizacdo de estudos de patogénese e de
desenvolvimento e selecdo de farmacos para o tratamento desta sindrome.
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Abstract |

The Sotos Syndrome is an autosomal dominant neurological disorder
characterized by overgrowth, acromegalic features, facial anomalies and
learning disabilities associated to other features. Mutations and deletions of the
NSD1 gene located at chromosome 5035 are the major cause of this disease.
The major barrier to research Sotos Syndrome is inaccessibility of cerebral
cortex. Therefore the generation of induced pluripotent stem cells (iPSCs) offers
a new strategy for modelling human diseases. As well as the genome
engineering using the CRISPR-Cas system can generate modified cell lines for
functional studies. Both systems have potential application across basic
science, medicine and biotechnology. Thus the aim of this study was to
establish Sotos syndrome models in vitro. Epstein Barr virus (EBV)-
immortalized B lymphocytes derived from Sotos syndrome-patients (frameshift
mutation 6450-1insC, exon 22) and normal donors were reprogrammed with the
use of non-integrating episomal vectors. Several colonies of IPSCs were
generated and expressed the pluripotency marker TRA-1-60. And the genome
editing sSgRNAs-CRISPR-Cas9n system via nonhomologous end joining (NHEJ)
pathway of repair was able to introduce approximately 35.5 + 0.8% of indel
mutations in HEK 293 FT lines at the region of NSD1 gene (affected in Sotos
syndrome by missense mutation 6014G—A, exon 20). These two approaches
represent efficient and promising strategies to generate human genetic disease
models for studies in vitro, as Sotos syndrome. These models can be used in
pathogenesis studies and, development and screening of drugs for this
syndrome.
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I.1. Introducéo

O cortex cerebral é o centro de integracdo e execucdo do sistema
nervoso central dos mamiferos, constituindo mais de 75% do cérebro humano
(Mountcastle, 1998). O cortex cerebral contem 2 classes principais de
neurénios: aproximadamente 80% sdo neurdnios excitatdrios, neurdnios
glutamatérgicos de projecédo gerados por células progenitoras e células-tronco
corticais, enquanto 20% sé&o interneurdnios GABAérgicos que sao gerados fora
e migram para o0 cOrtex durante o desenvolvimento (Wonders & Anderson
2006). Os neurdnios glutamatérgicos de projecdo compde 6 camadas do cortex
adulto e sdo gerados em uma ordem temporal especifica, com os neurdnios da
camada inferior produzidos primeiro e os da camada superior depois
(Mountcastle, 1998). Em camundongos este processo ocorre em
aproximadamente 6 dias e em humanos a neurogénese cortical demora mais
de 70 dias (Shi et al.,, 2012). Uma vez gerados, 0s neurdnios corticais de
projecdo formam microcircuitos entre as camadas corticais (Douglas & Martin
2004).

As células da zona ventricular neuroepitelial constituem a principal
populacdo de células progenitoras e células-tronco priméarias do cortex
cerebral, no entanto, recentemente, outras 2 populacdes de células
progenitoras neuronais foram identificadas em camundongos e humanos:
célula progenitora basal e células tipo glia radial (0RG). O niumero aumentado
de células oRG parecem ter importante contribuicdo no tamanho do cértex
humano, assim como, na diversificacdo dos tipos de neurdnios nas camadas
superiores (Wang et al., 2011).

Apesar do aumento do volume do cérebro estar relacionado ao aumento
das fungbes cognitivas dos animais durante a evolugdo, as alteragOes
patolégicas do tamanho do cérebro, como a macrocefalia em humanos muitas
vezes é acompanhada de reducdo da fungcédo cognitiva (Nguyen & Thomson
2015).

A macrocefalia € definida como um aumento da circunferéncia frontal-
occipital de acordo com a idade (Gooskens et al. 1988; Nguyen & Thomson
2015). E um sintoma comum de diversas condi¢cbes, como hidrocefalias

congénitas, sindrome do X fragil, sindrome de Sotos, sindrome de Wiedemann,
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sindrome de Alexander, doenca de Tay Sachs, osteopetrose, talassemia, e
outras (Nguyen & Thomson 2015; Williams et al., 2008). A macrocefalia
acompanhada de um alargamento do volume cerebral (megalencefalia) € um
dos sintomas de muitas sindromes de etiologia genética associada a um
retardo mental grave, como autismo (Hardan et al., 2001), sindrome do X fragil
(Crawford et al., 2001) e sindrome de Sotos.

A sindrome de Sotos (OMIM * 117550) foi descrita pela primeira vez em
1964 por Sotos et al. (Sotos et al., 1964). E uma disordem neuroldgica,
considerada autossémica dominante, caracterizada por crescimento do cranio
excessivo do estagio pré-natal até a infancia, anormalidades faciais com
caracteristicas acromegdlicas, idade Ossea avancada, dificuldade de
aprendizagem, retardo mental, e ocasionalmente anormalidade cerebral,
convulsdes e outras caracteristicas. A principal causa desta sindrome tem sido
identificada como uma haploinsuficiéncia do gene NSD1 (Nuclear receptor-
binding SET domain-containing 1), na regido 5q35, devido a mutacdes
intragénicas de NSD1, delecdo parcial de NSD1 ou microdeleccdes e
translocacdes cromossdmicas (Kurotaki et al., 2002).

Ja foram identificadas 117 diferentes mutacdes em NSD1, incluindo
delecdes de 1-10 pb, inser¢cdes de 1-17 pb, mutacdes nonsense, mutacdes
frameshift e mutacdes missense. Dentre estas, pode-se citar a mutacao
frameshift (modifica o quadro de leitura dos cédons) 6450-1linsC, com a
insercdo de uma citosina no exon 22 e a mutacdo missense (codifica um
aminoacido diferente) 6014G->A, com a substituicdo de uma guanina por
adenina no exon 20, que ocasiona na codificacdo de uma glutamina no lugar
da arginina na proteina (R2005Q) (Tatton-Brown et al., 2005).

A proteina NSD1 (2686 aminoacidos) contém mdaltiplos dominios
funcionais, incluindo PHD, envolvido na regulacdo da cromatina;, PWWP, seu
papel ainda ndo esta bem estabelecido, mas esta provavelmente envolvido em
interacdes proteina-proteina (Baujat & Cormier-Daire 2007); SET, que confere
atividade histona metil-transferase, ativando positiva e negativamente a
transcricdo génica, dependendo do contexto do promotor do gene alvo
(Wagner & Carpenter 2012); e dois distintos dominios de interacdo com
receptor de horménio nuclear, chamado NID“ E NID'™, permite a proteina

NSD1 interagir com o dominio de ligagdo de receptores de hormonios
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nucleares e assim atuar como co-repressor e co-ativador nuclear (Baujat &
Cormier-Daire 2007; Kurotaki et al. 2002).

Defeito no gene NSD1 além de estar envolvido na patogénese de
doencas como a Sindrome de Sotos, também esta associado aos canceres de
préstata, pulmdo e mama, leucemia mieldide aguda e anemia refrataria
(Rayasam et al. 2003; Wagner & Carpenter 2012).

No contexto da sindrome de Sotos, a haploinsuficéncia de NSD1 induz
um super crescimento devido a atividade co-repressora de genes que
promovem o crescimento (Kurotaki et al., 2002).

Apesar das diferengcas entre células humanas e células animais, os
animais, em especial os camundongos, servem como excelentes modelos para
investigar o desenvolvimento neural.

O gene ortélogo de NSD1 em camundongos (Nsdl) é altamente
conservado com 83% de homologia em nivel de amino&cidos. Foi desenvolvido
um modelo de camundongos da sindrome de Sotos, Df(13)Ms2Dja*", que
carreia uma delecdo de 1,5 Mb no cromossomo 13 equivalente a regido do
cromossomo humano 5035.2-q35.5, com 36 genes conservados entre
camundongos e humanos. No entanto, os animais sdo viaveis, férteis e
indistinguiveis dos animais normais em termos de morfologia facial, cranio e
apresentam crescimento pos-natal reduzido, ndo recapitulando o fendtipo
macrocefalico observado em pacientes portadores da sindrome de Sotos
(Migdalska et al., 2012). Este modelo sugere que os genes Nsdl e NSD1
exercem funcdes diferentes na regulacado do crescimento de camundongos e
humanos.

Diante dessas diferengas fenotipicas entre diferentes espécies, hd uma
crescente busca por modelos de doengas humanas in vitro, que ndo podem ser
estudadas em modelos animais (in vivo).

As células-tronco embrionarias (ESCs), isoladas da massa interna do
blastocisto sdo capazes de diferenciar em células de origem dos trés folhetos
embrionarios, sendo consideradas pluripotentes. Sua descoberta gerou enorme
expectativa para seu uso terapéutico, no entanto, sua capacidade de formar
teratomas e envolvimento em questdes éticas, politicas e religiosas, decorrente
do envolvimento do embrido, tem limitado sua utilizagcdo (Mountford, 2008).
Mas o desenvolvimento das células-tronco de pluripoténcia induzida (iPSCs)
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pode ser uma forma de contornar as limitacdes éticas relacionados as ESCs.
Através da reprogramacéo de células somaticas, por transferéncia nuclear de
alguns fatores de transcricdo (OCT4; SOX2; MYC ou NANOG, KLF4 e LIN28),
€ possivel reverter e alcancar o estado de pluripoténcia das ESCs (Takahashi
& Yamanaka, 2006). Aléem disso, as iPSCs sao células paciente-especificas
fornecendo um modelo inigualavel para se estudar patogénese de doencas em
diferentes backgrounds genéticos, assim como no desenvolvimento e teste de
novas drogas (Bellin et al., 2012; Robinton & Daley, 2012).

Atualmente, inimeros meétodos estdo disponiveis para gerar iPSCs
humanas. Os fatores de reprogramacao podem ser introduzidos nas células
somaticas por métodos integrativos, que geram iPSCs com transgenes
inseridos randomicamente em seu genoma e métodos ndo integrativos, que
geram iPSCs sem transgenes integrados permanente. Os métodos integrativos
podem ser (i) viral, que usam vetores retrovirais (pMXs, pLib ou pMSCV),
lentivirus (derivados de HIV) e (ii) ndo viral, que usam transposons (piggyBac).
Os métodos nao integrativos podem ser (i) viral, gue usam adenovirus e virus
Sendai e (i) ndo viral, que usam vetores epissomais, mMRNAs, micro-RNA e
pequenas moléculas (por exemplo, acido valpréico) (Bellin et al., 2012;
Robinton & Daley, 2012).

Yu et al. descreveram vetores epissomais baseados em oriP/antigeno
nuclear Epstein Barr 1 (EBNA) que através de uma Unica transfec¢cdo sao
capazes de reprogramar fibroblastos em iPSCs. Estes plasmideos néo
necessitam do empacotamento viral e podem ser removidos das células por
cultivo em auséncia de selecao por drogas (Yu et al., 2009).

O uso de iPSCs é atraente, principalmente, para modelagem de doencas
em tecidos que séo particularmente inacessiveis para estudo, como, por
exemplo, coragéo e cérebro. Inumeros protocolos tém descrito a diferenciagéo
de neurdnios, hepatdcitos e cardiomidcitos in vitro (Cheung et al., 2012; Shi et
al., 2012). Dessa forma, a diferenciagdo de iPSCs paciente-especifica tem sido
utilizado recentemente para modelagem da patogénese de diversas doengas
neuroldgicas, como a doenca de Parkinson (Devine et al., 2011), distonia
familiar (Lee et al., 2009), Alzheimer (Yagi et al., 2011), sindrome do X fragil
(Urbach et al., 2010), entre outras. Além disso, ha enormes avancgos para criar

modelos da rede neural ex vivo. Shi et al. desenvolveram um robusto processo
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mimetizando o desenvolvimento cortical humano a partir de hESCs,
viabilizando a modelagem de doencas neuroldgicas (Shi et al., 2012).

Além da reprogramacgdo de células somaticas, o advento de novas
tecnolégicas de edicdo de genoma baseadas em nucleases dedo de zinco
(ZFNs-zinc finger nucleases), nucleases efetoras tipo-ativador de transcricdo
(TALENs-transcription activator-like effector nucleases) e nucleases Cas
associadas a repeticdes palindrobmicas pequenas, regularmente inter-
espacadas, agrupadas (CRISPR-clustered, regularly interspaced, short
palindromic repeats), permitem que mutacdes especificas sejam introduzidas
em células humanas permitindo a modelagem de doencas genéticas assim
como, pode ser utilizada para corrigir mutagdes especificas em linhagens
celulares.

As tecnologias de ZFNs e TALENs promovem quebras na dupla fita
(DSB-double stranded breaks) de DNA em locus especifico através de ligacao
de dominios cataliticos da endonuclease modulada por proteinas ligantes.
Diferentemente, a Cas-CRISPR é uma nuclease guiada por pequenos RNAs
(sgRNASs), que pareiam com o DNA alvo e promovem a DSB (Wood et al.,
2011).

A Cas-CRISPR é um sistema imune adaptativo de microbios que usa
nucleases guiadas por RNA para clivar elementos genéticos estranhos. A
nuclease Cas9, do sistema CRISPR tipo Il derivada de Streptococcus
pyogenes guiada por sgRNAs tem como alvo o DNA que precede o motivo
adjacente protoespacador (PAM-protospacer adjacente motif) 5-NGG,
promovendo DSB aproximadamente 3 pares de bases (pb) upstream a regiao
PAM (Ran et al., 2013; Sternberg et al., 2014).

Apés a DSB, o DNA pode sofrer reparo por duas vias, reparo direto
homdlogo (HDR) de alta fidelidade e ocorre na presenca de um molde de
reparo (oligonucleotideos de DNA fita-simples - ssODNs) ou jungdo de
terminagBes ndo-homodloga (NHEJ) suscetivel a erros e ocorre na auséncia de
molde de reparo. Ambas as vias de reparo podem ser utilizadas na edi¢ao de
genoma com um objetivo especifico. A NHEJ pode ser utilizada para promover
knockout de genes e a HDR é efetiva para promover pequenas edi¢cdes do

genoma, como inser¢cdo de um nucleotideo (Ran et al., 2013).
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A utilizacdo da nuclease Cas9 em células humanas geram um namero
significativo de mutacdes off-target (Fu et al.,, 2013). Dessa forma, a
substituicdo do aspartato por uma alanina (D10A) no dominio RuvC | da Cas9
converte essa nuclease em uma nickase (n) (Cong et al., 2013). A Cas9n com
um par de sgRNAs offset opostos no sitio alvo, favorece o sistema de reparo
via HDR e minimiza mutacdes off-target por cada sgRNA-Cas9n, permitindo

uma edicdo do genoma precisa.
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l.2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Estabelecer modelos da sindrome de Sotos in vitro através da

reprogramacao e edicdo do genoma de células somaéticas.
2.2. Objetivos especificos

- Estabelecer linhagens de iPSCs a partir de linfocitos B-EBV obtidos de

pacientes com sindrome de Sotos e pacientes normais.

- Estabelecer mutacgéo relacionada a sindrome de Sotos em células humanas

através da tecnologia de edicdo de genoma Cas9n-CRISPR.

126



[.3. Material e Métodos

3.1. Meios de cultura celular
3.1.1. Meio de cultura para linfocitos B-EBV

O meio de cultura para linfocitos B-EBV consistiu de RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich) suplementado com 2 mM de L-glutamina (Gibco) e 10% de soro fetal

bovino (SFB) nao inativado (Hyclone).
3.1.2. Meio de cultura para iPSCs modificado

O meio de cultura para iPSCs modificado para linfécitos B consistiu de
DMEM/F12 Glutamax (Gibco), suplementado com 20% knockout serum
replacement (Invitrogen), 1x aminoacidos ndo-essenciais (Gibco), 20 ng/mL de
fator de crescimento de fibroblasto basico (FGFb) (PeproTech), 0,001% de 3-
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), 0,001% de gelatina (Milipore), 5% de meio
hibridoma livre de proteina (Gibco), 0,5 mM de butirato de sodio (Sigma-
Aldrich) e 1 pL de RepSox (Sigma-Aldrich).

3.1.3. Meio de cultura para iPSCs

O meio de cultura para iPSCs consistiu de Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) knockout (Gibco) suplementado com 2 mM de L-glutamina
(Invitrogen), 20% knockout serum replacement (Invitrogen), 1x aminoacidos
nao-essenciais (Gibco), 8 ng/mL de FGFb (PeproTech) e 0,001% de @G-

mercaptoetanol (Sigma-Aldrich).
3.1.4. Meio de cultura basal

O meio de cultura basal consistu de DMEM Glutamax (Gibco)
suplementado com SFB inativado (Hyclone), 1% PenStrep (Gibco) e 0,001% g-

mercaptoetanol (Sigma-Aldrich).
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3.1.5. Meio condicionado por fibroblastos embrionarios de

camundongo (MEFs) — placa de MEFs

MEFs inativados previamente com mitomicina C (1 mg/mL) e mantidos
em nitrogénio liquido foram rapidamente descongelados em banho a 37°C,
ressuspendidos em 10 mL de meio de cultura basal e centrifugados a 200 g por
6 minutos. Os MEFs foram ressuspendidos em meio de cultura basal,
semeados em placas de 6 pocos (previamente tratadas com solucdo de
gelatina 0,01%, por 5 minutos), na densidade de 5x10* células/cm? e
cultivados em meio de cultura basal até a adesdo dos MEFs. Em seguida, o
meio de cultura basal foi substituido por meio de cultura para iPSCs para

producdo do meio condicionado por MEFs.
3.2. Linhagens celulares

A linhagem de linfécitos B-EBV GM19974, normais, foram obtidas de
pacientes clinicamente saudaveis (linfécitos wild type). A linhagem de linfocitos
B-EBV GM19977, com mutacdo 6450-1insC, no exon 22 do gene NSD1, foram
obtidas de pacientes clinicamente afetados pela sindrome de Sotos (linfocitos
mutados). A linhagem de fibroblastos humano GMO00500, normais, foram
obtidos de tecido saudavel de adulto. Todas as linhagens foram adquiridas no
Coriell Cell Repositories, Coriell Institute for Medical Research, USA. As
linhagens foram expandidas e estocadas em nitrogénio liquido de acordo com

os protocolos recomendados pelo Coriell Institute.
3.3. Cultivo dos linfocitos B-EBV

Os linfocitos B-EBV foram descongelados por incubacdo rapida em
banho a 37°C, ressuspendidos em meio de cultura para linfocitos B-EBV e
cultivados na densidade minima de 2x10° células/mL, em garrafas T25 (10-20
mL de meio/garrafa) mantidas na posicao vertical a 37°C, atmosfera umida e
5% CO.,. A cada 3 dias de cultivo, 0 meio de cultura foi trocado. Ao atingir o
platé de crescimento, de aproximadamente 1x10° células/mL, as células foram
subcultivadas. Para o subcultivo, as células eram recolhidas em um tubo 15

mL e centrifugadas a 200 g, por 5 minutos. Em seguida as células eram
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resuspendidas em meio de cultura para linfocitos B-EBV, divididas em novas
garrafas T25 na densidade minima de cultura e cultivados a 37°C, atmosfera
Uumida e 5% CO,. Posteriormente, os linfocitos B-EBV foram utilizados para

producao das iPSCs-paciente especifica.
3.4. Cultivo dos fibroblastos humanos

Os fibroblastos humanos foram descongelados por incubacao rapida em
banho a 37°C, ressuspendidos em 10 mL de meio de cultura basal e cultivados
em garrafas T25 (previamente tratadas com solugéo de gelatina 0,01% por 5
minutos), a 37°C atmosfera umida e 5% CO,. A cada 3 dias de cultivo, 0 meio
de cultura foi trocado. Ao atingir a confluéncia de 80% as células foram
subcultivadas. Para o subcultivo, as células eram lavadas com PBS 0,15 M pH
7,4 (2 vezes), tratadas com tripsina 0,05% acido tetracético etilenodiamidina
(EDTA), por 3 minutos. Em seguida, as células eram ressuspendidas em meio
de cultura basal, divididas em novas garrafas T25 e incubadas a 37°C,
atmosfera umida e 5% CO,. Posteriormente, os fibroblastos foram utilizados
para producao das iPSCs como controle experimental.

3.5. Vetores epissomais

Para reprogramar os linfocitos B-EBV em iPSCs foram utilizados os
seguintes vetores epissomais baseados em EBNA-1/OriP, descritos por Yu et
al. (Yu et al., 2009): pEP4 E02S EN2K (Addgene), que expressa OCT4, SOX2,
NANOG e KLF4; pCEP4-M2L (Addgene), que expressa MYC e LIN28; e pEP4
EO02S ET2K (Addgene), que expressa OCT4, SOX2, SV40LT e KLF4 (Figura I.
1). Como controle experimental foi utilizado o vetor de expressao pCAG-GFP
(Addgene) para expressao de GFP.

Os plasmideos foram expressos em Escherichia coli. Para isso, 1 uL de
plasmideo foi misturado e incubado com 40 pL da bactéria E. coli, em gelo por
30 minutos. Em seguida, sofreram choque térmico a 42°C, por 45 segundos em
thermomixer (Eppendorf) e imediatamente apds isso foram incubados em gelo.
ApoOs o choque térmico adicionou-se 500 pL de meio Luria-Bertani (LB) ao tubo
contendo as bactérias e plasmideos. Os tubos foram incubados, em agitacdo a

37°C por 1 hora. Apoés a incubacéo, um volume de 250 pL da suspenséo de
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Figura I. 1. Vetores epissomais utilizados para reprogramar os linfécitos B-EBV (Yu et al.,
2009). (A) pEP4 E02S EN2K (OCT4, SOX2, NANOG e KLF4); (B) pCEP4-M2L (MYC e LIN28);
(C) pEP4 E02S ET2K (OCT4, SOX2, SVA0LT e KLF4).

bactérias e plasmideos foram plaqueados em LB/agar (contendo carbenicilina a
100 pg/mL) e incubadas overnight a 37°C. Em seguida, selecionou-se 1 colénia
e esta foi expandida para a amplificagdo em pequena escala dos clones
contendo os plasmideos recombinantes em 3 mL de meio LB (contendo
carbenicilina 100 pg/mL) em tubos de 10 mL, por incubacéo a 37°C e agitacéo
a 250 rpm por 8 horas. Apés incubacéao, a cultura foi diluida 1:30 em volume de
50 mL de meio LB (contendo carbenicilina a 100 pg/mL) e incubados overnight
a 37°C sob agitacdo a 250 rpm.

Em seguida, as células bacterianas foram coletadas por centrifugacao a
5000 g e o DNA plasmidial foi purificado utilizando Gene Jet Plasmid Midi-prep
Kit (Thermo Scientific), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Os plasmideos obtidos foram esterilizados por precipitacdo em etanol
para posteriormente serem utilizados na reprogramacao dos linfocitos B-EBV.

Uma aliguota de cada plasmideo (20-40 pg) foi adicionada em um tubo
de 1,5 mL. Acrescentou-se um volume de agua DNAse free, quantidade
suficiente para 100 pL, 10 yL de acetato de sodio 3 M e 100 puL de 2-propanol.
Os tubos foram agitados vigorosamente e em seguida centrifugados a 11000 g,
por 10 minutos. Cuidadosamente o sobrenadante foi removido e adicionado 1
mL de etanol 70%, os tubos foram invertidos inUmeras vezes e centrifugados a
11000 g, por 10 minutos. Os tubos foram abertos somente em cabine de
seguranca, o etanol foi removido cuidadosamente e, esta etapa foi repetida
mais uma vez. Em seguida, os tubos foram mantidos abertos, para evaporacao
total do etanol e em seguida o DNA plasmidial foi ressuspendido em 20 pL de

dgua DNAse free. A concentracdo e pureza (A260:280 razdo>1,8) dos
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plasmideos foi determinada em Nano Vue (GE Health care life sciences). E os

plasmideos foram armazenados a -20°C.
3.6. Reprogramacéo dos fibroblastos humanos

Os fibroblastos humanos foram reprogramados em iPSCs usando o kit
Amaxa Human Dermal Fibroblast-Adult NHDF (Lonza) como controle dos
vetores epissomais. Para a nucleofeccéo, 4x10° fibroblastos humanos foram
ressuspendidos em meio DMEM Glutamax (Gibco), sem o0s demais
suplementos utilizados em cultura e centrifugados a 200 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 100 pL de
solucdo de nucleofeccdo NHDF com a combinacdo de vetores epissomais
(Tabela I. 1). A suspenséo de células foi transferida para cubetas apropriadas,
dispostas no Nucleofector device (Lonza) e submetidas ao programa P-022.
Imediatamente ap6s a nucleofeccdo, as células foram cuidadosamente
transferidas para placa de cultura de 6 pocos, na densidade de 5x10°
células/poco e cultivadas com 2 mL de meio de cultura para iPSCs, a 37°C,
atmosfera umida e 5% CO..

Tabela l. 1. Solucéo de nucleofecc¢ao de fibroblastos humanos

Solucéo Quantidade (1 reacéo)
Solucgéo de nucleofeccdo NHDF 82 uL
Suplemento 18 uL
pEP4 E02S EN2K 0,7 ug
Plasmideos 2 pg pCEP4-M2L 0,8 ug
pEP4 E02S ET2K 0,5 ug
*controle (opcional) pCAG-GFP 2 ug

Apoés 24 horas, a expressao de GFP pelos fibroblastos do grupo controle
foi determinada por visualizacdo em microscopio de fluorescéncia (Nikon) e a
eficiéncia de nucleofec¢cdo calculada. Para o calculo da eficiéncia de
nucleofeccao, imagens de diferentes campos (5 campos) foram capturadas e a
porcentagem de células GFP-positivas em relacdo ao numero total de células
foi determinada, utilizando a ferramenta Cell counter do software Image J

(National Institutes of Health).
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O meio de cultura foi trocado no 2° dia pdés-nucleofeccdo por meio de
cultura para iIPSCs condicionado por MEFs. O meio de cultura foi trocado
diariamente e as culturas monitoradas em microscopio o6ptico para deteccdo de
possiveis colonias de iPSCs. Durante os primeiros 18 dias de cultivo foi

adicionado 0,5 mM de butirato de sédio (Sigma-Aldrich) ao meio de cultura.
3.7. Reprogramacao dos linfécitos B-EBV

Os linfocitos B-EBV foram reprogramados em iPSCs usando o Amaxa
Cell Line Nucleofector Kit V (Lonza) conforme descrito por Choi et al. (Choi et
al., 2011). Para a nucleofeccéo, 1x10° linfécitos B — EBV (wild type e mutados)
foram ressuspendidos em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), sem os demais
suplementos utilizados em cultura e centrifugados a 200 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 100 pL de
solucéo de nucleofeccdo V com a combinacdo de vetores epissomais (Tabela
I. 2). A suspensdo de células foi transferida para cubetas apropriadas,
dispostas no Nucleofector device (Lonza) e submetidas ao programa X-005.
Imediatamente ap6s a nucleofeccdo, as células foram cuidadosamente
transferidas para placa de cultura de 6 pocos, na densidade de 5x10°
células/poco e cultivadas com 3 mL de meio de cultura para iPSCs modificado,

a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,.

Tabela I. 2. Solucdo de nucleofecc¢ao para linfécitos B-EBV

Solucéo Quantidade (1 reacao)
Solucgéo de nucleofeccédo V 82 uL
Suplemento 18 uL
Plasmideos pEP4 E02S EN2K 3,5 ug
10 g pCEP4-M2L 4,0 ug
pEP4 E02S ET2K 2,5 ug
*controle (opcional) pCAG-GFP 10 ug

Apoés 24 horas, a expressao de GFP pelos linfocitos B-EBV do grupo
controle foi determinada por visualizacdo em microscopio de fluorescéncia
(Nikon) e a eficiéncia de nucleofecc¢éo calculada conforme descrito no item 3.6.
A viabiliadade dos linfécitos B-EBV 24 horas pés-nucleofeccéo foi avaliada por
contagem das células com corante Trypan blue (Lonza). Os linfocitos foram
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diluidos em solucdo 0,4% Trypan blue (proporcdo 1:1). E dessa forma, as
células ndo viaveis, coradas em azul e as células viaveis, ndo coradas foram
contadas em hemocitbmetro (HGB) e a porcentagem de células viaveis
determinada.

O meio de cultura para iPSCs modificado foi trocado diariamente, sendo
cuidadosamente removido 50% do meio velho e adicionado 50% de meio novo,
até o dia 9° dia pés-nucleofeccao. A partir deste dia, as células foram coletadas
e transferidas para placas de cultura de 6 pocos com MEFs (previamente
preparada) e cultivadas com meio de cultura para iPSCs (2 mL/poc¢o). O meio
de cultura para iPSCs foi renovado diariamente e as culturas monitoradas em

microscépio Optico para deteccdo de possiveis colénias de iPSCs.
3.8. Imunofluorescéncia TRA-1-60

ApoOs a visualizacdo de possiveis colonias, as culturas provenientes de
fibroblastos e linfocitos B-EBV foram analisadas em relacdo a expressao de
TRA-1-60 para confirmacao da reprogramacéo em iPSCs. Foi utilizado TRA-1-
60 mouse anti-human mAb Alexa Fluor 488 Conjugate Kit for Live Cell Imaging
(Molecular Probes), de acordo com as instru¢des do fabricante. O anticorpo foi
centrifugado a 10000 g por 2 minutos e somente o sobrenadante utilizado. As
células em cultura foram incubadas com o anticorpo, adicionado diretamente
no meio de cultura na diluicdo de 1:50, por 30 minutos a 37°C. Apls a
incubacdo, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas
gentilmente com FluoroBrite™ DMEM (2 vezes por 2 minutos). Em seguida, as
células em meio FluoroBrite™ DMEM foram visualizadas em microscépio de
fluorescéncia (Nikon) e a presenca de colonias de iPSCs foi detectada por
fluorescéncia verde. Em seguida, o meio foi substituido por meio de cultura
para iPSCs e as células incubadas novamente a 37°C, atmosfera Umida e 5%
CO..

3.9. Edicdo do genoma das células HEK 293 FT
O estabelecimento da tecnologia de edicdo de genoma baseada no

sistema sgRNAs-Cas9n-CRISPR para introducdo de mutacdes por inser¢cao ou
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delecéo (indel) no gene NSD1, especifico da mutagdo 6014G—A da Sindrome

de Sotos foi realizada em células HEK 293 FT.
3.9.1. Customizacao dos sgRNAs

Os sgRNAs especificos para introduzir mutacdo indel no locus
NSD1 6014 (Tabela |. 3) foram elaborados através da ferramenta online

CRISPR Desing Tool (http://crispr.mit.edu/). Esta ferramenta utiliza uma

sequéncia de entrada, que consiste no fragmento de DNA gendmico da regido
de interesse, identifica e classifica os potenciais sitios alvo, gerando as
sequéncias de sgRNAs top e bottom de 20 pb upstream a 5-NGG.
Computacionalmente prediz os sitios off-target para cada sitio de interesse.
Para padronizacdo do sistema de edicdo de genoma, foi reproduzido em
paralelo o sistema utilizado para introducdo de mutacdes indel no gene EMX1

(empty spiracles homeobox 1) publicado recentemente (Ran et al., 2013).

Tabela |. 3. Sequéncia de oligonucleotideos para clonagem de sgRNAs e

validacdo
Oligonucleotideos Sequéncia 5’-3

NSD1_6014_sgRNA-top 1 CACCgTAGGACCGAATCATTGATGC
NSD1_6014 sgRNA-bottom 1 AAACGCATCAATGATTCGGTCCTAC
NSD1_6014_sgRNA-top 2 CACCgACTTCCTGAGACCTCTGCTG
NSD1_6014 sgRNA-bottom 2 AAACCAGCAGAGGTCTCAGGAAGTc
EMX1_sgRNA-top 1 CACCgGAGTCCGAGCAGAAGAAGAA
EMX1_sgRNA-bottom 1 AAACTTCTTCTTCTGCTCGGACTCc
EMX1_sgRNA-top 9 CACCgGCCGTTTGTACTTTGTCCTC
EMX1_sgRNA-bottom 9 AAACGAGGACAAAGTACAAACGGCc

U6-Forward (Fwd) GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC

3.9.2. Preparacao das construcdes de expressado sgRNAs

Para gerar as construcbes de expressdo de sgRNAs usamos a
clonagem dos sgRNAs em vetor px330-U6-Chimeric_BB_CBh-hSpCas9n
(Addgene) para co-expressao com Cason.

Os oligonucleotideos para cada sgRNA foram ressuspendidos em agua
ultra pura para uma concentracdo final de 100 pM. Para a fosforilagcdo e
anelamento dos oligonucleotideos de sgRNAs top e bottom, foi preparada uma
mistura com 1 pL de cada sgRNA top e bottom (100 uM), 1 puL de tampéao de
ligacdo T4 10x (Biolabs), 1 uL de T4 PNK (Biolabs) e 6 puL de agua ultra pura.
Em seguida, os oligonucleotideos foram fosforilados e anelados em
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termociclador (Eppendorf) usando os seguintes parametros: 37°C por 30
minutos, 95°C por 5 minutos e resfriamento para 25°C a 5°C por minuto. Os
oligonucleotideos anelados e fosforilados foram diluidos em agua ultra pura a
temperatura ambiente (1:200).

Em seguida cada sgRNA foi clonado em px330-U6-Chimeric_BB_CBh-
hSpCas9n. A reacédo de ligacdo de cada sgRNA foi delineada da seguinte
forma: 100 ng de px330-U6-Chimeric_BB_CBh-hSpCas9n, 2 pL dos
oligonucleotideos de sgRNAs anelados e fosforilados, 2 uL de tampéao Fast
Digest 1x (Thermo Scientific), 1 uL de DTT 10 mM (Promega), 1 yL de ATP 10
mM (Promega), 1 pL de Fast Digest Bsbl (ThermoScientific), 0,5 pL de T7
ligase (Enzimatics) e agua ultra pura em quantidade suficiente para 20 uL de
reacao total foram misturados e incubados por 1 hora em termociclador
(Eppendorf) usando os seguintes parametros, ciclos de 1-6 a 37°C por 5
minutos e 21°C por 5 minutos. Um controle negativo, foi realizado sem a
ligacdo dos oligonucleotideos de sgRNA.

Os plasmideos foram transformados em bactérias E. coli competente
(Stbl3). Um volume de 10 pyL do produto de ligacdo de cada sgRNA foi
adicionado em 500 pL de E. coli, em gelo. Essa mistura foi incubada em gelo
por 10 minutos e, em seguida, submetidas a um choque térmico a 42°C por 30
segundos e imediatamente retornadas ao gelo e mantidas por 2 minutos. Foi
adicionado 1,5 mL de meio Super Optimal Broth (SOB) (contendo carbenicilina
a 100 pg/mL) as bactérias e, estas foram incubadas a 37°C por 30 minutos sob
agitacdo. Em seguida, 700 uL de bactérias foram plagueadas em meio LB/agar
(contendo carbenicilina a 100 pg/mL) e a placa incubada a 37°C overnight. No
dia seguinte, as placas foram inspecionadas em relacdo ao crescimento de
colbnias nas placas com px335-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9n, com insertos
de sgRNAs. Colbnias ndo eram esperadas nas placas com o controle negativo
(px335-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9n, sem o0 inserto de sgRNA). Uma
colénia de cada placa de sgRNA foi selecionada para conferéncia da insercéao
correta do sgRNA. A col6nia selecionada foi coletada e transferida para 3 mL
de meio LB (contendo 100 pg/mL de carbenicilina) e incubada a 37°C sob
agitacao overnight.

Em seguida, o DNA plasmidial foi purificado utilizando o kit Gene Jet
Plasmid Mini-prep (Thermo Scientific), de acordo com as instru¢cbes do
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fabricante. A concentracdo dos plasmideos foram medidas em Nano Vue (GE
Health care life sciences). Para validacdo das sequéncias de plasmideos de
CRISPR, os plasmideos purificados por Mini-Prep foram diluidos em &gua
ultra-pura para um volume de 15 pL e concentracdo de 100 ng/uL e
sequenciadas a partir do promotor U6 usando o primer U6-Fwd (Tabela I. 3)
através de Smart Seq realizado pela Eurofins genomics (UK). Todas as
colonias selecionadas apresentaram a correta insercao da sequéncia de 20
nucleotideos (sgRNA).

Para utilizacdo dos plasmideos na transfeccéo das células HEK 293 FT,

estes foram esterilizados por precipitacdo em etanol, descrita no item 3.5.
3.9.3. Cultura e transfeccéo das células HEK 293 FT

As células HEK 293 FT foram cultivadas em placa de 6 pocos, em meio
de cultura basal a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,. A cada 3 dias de cultivo, 0
meio de cultura foi trocado. Ao atingir a confluéncia de 80% as células foram
subcultivadas, para isso, as células eram lavadas com meio de cultura basal
novo e dissociadas por pipetagem. Em seguida, as células eram divididas em
Nnovos pocos, na proporcdo de 1:4 pocos, e incubadas a 37°C, atmosfera umida
e 5% CO,. Apbs a expansdo celular, 1x10° células/poco foram semeadas em
placas de 24 pocos e cultivadas com 500 pL meio de cultura basal (sem
PenStrep e B-mercaptoetanol) a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,. Apds 72
horas e uma confluéncia de aproximadamente 70%, as células foram
transfectadas com Lipofectamina 2000 (Invitrogen), de acordo com as
instruc6es do fabricante. Uma solucdo de 500 ng de plasmideo foi diluido em
Opti-MEM (Gibco) e uma solucéao de Lipofectamina 2000 2 pL/poco também foi
diluida em Opti-MEM. Em seguida, a solucdo de plasmideo e Lipofectamina
2000 foi misturada na proporcdo de 1:1 e incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente. Um volume de 100 pL da mistura de plasmideo-
Lipofectamina foi adicionada em cada po¢co com células HEK 293 FT. A
transfeccao foi realizada em triplicata de amostras. Além da transfec¢cdo com a
combinacdo de NSD1 6014 _sgRNAs 1 e 2 ou EMX1_sgRNAS 1 e 9 (padrao),
foi realizado a transfeccdo com cada sgRNA, somente px335-U6-Chimeric-BB-

CBh-hSpCas9n e com pCAG-GFP como controles experimentais. As células
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foram incubadas a 37°C, atmosfera umida e 5% CO,, por 3 dias. A eficiéncia
de transfeccdo foi avaliada 24 horas apds a transfeccdo de acordo com o

procedimento descrito no item 3.6.

3.9.4. Extracdo do DNA gendmico

Apo6s 3 dias de transfeccdo, o DNA genbmico das células HEK 293 FT
foi extraido. As células foram dissociadas por pipetagem, recolhidas em tubos
de 1,5 mL e centrifugadas a 200 g por 5 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi completamente removido e descartado e para extracado do
DNA gendmico o pellet de células foi incubado com 50 pL de Quick Extract
solution (Epicenter) a 65°C por 15 minutos, 68°C por 15 minutos e 98°C por 15
minutos sob agitacdo em thermomixer (Eppendorf). A concentragdo do DNA
gendémico extraido foi quantificada em Nano Vue (GE Health care life sciences).

3.9.5. Validacdo da introducdo de mutacdes indel por ensaio de
nuclease SURVEYOR

Este ensaio baseia-se na acdo de uma endonuclease de DNA especifica
para mismatch, esta endonuclease SURVEYOR (S) escaneia mutacdes e
polimorfismos desconhecidos na fita dupla de DNA e cliva o DNA no lado 3"do
sitio de mismatch em ambas as fitas, com alta especificidade nos sitios de

mismatch por substituicdo de base, insercao ou delecao (Qiu et al., 2004).

3.9.5.1. Elaboracédo de oligonucleotideos (primers) para o ensaio
SURVEYOR

Os pares de primers especificos que flanqueia o sitio alvo de acdo do
CRISPR foram desenhados através do programa Primer3 versdo 0.4.0
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Os parametros selecionados no programa
Primer3 para a elaboracé&o dos primers foram: amplificar fragmentos cujo peso
molecular fosse maior que 70 pb apos a clivagem por nuclease S;
apresentasse teor de GC entre 45-60%, ndo apresentasse complementaridade
entre si ou mesmo estruturas secundarias estaveis e deveria estar localizado a
uma distdncia maior que 50 pb externa a regido de possivel insercdo da

mutacdo. Os primers para detectar mutacdo no gene NSD1 foram
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NSD1_6014_Fwd: 5-GAAAGTGGGACAAGCTGCTATT-3'e
NSD1 6014 Reverse (Rev): 5-TAGCAGGGGAAGATGAAAAGAG-3’,
tamanho do fragmento 677 pb. Os primers descritos por Ran et al. foram
empregados para detectar mutacdo no gene EMX1, sendo EMX1-Fwd: 5'-
CCATCCCCTTCTGTGAATGT-3’ e EMX1-Rev: 5-
GGAGATTGGAGACACGGAGA-3’, tamanho do fragmento 639 pb (Ran et al.,
2013).

3.9.5.2. PCR de alta fidelidade

A regido genémica que flanqueia o sitio alvo do CRISPR para cada gene
foi amplificada por PCR de alta fidelidade.

Cada reacao de amplificagéo continha 250 ng de DNA, 200 uM de cada
um dos quatro desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs; dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 300 nM de cada primer (Fwd e Rev), tampéao PCR de alta fidelidade 1X
(Roche), 2,6 U de Expand High Fidelity enzime mix (Roche) e agua ultra pura
em quantidade suficiente para um volume final de 50 pL.

Os ciclos de amplificacdo foram: etapa inicial de desnaturacdo a 94°C
por 2 minutos, seguido por 30 ciclos de: 94°C por 15 segundos (desnaturacéo),
60°C por 30 segundos (anelamento) e 72°C por 45 segundos (extensédo) e uma
Gltima etapa de extensdo foi realizada a 72°C por 7 minutos. Em todas as
reacoes foi feito um controle branco de amplificacdo (NTC- no template control)
para cada par de primers, onde agua estéril foi acrescentada no lugar de DNA.

Os produtos de PCR, em paralelo com marcador de peso molecular (100
pb DNA Ladder; Biolabs), foram aplicados em gel de agarose 1-2% em tampéo
Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X (Invitrogen). A corrida eletroforética foi realizada a
100 volts por aproximadamente 60 minutos em TAE 1X. As bandas foram
reveladas por brometo de etideo a uma concentracédo final de 0,5 yg/mL em
TAE 1x. Os tamanhos dos fragmentos foram visualizados sob luz ultravioleta.

Os produtos de PCR de alta fidelidade foram purificados através do
Gene Jet PCR Purification kit (Thermo Scientific). A concentracdo do produto
de PCR purificado foi quantificada em Nano Vue (GE Health care life sciences)
e normalizadas para uma concentracao final de 25 ng/uL utilizando agua ultra

pura.
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3.9.5.3. Hibridizacéo

Para hibridizacéo, foi adicionado 1,6 uL de tampao Expand High Fidelity
10x, com MgCl, para cada 14,4 uL do produto de PCR (25 ng/uL). As amostras
de células transfectadas com pCAG-GFP foram misturadas com amostras de
células transfectadas com sgRNAs na propor¢cao de 1:1. E um controle foi
realizado utilizando somente amostra controle (pCAG-GFP). Em seguida as
amostras foram hibridizadas em termociclador (Eppendorf) seguindo as

condicBes descritas na (Tabela I. 4).

Tabela I. 4. Condi¢des para hibridizacdo dos produtos de PCR
Ciclo Condicao

1 95°C, 10 minutos

2 95-85°C, -2°C/segundo

3 85°C, 1 minuto

4 85-75°C, -0,3°C/segundo
5 75°C, 1 minuto
6
7
8
9

75-65°C, -0,3°C/segundo
65°C, 1 minuto

65-55°C, -0,3°C/segundo
55°C, 1 minuto

10 55-45°C, -0,3°C/segundo
11 45°C, 1 minuto

12 45-35°C, -0,3°C/segundo
13 35°C, 1 minuto

14 35-25°C, -0,3°C/segundo
15 25°C, 1 minuto

16 25-4°C, -0,3°C/segundo
17 4°C, hold

3.9.5.4. Tratamento com nuclease S

As amostras hibridizadas (360 ng) foram tratadas com 1 pL nuclease S
(IDT), MgCl; (1/10 volume de reacgédo) e 1 pL de enhancer S (IDT), gentilmente
misturadas e incubadas a 42°C por 60 minutos. Apés a incubacdo, uma
solucdo para terminar a reacdo foi adicionada (1/10 volume de reacao),

misturadas e as reacoes visualizadas em gel de poliacrilamida.
3.9.5.5. Visualizacéo e analise do resultado

Os produtos de digestdo pela nuclease S foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida 4-20% gradiente (BioRad) utilizando
tampéo Tris-borato-EDTA (TBE) 1x, pH 8,3 a 100 volts. As amostras correram

em paralelo com o padrdo de peso molecular (100 pb DNA Ladder, Biolabs).
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ApoOs a corrida eletroforética, o gel foi corado com SYBR Gold dye (Molecular
Probes) diluido em TBE 1x, pH 8,3 (1:10), por incubacdo por 30 minutos.

A imagem do gel foi revelada e adquirida através do sistema Odyssey Fc
Imager (Licor) e filtro 600 nm.

A andlise dos resultados baseia-se no aparecimento de 1 banda do
tamanho esperado para o fragmento de amplificacdo pela PCR de alta
fidelidade nas amostras controle, enquanto nas amostras transfectadas com
sgRNAs hibridizadas com o controle, devem aparecer bandas adicionais.
Eventualmente bandas inespecificas podem ocorrer, sendo essencial a
realizacdo do controle para comparacao.

A estimativa de mutagBes indel inseridas é calculada a partir da
intensidade integrada de pixels das bandas reveladas, quantificada pelo
programa Image J (National Institutes of Health). Para determinacao da fracao
de produto de PCR clivado (f.) foi utilizada a seguinte formula: fcut = (b +
c¢)/(a+b+c), na qual, a: intensidade integrada do produto de PCR néo
digerido, b e c: sdo a intensidade integrada de cada produto de clivagem. A

ocorréncia de mutacBes indel pode ser estimada pela seguinte formula

indel % = 100x (1 — /(1 — fcut)).
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l.4. Resultados
4.1. Reprogramacao de fibroblastos humanos em iPSCs

Apo6s a nucleofeccéo, os fibroblastos humanos continuaram viaveis,
aderidos a superficie plastica de cultura e com morfologia fibroblastoide. A
eficiéncia de nucleofeccdo, mensurada pela expressado de GFP, 24 horas apos
o procedimento, foi de aproximadamente 12,71%. No 9° dia apos a
nucleofeccao, péde-se observar, em microscépio éptico, algumas coldnias tipo
iIPSCs aderidas. E no 18° dia, foram observadas mais col6nias tipo iPSCs,

além disso, as colénias observadas haviam crescido (Figura I. 2).

1° dia 9° dia 18° dia

Objetiva 10x

Objetiva 20x

Figura I. 2. Reprogramacéo de fibroblastos humanos em iPSCs. (A) Fibroblastos aderidos e
com morfologia fibroblastéide apds 1 dia de nucleofeccdo. (B) Colénia tipo iPSCs observada
apos 9 dias de nucleofecgéo. (C) Crescimento da colénia no 18° dia. (D-E) Imagens em maior
aumento (20X) das colbnias.

A caracterizagdo das colonias tipo iPSCs, geradas a partir de
fibroblastos humanos adultos, por imunofluorescéncia de células vivas apés 18
dias de nucleofeccéo revelou que estas expressavam o marcador de iPSCs
TRA-1-60 (Figura I. 3) revelando o status de pluripoténcia adquirido pelos

fibroblastos reprogramados.
4.2. Reprogramacdao de linfocitos B-EBV em iPSCs

Os linfécitos B-EBV apresentaram uma viabilidade celular de

aproximadamente 88,88%, apds a nucleofeccdo, com uma morfologia
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TRA-1-60

Figura I. 3. Imagem representativa de uma colénia de iPSCs derivada de fibroblastos humanos
expressando TRA-1-60. (A) Imagem de luz transmitida. (B) Expressdo de TRA-1-60
(fluorescéncia verde). (C) Imagem de sobreposicdo das imagens de luz transmitida e TRA-1-
60.

arredondada e células em suspensdo. A eficiéncia de nucleofeccao,
mensurada pela expressdo de GFP, 24 horas apdés o procedimento, foi de
aproximadamente 3,47%. Os linfocitos B-EBV (wild type e normais) foram
transferidos para placas com MEF no 9° dia de cultivo e, ap6s o 21° dia,
inUmeras e pequenas col6nias tipo iIPSCs puderam ser visualizadas por
microscopia oOptica em ambos os tipos de linfécitos B-EBV reprogramados.
Essas colbnias eram arredondadas e aderidas a superficie plastica de cultura
(Figura 1. 4). Muitos linfécitos B-EBV ainda foram observados em suspensao

nessas culturas.

Linfécitos B-EBV (GM19974) Linfécitos B-EBV (GM19977)

1° dia

10° dia
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Objetiva 10x

21° dia

Objetiva 20x

Figura I. 4. Reprogramacao dos linfécitos B-EBV em iPSCs. (A-B) Linfécitos B-EBV (wild type —
GM19974 e mutados— GM19977) em suspensdo no meio de cultura apés 1 dia de
nucleofeccéo (Aumento 20x). (C-D) Linfécitos B-EBV cultivados em placas com MEFs, 10 dias
apos a nucleofec¢do (Aumento 10x). (E-F) Colénias tipo iPSCs crescendo em ambos os tipos
de culturas reprogramadas, tanto linfécitos GM19974 quanto GM19977 (Objetiva 10x). (G-H)
Imagens em maior aumento das col6nias (Objetiva 20x).

GM19974

TRA-1-60 TRA-1-60 merge

GM19977

TRA-1-60 TRA-1-60 merge

Figura I. 5. Imagem representativa de coldnias de iPSCs derivadas de linfécitos B-EBV
expressando TRA-1-60. (A) Imagem de luz transmitida de colénias de iPSCs derivada de
linfécitos B-EBV wild type (GM19974). (B-E) Expresséao de TRA-1-60 (fluorescéncia verde). (D)
Imagem de luz transmitida de uma col6nia de iPSCs derivada de linfécitos B-EBV mutados
(GM19977). (C-F) Imagem de sobreposicdo das imagens de luz transmitida e TRA-1-60.

A caracterizacdo das colonias tipo iPSCs, geradas a partir de linfocitos

B-EBV wild type e mutados, por imunofluorescéncia de células vivas apés 21
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dias de nucleofeccédo revelou que elas expressavam o marcador de iIPSCs
TRA-1-60 (Figura I. 5) revelando o status de pluripoténcia adquirido pelos
linfécitos B-EBV .

4.3. Introducado de mutacdes indel

As células HEK 293 FT apresentaram uma eficiéncia de transfeccéo
maior que 90%, detectada pela expressdo de GFP ap6s 24 horas de
transfecgao.

A utilizacdo da Cas9n juntamente com EMX1 sgRNA1 e EMX1 sgRNA9
introduziu mutac¢des indel no locus do gene humano EMX1 detectada em gel
de poliacrilamida apés tratamento com nuclease S (Figura I. 6). A nuclease S
detectou a mutacéo introduzida, clivando o segmento de DNA neste ponto, o
que resultou em bandas adicionais (duas entre 200-300 pb e a outra de
aproximadamente 400 pb). A ocorréncia de mutacfes indel foi de 20,7% =+
3,4%.

A
locus EMX1humano
+23 pboffset Ao 1 PAM
5°._ ACCGGAGGACAAAGTACAAACGGCAGAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAGT AGCAGAAGAAGAAGGGC..-3"
A
v
3°..TGGC TCTTCGACCTCCTCCTTCCCGGACTCAGGCTCGTCTTCTTCTTCCCG. .-5°
PAM Alvo 9
B Cas9n - C = + + +
EMX1_sgRNA 1 - - = § s +
EMX1_sgRNA 9 - - - + + +

100bp DNA ladder  +

Ui

Figura I. 6. Edicdo do genoma de células humanas HEK 293 FT - gene EMX1 alvo, como
controle do sistema Cas9n-CRISPR. (A) Representacdo esquematica da dupla clivagem (setas
vermelhas) do locus do gene EMX1 pela Cas9n. (B) Gel representativo da ocorréncia de
mutacdes no gene alvo EMX1 promovido pela Cas9n e o par de sgRNAs.
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A utilizacdo do mesmo sistema Cas9n juntamente com 0s
NSD1 6014 sgRNA1 e NSD1 6014 sgRNA2 desenvolvidos foi capaz de
introduzir aproximadamente 35,5% + 0,8% de mutacdes indel no locus do gene
humano NSD1 6014 detectada em gel de poliacrilamida ap6s o tratamento
com nuclease S. A mutacao foi detectada e por clivagem do segmento de DNA
neste ponto, gerou bandas adicionais (com tamanho entre 300 e 400 pb)
(Figural. 7).

A
locus NSD1_6014 humano
----------- +25 pb offset--——-—-—- Aivo 1 PAM
5°..GAATAGTCAAATTTTAATCCACAGCAGAGGTCTCAGGAAGTCTGATGTGTAGCTTCTTTTGGAATTCTAGGACCEAATCATTGATGCTGGTCCCAAAGGAAACTATGCT. .3
A
v
3"..CTTATCAGTTTAAAATTAGGT ACTACACATCGAAGAAAACCTTAAGATCCTGGCTTAGTAACTACGACCAGGGTTTCCTTTGATACGA..-5”
PAM Alvo 2
B
Cas9n + = = * -
Nsd1_6014_sgRNA 1 - + - + -
Nsd1_6014_sgRNA 2 - - + + -
100bp DNA ladder +
- 677 [)b
B —
Afr—
K] I B

Figura |. 7. Edicdo do genoma de células humanas HEK 293 FT — gene NSD1 alvo. (A)
Representacédo esquematica da dupla clivagem (setas vermelhas) do locus do gene NSD1 pela
Cason. (B) Gel representativo da ocorréncia de mutacdes no gene alvo NSD1 promovido pela
Cas9n e o par de sgRNAs direcionada para regido da mutagao 6014 G—A.
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[.5. Discusséao

A tecnologia de iPSCs tem grande potencial para permitir o estudo da
sindrome de Sotos, pois fornece a oportunidade de gerar células afetadas
pelas mutacdes do gene NSD1 obtidas diretamente de pacientes acometidos
pela doenca.

Os fibroblastos humanos obtidos de pacientes normais foram
reprogramados através de uma Unica nucleofeccdo com a combinacdo de
vetores epissomais EBNA-1/OriP (Choi et al., 2011; Yu et al.,, 2009) dando
origem a colbnias tipo-iPSCs positivas para TRA-1-60 ap6s 18 dias,
confirmando a viabilidade de se utilizar tais vetores.

Os linfécitos B-EBV obtidos de pacientes clinicamente afetados pela
sindrome de Sotos, devido a mutacéo frameshift no gene NSD1 (6450-1insC) e
pacientes normais foram reprogramados em iPSCs através de uma unica
nucleofeccdo com os vetores epissomais EBNA-1/OriP.

Inimeras colbnias tipo-iPSCs apareceram cerca de 21 dias apds a
nucleofeccdo em ambos os tipos de linfocitos B-EBV (wild type e mutados)
utilizados. Uma caracterizacdo preliminar, demonstrou que as colbnias tipo-
IPSCs obtidas eram positivas para TRA-1-60, confirmando o status de
pluripoténcia adquirido por estas células.

A eficiéncia de reprogramacéo néo foi calculada, porém outros trabalhos
indicam uma eficiéncia de reprogramacdo de cerca de 0,002-0,1% para
linfécitos B-EBV (Choi et al., 2011; Rajesh et al., 2011). Portanto, conseguimos
derivar IPSCs paciente-especifica, de grande utilidade para modelar a
corticogénese e estudar os mecanismos desenvolvimentais envolvidos na
sindrome de Sotos.

Para terapia génica, estudos sobre o efeito de variantes genéticas em
processos biolégicos e fenotipo de doencas a engenharia genémica € bastante
atraente.

A Cas9n-CRISPR foi escolhida devido a suas vantagens em relacao as
outras tecnologias (ZNFs e TALENSs) como facil customizacao, alta eficiéncia e
habilidade para facilitar edicdo multiplex do genoma (Ran et al., 2013). Neste
trabalho exploramos essa tecnologia de engenharia genémica, para introduzir

mutacgdes indel no exon 20 do gene NSD1, na mesma regido envolvida com a
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sindrome de Sotos devido a mutacdo missense 6014 G—A, no exon 20
(Tatton-Brown et al., 2005).

A estratégia de utilizar a Cas9n com par de 6014 sgRNAs para
promover a clivagem dupla do DNA mediou NHEJ em alta eficiéncia (35,5% =+
0,8% mutacdes indel formadas on-target ) comparado aos niveis observados
para a mesma estratégia direcionada ao gene EMX1 (20,7% * 3,4% mutacdes
indel formadas on-target) reproduzida de acordo com o estudo de Ran et al.
(24,1% mutacdes indel formadas on-target) (Ran et al., 2013).

Portanto, o par de 6014 sgRNAs 1 e 2 desenvolvidos foram apropriados
para promover DSB no locus do gene humano NSD1. Essa tecnologia &
promissora para futuramente ser utilizada em ESCs humanas com intuito de
inserir as mutacdes especificas da sindrome de Sotos assim como corrigir
essas mutacdes nas iPSCs derivadas de pacientes acometidos, através da
utilizacdo de moldes de reparo durante a edicdo do genoma via HDR. Outros
trabalhos ja demonstraram a possibilidade de correcdo genética de linhagens
celulares in vitro e até mesmo em modelo animal usando a edi¢cdo de genoma
(Long et al., 2014; Ousterout et al., 2013; Wu et al., 2013).
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[.6. Conclusoes

Através deste pequeno projeto de 6 meses foi possivel derivar iPSCs a
partir de linfécitos-EBV que carreiam uma mutacdo frameshift obtidos de
pacientes acometidos pela sindrome de Sotos e de linfécitos-EBV normais.
Assim como estabelecer sgRNAs apropriados para clivar o sitio especifico do
gene NDSL1 relacionado a uma mutacdo missense caracteristica de pacientes
acometidos pela sindrome de Sotos através da tecnologia de Cas9n-CRISPR,
servindo como uma platarforma customizavel para promover engenharia
gendmica. Os modelos estabelecidos constituem a base para realizacdo dos
futuros ensaios na tentativa de se entender e/ou identificar as causas
patogénicas que levam aos fendtipos macrocefalicos usando o sistema de
diferenciacdo cortical in vitro, além de sua utilidade no desenvolvimento de

novos tratamentos e teste de drogas.
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|.7. Perspectivas

Diante dos resultados obtidos, podem se tracar os futuros estudos:

-Caracterizar completamente as colbnias IPSCs geradas, avaliando outros
marcadores de pluripoténcia; analise de cariotipo e formacao de teratoma.

- Avaliar genética e fenotipicamente a estabilidade das iPSCs a longo prazo.
-Derivar iPSCs a partir de linfocitos-EBV obtidos de outros pacientes,
carreando diferentes mutacgdes.

-Estabelecer sgRNAs especificos para outros loci do gene NSD1 associadas a
sindrome de Sotos.

-Introduzir mutacdes especificas da sindrome de Sotos, através de moldes de
reparo em linhagens de hESCs ja estabelecidas.

-Avaliar a estabilidade genética e fenotipica das hESCs apé6s a edicdo do
genoma.

-Reverter as mutagdes caracteristicas da sindrome de Sotos.

-Promover a diferenciacao cortical das iPSCs derivadas e hESCs, carreando
mutacBes da sindrome de Sotos, para estudos do desenvolvimento do cértex
humano e identificar os possiveis mecanismos associados ao fendtipo
macrocefalico da sindrome de Sotos, desenvolvimento de novas terapias e

teste de drogas.
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Human adipose tissue-derived stem cells cultured
in xeno-free culture condition enhance ¢-MYC
expression increasing proliferation but bypassing
spontaneous cell transformation
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Abstract

Introduction: Human adipose tissue-derived stern cells (haA5Cs) are attractive cells for therapeutic applications and
are currently being evaluated in multiple clinical trials. Pricr to their clinical application, ha5Cs must be expanded
ex viver T chtain the required number of cells for transplantation. Fetal bowine serum is the supplement most
widely used for cell culture, but it has disadvantages and itis not safe for cell therapy due to the risks of pathogen
transmissicn and immune reacticn. Furthermore, the cell expansion poses a risk of accumulating genetic abnormalities
that could lead te malignant cell transfermation. In this study, cur aim was te evaluate the proliferation pattern as well
as the resistance Lo spentanecus transformation of haSCs during expansion in a xenc-free culture condition.

Methods: ha5Cs were expanded in Dulbecco’s medified Eagle’s medium supplemented with pocled allogeneic
hurman serum cr fetal bowvine serum to enable a side-by-side comparison. Cell wiability and differentiation capacity
towvard the mesenchymal lineages were assessed, along with immuncphenctype. Ki-67 expression and the proliferaticn
kinetics were irwestigated. The expression of the transcription factors c-FOS and oY C was examined with Westem
blot, and WYC, COKNZA, ERBRZ and TERT gene expression was assessed with quantitative PCR. Senescence was
evaluated by [F-gal staining. Karyotype analysis was perfermed and tumerigenesis assay in vivo was also evaluated.

Results: The haS5Cs expanded in medium with pocled allogeneic human serum did not show remarkable differences
in rorphclcgy, viability, differentiation capadty or immuncphenctype. The main difference cbserved was a
significantly higher prcliferative effect on h&5Cs cultured in pecled allogeneic human serum. There wias no significant
difference in C-FCS expression; however, C-WYC protein expressicn was enhanced in pocled allogeneic human serum
cultures compared 1 fetal bovine serum cultures. Mo difference was chserved in MY and TERT mRMA. levels. Morecwer,
the haSCs presented normal karyotype undergoing senescence, and did not form in vive tumors, eliminating the
possibility that spontanecus immortalization of haSCs had oocurred with pocled allogeneic human serum.

Conclusions: This complete characterization of ha5Cs cultivated in pocled allcgeneic human serum, a suitable
xeno-free approach, shows that pooled allogeneic hurman serum provides a high proliferation rate, which can be
attributed for the first time toe C-MYC protein expression, and showed cell stability for safe clinical applications in
corpliance with goeod manafacturing practice.
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Human Serum is a Suitable Supplement
for the Osteogenic Differentiation of Human
Adipose-Derived Stem Cells Seeded on
Poly-3-Hydroxibutyrate-Co-3-Hydroxyvalerate Scaffolds

Ana Cldudia Chagas de Paula, M Sc.! Alessandra Arcoverde Cavalcanti Zonari, M.Sc.)
Thafs Maria da Mata Martins, B 5c.! Silviene Novikoff, Ph.D.} Alexandra Rodrigues Pereira da Silva, PhD.]
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and Alfredo Miranda Goes, Ph.O!

Human adipose-derived stem cells (hASCs) are currently a point of forus for bone tissue engineering applica-
tions. However, the ex vivo expansion of stem cells before dlinical application remains a challenge. Fetal bovine
serum (FBS) is largely used as a medium supplement and exposes the redpient to infections and immunological
reactions. In this study, we evaluated the osteogenic differentiation process of hASCs in poly-3-hydroxybutyrate-
co-3-hydroxyvalerate (PHB-HV) scaffolds with the osteogenic medium supplemented with pooled allogeneic
human serum (aH5). The hASCs grown in the presence of FBS or aHS did not show remarkable differences in
morphology or immunophenotype. The PHE-HV scatfolds, which were developed by the freeze-drying tech-
nique, showed an adequate porous stucture and mechanical performance as observed by mimro-computed
tomography, scanning electron microscopy (SEM), and compression test. The three-dimensional structure was
suitable for allowing cell colonization, which was revealed by SEM micrographs. Moreover, these scaffolds were
not toxic to cells as shown by 3-{4,5-dimethylthiazol-2-y])-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay. The differ-
entiation capacity of hASCs seeded on scaffolds was confirmed by the reduction of the proliferation, the alkaline
phosphatase (AP) activity, expression of osteogenic gene markers (AT, collagen type I, Rum?, and osteocaldn),
and the expression of bone markers, such as osteopontin, osteocaldn, and collagen type I The osteogenic
capacity of hASCs seeded on PHE-HV scaffolds indicates that this scaffold is adequate for cell growth and
differentiation and that aHS is a promising supplement for the in #ifro expansion of hASCs. In conclusion, this
strategy seems to be useful and safe for application in bone tissue engineering.

Introduction

HERE ARE A larpe number of dinical conditions, such as

avasoular necrosis, infection, skeletal abnormalities, os-
teopoross, trauma, and tumor resection, that involve bene
defects.! In most of these conditions, the intrinsic bore e
generation process is compromised and tissue reconstruction
is necessary o improve the patient's quality of life. The gold
standard treatment is autologous bone grafting,'? Although
the autologous bone is histocompatible and nenimmune-
genic, the process of harvesting the patient’s own tissue has
disadvantages, such as an addiional surgical procedure,

discomiort, and pain. Furthermore, the quantity of tissue that
can be harvested without merbidity to the donor ate is
limited and wsually involves high costs.!®

Tissue engineering, a multidisciplinary field that combines
cells, scaffclds, and prowth and differentiation factors to
develep biclogical substitutes for the restoration, mainte-
nance, or Improvement of tissue function,? is an attractive
science to bypass the limitations of autologous bone grafting.
The scaffolds act as a temporary matrix for cell guidance
and extracellular matrx deposition. Several materials, such
as metals, ceramics, and polymers, have been used. Never-
theless, biodepradable polymers of natural or synthetic
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