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RESUMO

Nery, A.A. PURIFICACAO DE CELULAS TRONCO DE LIPOASPIRADO HUMANO POR
APTAMEROS DE DNA, SEGUIDA DA CARACTERIZACAO DOS FENOTIPOS OBTIDOS DA
DIFERENCIACAO NEURONAL. 2013. 141p. Tese de Doutorado — Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Células tronco mesenquimais de tecido adiposo, s3o uma promissora ferramenta para aplicagdes clinicas em
terapias celular e regenerativa, em vista da facilidade de sua extrag@o e da maior quantidade de células por unidade de
massa de tecido quando comparado a outras fontes classicas de células mesenquimais como medula 6ssea. O protocolo
classico de extragdo e purificagdo dessas células, depende de sua adesdo em plastico e xeno-materiais demandando
muito tempo para ser utilizado por médicos para auxiliar pacientes em procedimentos de emergéncia. Estas células sdo
capazes se diferenciar em diversos tipos celulares, o que as torna boas candidatas para terapia celular, embora sua
capacidade de transdiferenciagdo para fenotipos neuronais seja ainda discutida.

Neste trabalho demonstramos um novo processo para isolar essas células na base de epitopos especificos
expressos (assinatura molecular de superficie) utilizando aptdmeros como ligantes de alta afinidade para estes sitios.
Aptameros, moléculas de DNA simples fita identificadas a partir de uma biblioteca combinatoria de sequencias de
DNA simples-fita foram identificados por ciclos reiterativos de selegdo in vitro (SELEX) utilizando células tronco do
lipoaspirado como alvo. Dois aptameros isolados, denominados APT9 e APTI1I1, foram capazes de identificar
subpopulagdes (15,8 e 23,7% respectivamente) dentre as células tronco mesenquimais (classicamente
CD29'/CD90"/CD45") e separa-las usando nano-particulas magnéticas acopladas aos aptimeros.

Além disso, seguindo uma indugdo para diferenciagdo neuronal, as células tronco mesenquimais passam a
apresentar morfologia neuronal e apresentam expressdo e atividade de diversos receptores de neurotransmissores,
avaliados por PCR real-time ¢ imageamento de variagdes da concentragdo de calcio intracelular apos stimulagdo com
varios agonistas de receptores metatropicos e ionotropicos. Ao longo da diferenciag¢@o, os niveis transcricionais de
mRNA de receptores de cininas (B1 e B2), nicotinicos (alfa 7), muscarinicos (M1, M3 e M4), glutamatérgicos
(AMPA2 e mGluR2), purinérgicos (P2Y1 e P2Y4) e GABAergicos (GABA-A, subunidade 3) e da 6xido nitrico sintase
neural aumentaram quando comparados aos niveis das células ndo diferenciadas, enquanto que os niveis de expressdo
de outros receptores incluindo purinérgicos P2X1, P3X4, P2X7 e P2Y6 ¢ muscarinico M5 diminuiram.

Os niveis de atividade das classes dos receptores estudados, por imageamento de variagdes da concentragao
de calcio intrac, aumentaram para a maioria dos agonistas analisados durante a diferenciagdo neuronal com excecdo
para respostas induzidas por glutamato ¢ NMDA. Células diferenciadas expressavam altos niveis de antigenos
especificos de neuroénios como B3-tubulina, NF-H, NeuN ¢ MAP-2 indicando uma diferenciagdo em fendtipo neuronal
bem sucedida.

Desta maneira, esta tese, ao identificar aptdmeros, prove uma inovadora solugdo para médicos usarem as
células tronco mesenquimais dentro de uma sala de cirurgia, através de um método que ¢é capaz de purificar essas
células em um tempo clinico viavel, com pureza e sem contato com contaminantes. Além disso, nds mostramos aqui
que com um protocolo como o proposto para diferenciagdo neuronal, ndés poderiamos induzir essas células para se
diferenciar em neurénios, através da ativagdo de fatores de transcrigdo especificos, levando as células tronco
mesenquimais a serem possivelmente utilizadas em terapias celulares de reparo neuronal.

Palavras Chave: SELEX, Aptameros, Diferenciagdo neuronal, receptores de neurotransmissores, PCR real-time,
Imageamento de Calcio.



ABSTRACT

Nery, A.A. HUMAN ADIPOSE MESECHYMAL STEM CELL SEPARATION BY DNA
APTAMERS FOLLOWED BY THE CHARACTERIZATION OF THE OBTAINED
PHENOTYPES FROM NEURONAL DIFFERENTIATION. 2013. 141p. Tese de Doutorado —
Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo.

Adipose mesenchymal stem cells are promising tools for clinical applications in cellular and regeneration
therapies, in view of easiness of extraction and higher amount of isolated stem cells per mass of tissue when compared
to other classical mesenchymal stem cell sources including bone marrow. The classical protocol to extract and purify
these cells, depending on plastic adherence and xeno-materials, is too time consuming to be used by physicians to help
patients at emergency procedures. These cells are able to differentiate into various cell types, making them good
candidates for cell therapy, however their capability for transdifferentiation into neural phenotypes is yet discussed.

Here we show a novel process to isolate these cells using their surface molecular signature and aptamers,
ssDNA molecules identified through the SELEX technique, denominated APT9 and APT11 that are able to identify
subpopulations (15,8 and 23,7% respectively) within the mesenchymal stem cells (classically CD297/CD90"/CD45")
and separate them using magnetic nano-particles attached to the aptamers.

Moreover, following induction to neural differentiation, mesenchymal cells presents neuronal morphology
and present expression and activity of several neurotransmitter receptors, as evaluated by real-time PCR and calcium
imaging. During this process, mRNA transcription levels of bradykinin (B1 and B2), cholinergic (alpha 7), muscarinic
(M1, M3 and M4), glutamatergic (AMPA2 and mGlu2), purinergic (P2Y1 and P2Y4) and GABAergic (GABA-A,
subunit 3) receptors and neuronal nitric oxide synthase were augmented when compared to levels of undifferentiated
cells, while the expression levels of other receptors including purinergic P2X1, P2X4, P2X7 and P2Y6 and muscarinic
MS5 receptors were down-regulated.

Activity levels of the studied receptor classes, as studied by calcium imaging, increased for most of the
agonists analyzed during the neuronal differentiation with the exception for glutamate- and NMDA-induced receptor
responses. Differentiated cells expressed high levels of neuron-specific antigens such as f3-tubulin, NF-H, NeuN and
MAP-2, indicating a successful differentiation into neuronal phenotypes.

This thesis, by identifying aptamers, provides a novel solution for physicians to use mesenchymal stem cells
inside a surgery room, by using a method that are able to purify the cells in a clinical viable time, with purity and no
contact with contaminats. Furthermore, we show here that with a protocol as provided for neuronal differentiation, we
could induce these cells to differentiate into neurons, by activating specific transcription factors,making mesenchymal
stem cells to possibly be used in neuronal repair cell therapies.

Key words: SELEX, Aptamers, Neuronal differentiation, neurotransmitter receptors, Real-time PCR, Calcium Imaging.
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COM 20 PARES DE BASE, 0 PROTOCOLO DE MARCAGCAO DO PRIMER FOI FEITO DE ACORDO COM O FABRICANTE DA
ENZIMA T4 QUIINASE (FERMENTAS, THERMO SCIENTIFIC, LA JOLLA, CA), ATRAVES DA REAGAO DE TROCA DO
FOSFATO (EXCHANGE REACTION) TENDO COMO BASE 0 [32P]-T-DATP. 2) BIBLIOTECA SIMPLES FITA MARCADA,
0 PROTOCOLO DE MARCAGCAO DO PRIMER FOI FEITO COM T4 KINASE ATRAVES DA REACAO DE TROCA DO FOSFATO
(FOWARD REACTION) TENDO COMO BASE O [32P]-r-DATP. 3) EXTENSAO DO PRIMER MARCADO COM
BIBLIOTECA NAO MARCADA, A EXTENSAO DO PRIMER FOI APENAS UM UNICO CICLO DE EXTENSAO A 420C POR 5
MINUTOS, SEGUIDO DE UMA EXTENSAO DE 720C POR 10 MINUTOS. O TAMANHO ESPERADO PARA A DUPLA FITA E
DE 80 PARES DE BASE. O EXPERIMENTO FOI FEITO EM GEL NAO DESNATURANTE DE POLIACRILAMIDA 8%. ....... 75

FIGURA 17: PURIFICACAO DA BIBLIOTECA POR ELUICAO DA BANDA CORTADA DO GEL, VISUALIZADA POR
“SHADOWING”. A AREA TRACEJADA INDICA O LOCAL DO CORTE DA BANDA QUE POSTERIORMENTE FOI ELUIDA.
GEL DE ACRILAMIDA 8% DESNATURANTE. ....cueteriesesssssssssssssessssssssessasssssessessesssssessessessesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssases 76

FIGURA 18: A VERIFICAGAO DO PRIMER (1) DA PURIFICACAO DA BIBLIOTECA QUE SE MOSTROU SATISFATORIA (2),
POREM O MESMO NAO ACONTECEU COM A EXTENSAO RADIOATIVA DO PRIMER, COM A BIBLIOTECA NAO MARCADA
(3), MOSTRANDO A NECESSIDADE DE PADRONIZACAO DA REACAO DE PCR PARA PRODUCAO DE AMPLICONS COM
TAMANHO UNICO. 1uvvureeureesseessesssesssassssesssesssessssesssasssessssesssassssesssesssassssesssasssessasesssassssssssesssessssesssasssassasesssassssssssesssnssssssssasssnes 77

FIGURA 19: PADRONIZACAO DOS ADITIVOS PARA PCR, ONDE TEMOS 1M DE BETAINA PARA TODAS AS BANDAS COM
ADICOES CRESCENTES DE DMSO, SENDO 1) 2%, 2) 3%, 3) 4% E 4) 5%. GEL 8% DE ACRILAMIDA NAO
DESNATURANTE. A BANDA DE 80PB REPRESENTA O TAMANHO DETERMINADO PARA A AMPLIFICAGAO DA
BIBLIOTECA E A DE 20PB 0 EXCESSO DE PRIMERS COLOCADO NA REAGAOQ DE TESTE. ...ccomermrerserssesssssessssssssssesenes 77

FIGURA 20: PADRONIZAGAO DA AMPLIFICACAO DAS FITAS COM PRIMER SENSE BIOTINILADO, SENDO 1) AMPLIFICACAO
SEM O TEMPLATE, A FIM DE MOSTRAR QUE NAO TINHAMOS AMPLIFICACAO ENTRE OS PRIMERS EM NOSSAS
REACOES, 2) AMPLIFICACAO COM O0S PRIMERS NORMAIS, 3) AMPLIFICACAO USANDO O PRIMER SENSE
BIOTINILADO. GEL 8% DE ACRILAMIDA NAO DESNATURANTE DE 7CM. ..courermmrerserssssssssesssesssssesssssssssssssssssssssssanes 78

FIGURA 21: PADRONIZAGAO DOS CICLOS DE AMPLIFICAGAO. A - AMPLIFICAGOES DE BIBLIOTECA NAO RADIO
MARCADOS, FEITOS EM INTERVALOS DE 5 CICLOS DE PCR (0, 5,10, 15, 20, 25 E 30). B - O GRAFICO MOSTRA A
QUANTIFICACAO DAS BANDAS PRESENTES NO GEL ONDE AS AMPLIFICACOES NAO FORAM RADIO MARCADAS,
FEITAS A PARTIR DO SOFTWARE IMAGE] (U. S. NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, BETHESDA, MARYLAND,
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USA). C - O PAINEL DA DIREITA MOSTRA AS AMPLIFICAGOES DE BIBLIOTECA RADIO MARCADAS, FEITOS EM
INTERVALOS DE 3 cIcLos (0, 3, 6,9, 12, 15 E 18). D ~QUANTIFICAGAO DAS BANDAS PRESENTES NO GEL ONDE
AS AMPLIFICACOES FORAM RADIO MARCADAS, FEITOS EM INTERVALOS DE 3 CICLOS PARA MOSTRAR A
INCORPORACAO DE NUCLEOTIDEOS RADIO MARCADOS. OS EXPERIMENTOS FORAM ANALISADOS EM GEL 8% DE
ACRILAMIDA NAO DESNATURANTE DE 7CM. cuuvuueetnerunssssessnssssssssessanssssesssssssssssssasssssessssssssssssssssessassssssssssssasssssessasssseses 79
FIGURA 22: A - SEPARAGAO DAS FITAS POR GEL 8% DE ACRILAMIDA DESNATURANTE DE 21CM, ONDE TIVEMOS UMA
SEPARAGAO SATISFATORIA DAS BANDAS PARA QUE A BANDA INFERIOR FOSSE ELUIDA E PURIFICADA PARA A
UTILIZACAO NOS CICLOS DE SELEGAO. 1 — FITA BIOTINILADA, 2 — BIBLIOTECA SIMPLES FITA. B — CINTILAGAO
DOS SOBRENADANTES ORIUNDOS DA ELUIGAO DAS BANDAS 1 E 2 DO GEL DE SEPARAGAO, APOS A INCUBACAO COM
RESINA DE ESTREPTAVIDINA-AGAROSE. AS BARRAS INDICAM O DESVIO PADRAO MEDIO DE 3 EXPERIMENTOS....80
FIGURA 23: AMPLIFICAGAO INICIAL DA BIBLIOTECA, ONDE ALGUMAS AMPLIFICAGOES FORAM FEITAS NA PRESENCA DE
A”P-DATP. MOSTRAMOS EM GEL DE ACRILAMIDA 8% A VISUALIZAGAO DE MASSA OBTIDA PARA CADA
AMPLIFICAGAO (GEL A ESQUERDA), ASSIM COMO MARCAGAO RADIOATIVA DE CADA BANDA (GEL A DIREITA). AS
AMPLIFICAGCOES FORAM REALIZADAS ATRAVES DE 20 CICLOS CONTENDO OS NUCLEOTIDEOS RADIO-MARCADOS,
NOS LEVANDO A PRODUCAO DE BOA QUANTIDADE DE MASSA E COM MUITA MARCAGAO RADIOATIVA (A E D), AS
AMPLIFICACOES NAO RADIO MARCADAS APRESENTAM MAIOR QUANTIDADE DE MATERIAL AMPLIFICADO, POREM
COM NENHUMA MARCAGAO RADIOATIVA (B E E) E FINALMENTE A MISTURA DOS DOIS PCR NA PROPORGAO DE
1:5 DE PCR DE RADIO MARCADO PARA PCR NAO RADIO MARCADO, APRESENTA MASSA E MARCAGAO RADIOATIVA
PARA SEREM UTILIZADAS DURANTE AS SELECOES(C E F). rouietrierrerrrcenneessetsssesssssesssssssssssssssssssse s sssssssssssssssssssssssnns 81
FIGURA 24: A - DETERMINACAO DA PORCENTAGEM DE BIBLIOTECA MARCADA COM A32-DATP LIGADA A CADA UM DOS
PASSOS DURANTE O PRIMEIRO CICLO. NESTE CICLO DE SELECAO DOS 8,4MM DE BIBLIOTECA QUE INICIARAM A
SELECAO CONTRA CELULAS DO PACIENTE 1, APENAS 20% SE MANTEVE LIGADO AO FINAL DO PROCESSO DE
SELEGAO (ELIMINACAO DE 80% DAS SEQUENCIAS) QUE TRANSCORREU CONTRA 5X10° CELULAS TRONCO
MESENQUIMAIS EM UMA GARRAFA DE CULTURA DE 25CM2. B — DETERMINAGAO DA PORCENTAGEM DE
BIBLIOTECA MARCADA COM A32-DATP LIGADA A CADA UM DOS PASSOS DURANTE O SEGUNDO CICLO. NESTE CICLO
DE SELECAO CONTRA CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS DO PACIENTE 2, TINHAMOS 1,0uM DE BIBLIOTECA QUE
FOI INCUBADO NA SELEGAO, ONDE APENAS 2,3% NAO FOI RETIRADO DURANTE O PROCESSO (ELIMINAGAO DE
97,7% DAS SEQUENCIAS) QUE TRANSCORREU CONTRA 5X105 CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS EM UMA
GARRAFA DE CULTURA DE 25CM2, C - DETERMINAGAO DA PORCENTAGEM DE BIBLIOTECA MARCADA COM A32-
DATP LIGADA A CADA UM DOS PASSOS DURANTE O TERCEIRO CICLO. NESTE CICLO TIVEMOS A SELEGAO CONTRA
CELULAS NAO-TRONCO DO PACIENTE 3 ONDE TIVEMOS 1,2UM DE BIBLIOTECA INCUBADAS NA SELECAO, 81,7%
NAO SE LIGOU AS CELULAS, A SELECAO OCORREU CONTRA 5X10° CELULAS NAO-TRONCO, ORIUNDAS DO
SOBRENADANTE POS EXTRACAO DE UMA PLACA DE CULTURA DE 100MM. D — DETERMINAGAO DA PORCENTAGEM
DE BIBLIOTECA MARCADA COM A32P-DATP LIGADA A CADA UM DOS PASSOS DURANTE O QUARTO CICLO. NESTE
CICLO CADA TIVEMOS A SELEGAO CONTRA CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS DO PACIENTE 3. DE 1uM DE
BIBLIOTECA QUE ENTRARAM NA SELECAO, 63,5% NAO SE LIGOU AS CELULAS E OBTIVEMOS UMA ALTA TAXA DE
LIGACAO NAS CELULAS, DE 36,5%. A SELECAO OCORREU CONTRA 5X105 CELULAS MESENQUIMAIS EM UMA
GARRAFA DE CULTURA DE 25CM2. E - DETERMINACAO DA PORCENTAGEM DE BIBLIOTECA MARCADA COM A32-
DATP LIGADA A CADA UM DOS PASSOS DURANTE O QUINTO CICLO. NESTE CICLO TIVEMOS A SELECAO CONTRA
CELULAS MESENQUIMAIS DO PACIENTE 4. DE 1uM DE BIBLIOTECA QUE ENTRARAM NA SELECAO, 97% NAO SE
LIGOU AS CELULAS E OBTIVEMOS 3% DE LIGAGAO AS CELULAS. A SELECAO OCORREU CONTRA 5X105 CELULAS
TRONCO MESENQUIMAIS EM UMA GARRAFA DE CULTURA DE 25CM2, CONTENDO 100MG/ML DE T-RNA DE
LEVEDURA COMO COMPETIDOR INESPECIFICO. OS GRAFICOS MOSTRA % CPM RELATIVO A SOLUGAO DE
INCUBAGAO CONTENDO A BIBLIOTECA DE DNA RADIO MARCADA COM A32-DATP, 14.LVG — VALOR REFERENTE AO
SOBRENADANTE NA PRIMEIRA LAVAGEM COM TAMPAO DE SELEGAO, AS LAVAGENS SUBSEQUENTES TAMBEM SAO
REPRESENTADAS NOS GRAFICOS, FENOL — VALOR REFERENTE AO %CPM RETIDO NA FASE ORGANICA DA
EXTRAGAO POR FENOL, CLOROF — VALOR REFERENTE AO % CPM RETIDO NO CLOROFORMIO. ....oveurrrnerrrnnessennens 83
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FIGURA 25: ESPECIFICIDADE DAS BIBLIOTECAS R10 E BR3 NA LIGAGAO EM CELULAS MESENQUIMAIS ESTUDADOS POR
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA PARA APTAMEROS MARCADOS COM 6FAM (FITC). FORAM UTILIZADOS
CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS SEM MARCACAO DE APTAMEROS (CNT - ) PARA VERIFICACAO DE
AUTOFLUORESCENCIA. HEMACIAS FORAM MARCADAS COM A BIBLIOTECA R10-6FAM PARA VERIFICAR A
MARCAGAO INESPECIFICA DA BIBLIOTECA EM UM TIPO CELULAR DIFERENTE DA QUE FOI ALVO DAS SELECOES. POR
FIM, AS CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS FORAM MARCADAS TANTO COM AS BIBLIOTECAS R10 E BR3
ACOPLADAS A 6FAM PARA VERIFICAGAO DA MARCAGAQ DAS MESMAS. «..oueeermressmmessssssssmesssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 86

FIGURA 26: PADRONIZAGAO DAS MARCACOES DAS CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS EM CITOMETRIA DE FLUXO
INCLUINDO EVENTOS NAO CELULARES. NA PARTE DOS CONTROLES, FIZEMOS A SELECAO DA REGIAO COM OS
EVENTOS CELULARES, LIVRES DE DOUBLETS E DE RESTOS CELULARES, COMO MEMBRANAS, ESSA REGIAO (GATING)
DENOMINAMOS “CELULAS” ONDE APROXIMADAMENTE 74% DOS EVENTOS CORRESPONDIAM A CELULAS (™). A
PARTIR DA DETERMINAGAO DESSA REGIAO AVALIAMOS A MARCAGAO DE NOSSAS CELULAS PARA CD29,
CONSIDERANDO TODOS OS EVENTOS ATINGIMOS 90% DE MARCAGAO(™) E 74% DOS EVENTOS “CELULAS”
SENDO MARCADOS (M). O MESMO SE SEGUIU PARA A MARCAGAO PARA CD90 OCORRENDO A MARCAGAO DE 75%
TODOS 0S EVENTOS (™) E DOS EVENTOS DENTRO DO GATING “CELULAS” DE 65% (M). PARA O TESTE DA
MARCAGAO DAS CELULAS POR APTAMEROS, PARA R12 E BR5 TIVEMOS A MARCAGAO DE 13% E 19%,
RESPECTIVAMENTE, PARA TODOS 0S EVENTOS (M) E 9% E 12%, RESPECTIVAMENTE, PARA POPULAGAO DE
CELULAS (M). PARA A VERIFICAGAO POR ANALISE DE HISTOGRAMA AO INVES DO DOT PLOT ATINGIMOS A
MARCAGAO DE 11,6% PARA R12 E 12,2% PARA BR5, EM AMBOS 0S CASOS, DELIMITANDO UM SEGUNDO PICO
DE MARCACAO BEM EVIDENTE. OS ANTICORPOS SECUNDARIOS PARA CD29 E CD90, ESTAVAM ACOPLADOS A PE-
CY5 (FL3) E APC (FL4) RESPECTIVAMENTE, ENQUANTO 0S APTAMEROS ESTAVAM MARCADOS COM 6-FAM

FIGURA 27: DEFINICAO DA POPULAGAO DE APTAMEROS LIGADOS A CTM. NO PAINEL DOS CONTROLES, FILTRAMOS OS
EVENTOS QUE FICARAM DENTRO DO GATE DEFINIDO ANTERIORMENTE E MOSTRAMOS QUE ELIMINAMOS
QUAISQUER TRACOS DE AUTOFLUORESCENCIA. OBSERVAMOS QUE 95% DOS EVENTOS SA0 CD29+ E 85%
CD90+ APOS A APLICACAO DO GATING. NO PAINEL DAS BIBLIOTECAS R12 E BR5 OBSERVAMOS A MARCAGAO DE
SUBPOPULAGOES QUE SE DESLOCAM NO EIXO DE FL1, SUGERINDO QUE NAO FOI TODA A POPULAGAO DE CELULAS
QUE GANHOU FLUORESCENCIA DE MANEIRA INDISCRIMINADA. ASSIM 0S VALORES DE 12% E 20% PARA R12 E
BR5, RESPECTIVAMENTE, DEMONSTRAM UMA MARCAGAO DE UM SUBGRUPO DE CELULAS DENTRO DA POPULAGAO
ATE ENTAO DENOMINADA CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS. OS ANTICORPOS SECUNDARIOS PARA CD29 E
CD90, ESTAVAM ACOPLADOS A PE-CY5 (FL3) E APC (FL4) RESPECTIVAMENTE, ENQUANTO 0S APTAMEROS
ESTAVAM MARCADOS COM 6-FAM (FL1)..ccviiiiensirsiesissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 89

FIGURA 28: MARCACAO DE CELULAS MESENQUIMAIS PARA CD29, CD90 E R12. PAINEL SUPERIOR MOSTRA A
MARCAGAO DOS EVENTOS DENTRO DO GATE CELULAS E SUAS PORCENTAGENS DE MARCAGAO PARA CD29/CD90
E R12, ENQUANTO NO PAINEL INFERIOR MOSTRAMOS A MARCAGAO DE TODOS OS EVENTOS R12+ E SUAS
PORCENTAGENS QUANDO CONSIDERADOS AS CO-MARCAGCOES PARA R12/CD29, R12/CD90,
R12/CD29/CD90 E APENAS R1Z. ..ottt ssssssssssssssssss st s sssssssssss st ssssssssssssssans 90

FIGURA 29: MARCACAO DE CELULAS MESENQUIMAIS PARA CD29, CD90 E BR5. PAINEL SUPERIOR MOSTRA A
MARCAGAO DOS EVENTOS DENTRO DO GATE CELULAS E SUAS PORCENTAGENS DE MARCAGAO PARA CD29/CD90
E BR5, ENQUANTO NO PAINEL INFERIOR MOSTRAMOS A MARCAGAO DE TODOS OS EVENTOS BR5+ E SUAS
PORCENTAGENS QUANDO CONSIDERADOS AS CO-MARCAGOES PARA BR5/CD29, BR5/CD90,
BR5/CD29/CD90 E APENAS BRO5....ooeriittsnssssss s ssssssss st ssssssssssssssssssssssnns 91

FIGURA 30: PROVA DE CONCEITO DA PURIFICACAO DE CELULAS TRONCO POR SEPARACAO MAGNETICA COM A
UTILIZACAO DE APTAMEROS. E POSSIVEL VERIFICAR QUE APOS A PRIMEIRA TROCA DE MEIO, A FIM DE ELIMINAR
AGLOMERADOS DE PARTICULAS MAGNETICAS E RESTO CELULARES EM TODAS AS CULTURAS, A DIFERENGCA ENTRE
AS CELULAS QUE PASSARAM PELA PURIFICAGAO COM APTAMEROS E PRINCIPALMENTE DELIMITADA PELA PUREZA
DA CULTURA (BR5 E R12) ENQUANTO QUE NAS CELULAS NAO PROCESSADAS, MESMO APOS A TROCA DE MEIO
CONTINUA A CONTAMINAGAO POR ERITROCITOS E OUTROS POSSIVEIS TIPOS CELULARES, SENDO QUE E POSSIVEL
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VISUALIZAR AO FUNDO A CULTURA CELULAR EM DESENVOLVIMENTO. AS TAXAS DE IMUNOMARCACAO PARA
CD29 E CD90 APOS AS PURIFICACOES, FORAM SEMELHANTES A POPULAGAO PURIFICADA PELA METODOLOGIA DE
PROCESSAMENTO DO LIPOASPIRADO (DADO NAO MOSTRADO)...courrrmmersrssssssesssssssssesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssnes 93
FIGURA 31: PAINEL DE SEQUENCIAS PRESENTES NAS BIBLIOTECAS R12 E BR5. AS SEQUENCIAS EM NEGRITO SAO
AQUELAS QUE APRESENTARAM UM INDICE DE PRESENGA SIMILAR NAS DUAS BIBLIOTECAS ANALISADAS. NA
COLUNA FREQUENCIA TOTAL DEMONSTRAMOS O NUMERO DE VEZES QUE CADA MOLECULA APARECE TANTO EM
R12 QUANTO EM BR5, EM SEGUIDA A CONSERVACAO (%) E UM VALOR MEDIO DA PORCENTAGEM DA VARIACAO
DA SEQUENCIA DENTRO DAS REPETICOES ENCONTRADAS E FINALMENTE O INDICE DE PRESENCA QUE E O
RESULTADO DA DIVISAO ENTRE O NUMERO DE VEZES QUE A SEQUENCIA APARECEU EM BR5 POR R12, ASSIM SE A
MOLECULA APARECESSE DE MANEIRA SIMILAR EM AMBAS AS BIBLIOTECAS ELA TERIA UM INDICE DE PRESENCA
PROXIMO DE 1, SENDO QUE CONSIDERAMOS APROXIMADAMENTE DE 0,5 A 1,5 PARA CRITERIOS DE
INVESTIGACAO. OS FRAGMENTOS DE DNA AQUI ANALISADOS, CORRESPONDEM AS REGIOES RANDOMICAS DAS
BIBLIOTECAS R12 E BRB. .ottt ss s b s s 94
FIGURA 32: CLASSES DE SEQUENCIAS PRESENTES NAS BIBLIOTECAS R12 E BR5. AS SEQUENCIAS EM NEGRITO SAO
AQUELAS QUE APRESENTARAM UM INDICE DE PRESENGA PROXIMO NAS DUAS BIBLIOTECAS ANALISADAS.
PERCEBE-SE QUE NO ALINHAMENTO POR SIMILARIDADE, 5 CLASSES DE APTAMEROS FORAM IDENTIFICADAS (1, I1,
I11, IV E V) E MAIS QUATRO SEQUENCIAS FICARAM EVIDENCIADAS, DUAS COM INDICES DE PRESENGA ENTRE 0,5 E
1,5 QUE NAO TIVERAM SIMILARIDADE COM NENHUMA OUTRA (SEQ27 E SEQ28 RESPECTIVAMENTE) E DUAS
SEQUENCIAS QUE TIVERAM O MAIOR E O MENOR {NDICE DE PRESENCA, INDICANDO FORTE PRESENCA EM BR5 E
R12 RESPECTIVAMENTE, OU SEJA, ESSAS DUAS SEQUENCIAS APRESENTARAM, PROVAVELMENTE DEVIDO AO
METODO EMPREGADO NA SELECAO, MAIOR FITNESS SELETIVO EM UMA METODOLOGIA DO QUE EM OUTRA,
TORNANDO-SE ESSENCIAL INVESTIGARMOS ESSA PECULIARIDADE. EM AZUL E POSSIVEL VERIFICAR QUAIS
SEQUENCIAS FORAM SELECIONADAS PARA SER CARACTERIZADAS COM APTAMEROS ISOLADOS, QUE POR SUA VEZ
RECEBERAM 0S NOMES DE APT1-32 DE ACORDO COM O PROCESSO DE ALINHAMENTO DESCRITO ACIMA............ 95
FIGURA 33: PADRONIZAGAO PARA EXPERIMENTOS COM APTAMEROS ISOLADOS. PARA A REGIAO “CELULAS” (M)
APROXIMADAMENTE 95% DOS EVENTOS CORRESPONDIAM A CELULAS. A PARTIR DA DETERMINAGAO DESSA
REGIAO AVALIAMOS A MARCACAO DE NOSSAS CELULAS PARA CD34, CONSIDERANDO TODOS 0S EVENTOS (™)
TIVEMOS 0,11% DOS EVENTOS SENDO MARCADOS. O MESMO SE SEGUIU PARA MARCACAO PARA CD45, ONDE,
CONSIDERANDO TODOS 0S EVENTOS (™) TIVEMOS 0,10% DOS EVENTOS SENDO MARCADOS. PARA A MARCACAO
PARA CD90 ONDE TIVEMOS A VERIFICAGAO DA MARCACAO DE TODOS 0S EVENTOS (™) COM MARCACAO DE
96,8% DOS EVENTOS, ASSIM COMO APENAS 0S EVENTOS CELULARES (M) COM MARCACAO DE 91,2% DOS
EVENTOS. PARA O TESTE DA MARCAGAO DAS CELULAS POR APTAMEROS TIVEMOS A MESMA CONSIDERACAO ONDE
PARA O “POOL” DE APTAMEROS E O CONTROLE NEGATIVO CNT1, TIVEMOS A MARCACAO DE 10% E 3,83%),
RESPECTIVAMENTE, PARA TODOS 0S EVENTOS (M) E 8,79% E 2,61%, RESPECTIVAMENTE, PARA 0S EVENTOS
CELULARES (H). PARA A VERIFICACAO POR ANALISE DE HISTOGRAMA AO INVES DO DOT PLOT TIVEMOS A
MARCACAO DE 8,8% PARA 0 “POOL” DE APTAMEROS E 2,6%0 PARA CNT 1. ....crerereeereeeteesetee e tessessesesssseesenes 97
FIGURA 34: CARACTERIZAGAO POR CITOMETRIAS DE FLUXO COM APTAMERO 1. PARA 0S EXPERIMENTOS
CONSIDERAMOS APENAS 0S EVENTOS “CELULAS” (M). NO PAINEL CNT- SAO 0S EXPERIMENTOS DE
DETERMINACAO DOS PERFIS DE MARCAGAO SEM NENHUM ANTICORPO OU APTAMERO, ASSIM COMO NO SEGUNDO
PAINEL CD90/CD34/CD45 TEMOS A PADRONIZACAO DE MARCAGAO PARA ESSES MARCADORES, ONDE CD34
(™) ECD45 (W) SA0 LOCALIZADOS NO MESMO PAINEL, TENDO COMO EIX0 FL-2. ISSO OCORREU POIS O PAINEL
COM EIXO FL-2 REPRESENTA 2 EXPERIMENTOS, UM COM MARCAGAO PARA CD34 E OUTRO COM MARCAGAO PARA
CD45, EVITANDO REPETICAO DE RESULTADOS NEGATIVOS NA FIGURA, UMA VEZ QUE AMBOS NAO
APRESENTAREM MARCAGAO PARA AS CTM. A MARCAGAO PARA CD90 (M) FoI DE 98,0%. ASSIM TIVEMOS
CARACTERIZADAS CADA UMA DAS CLASSES DE APTAMEROS ENCONTRADAS NOS SEQUENCIAMENTOS, ONDE
PODER{AMOS AVALIAR QUAIS DELAS TERIAM UMA MAIOR EFICIENCIA EM MARCAR SUBGRUPOS CELULARES. ASSIM
TINHAMOS CELULAS QUE ACABARAM MARCADAS APENAS POR CD90 (M) E APTX/CDO0 (). ...ccovrverrerrrrerenes 99
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FIGURA 35: CARACTERIZAGAO POR CITOMETRIAS DE FLUXO COM APTAMEROS ISOLADOS PARA 0S EXPERIMENTOS
CONSIDERAMOS APENAS 0S EVENTOS “CELULAS” (M). NO PAINEL CNT- SAO OS EXPERIMENTOS DE
DETERMINAGAO DOS PERFIS DE MARCAGAO SEM NENHUM ANTICORPO OU APTAMERO, ASSIM COMO NO SEGUNDO
PAINEL CD90/CD34/CD45 TEMOS A PADRONIZAGAO DE MARCAGAO PARA ESSES MARCADORES, ONDE CD34
(™) E CD45 (M) SAO0 LOCALIZADOS NO MESMO PAINEL, TENDO COMO EIXO FL-2, UMA VEZ QUE AMBOS NAO
APRESENTAREM MARCAGAO PARA AS CTM. A MARCAGAO PARA CD90 (M) FoI DE 98,0%. ASSIM TIVEMOS
CARACTERIZADAS CADA UMA DAS CLASSES DE APTAMEROS ENCONTRADAS NOS SEQUENCIAMENTOS, ONDE
PODERIAMOS AVALIAR QUAIS DELAS TERIAM UMA MAIOR EFICIENCIA EM MARCAR SUBGRUPOS CELULARES. ASSIM
TINHAMOS CELULAS QUE ACABARAM MARCADAS APENAS POR CD90 (M) E APTX/CD90 (). ...ccovmverrerrrrnens 102

FIGURA 36: MODELO ESQUEMATICO DO PROCESSO DE ATIVAGAO DE FATORES DE TRANSCRICAO ASSOCIADOS A
DIFERENCIAGAO NEURONALL. cvuevuetuessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessassssssassssssnsssssssssnssssanssssssnssnssessansssssssssnsssssassssssas 106

FIGURA 37: PROCESSO DE “DIFERENCIACAO NEURONAL” DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS DE LIPOASPIRADO
INDUZIDO POR NGEF/BDINF . ..ottt sss s ss s ss s ss s sssssssssssssssssssansns 107

FIGURA 38: MODELO DO PROCESSO DE SELEGCAO DE SEQUENCIAS DE DNA ATRAVES DA TECNICA SELEX. AO FINAL DE
DIVERSOS CICLOS DE SELEGCAO, QUE EXCLUEM SEQUENCIAS COM BAIXA AFINIDADE PELO ALVO, CONSEGUIMOS
AGRUPAR UMA POPULAGAO ANTES HETEROGENEA, EM POUCAS FAMILIAS OU CLASSES DE APTAMEROS. ............ 112

FIGURA 39: MODELO ESQUEMATICO DOS TIPOS DE ALVOS AOS QUAIS 0S APTAMEROS DAS BIBLIOTECAS R12 E BR5
PODEM SE LIGAR. DENTRO DESSAS BIBLIOTECAS DEVEMOS TER LIGANTES PARA ALVOS CONHECIDOS E
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1 INTRODUCAO

1.1 CELULAS TRONCO

Células tronco sdo encontradas em todos os organismos multicelulares, sendo que elas podem se
dividir por mitose e se diferenciar em diversos tipos celulares especializados, assim como se auto renovar
para produzir mais células tronco. Desta forma, a defini¢do classica de uma célula tronco necessita que

essa tenha duas propriedades fundamentais:

e Auto-renovacdo: a habilidade de passar por numerosos ciclos de divisdo celular enquanto mantém
o estado ndo diferenciado. Esse processo passa por divisdes celulares simétricas, para gerar duas
novas células tronco idénticas e divisdes assimétricas, para geracdo de uma célula tronco e uma
célula mais diferenciada (seja em um progenitor ou em um tipo final de célula). Também ocorrem
diferenciagdes estocasticas que irdo dar origem a duas células progenitoras, menos potentes do
que a geragdo anterior, que por sua vez dardo origem a células diferenciadas ou outras
progenitoras.

e Potencia: a capacidade de se diferenciar em tipos celulares mais especializados (Figura 1). Em
strictu sensu, isso requer que as células tronco sejam:

o Totipotente: célula capaz de se diferenciar em tipos celulares embrionarios e
extraembrionarios sendo capazes de produzir um organismo completo e viavel.
Encontramos esse tipo celular logo ap6s a formagao do zigoto ou células oriundas de suas
divisdes antes da fase de blastula.

o Pluripotente: célula capaz de se diferenciar tipos celulares de todos os trés foliculos
embrionarios, ectoderme, mesoderme e endoderme.

o Multipotente: célula que pode se diferenciar e alguns tipos celulares, todos do mesmo

foliculo embriondrio de sua origem.
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Figura 1: Modelo esquematico de poténcia de células tronco, pluri e multipotentes.
Em mamiferos, existem dois grandes grupos de células tronco: células tronco embrionarias
(pluripotentes), os quais sdo isoladas da massa interna do blastocisto, e células tronco adultas

(multipotentes), encontradas em diversos tecidos.

Em um embrido em desenvolvimento, as células tronco (embrionarias) podem se diferenciar em
todos os tipos celulares especializados, mas também mantendo a renovagdo de 6rgados regenerativos, como
sangue, pele ou tecidos intestinais. Em organismos adultos, as células tronco e células progenitoras agem
como o sistema de reparo do corpo, repovoando tecidos adultos que perdem suas células por morte, seja

por processo natural ou por lesao.

O termo célula tronco, foi postulado para proposito cientifico incialmente em 1908, pelo
histologista russo Alexander Maksimov (1874-1928) no congresso da sociedade histologica em Berlim
daquele ano, quando ele postulou a existéncia de células tronco hematopoiéticas deflagrando um grande
nimero de pesquisas na area da hematologia, que culminou em 1968 com o primeiro transplante de
medula 6ssea em humanos para combate de imunodeficiéncia severa combinada (SCID) e a descoberta

dessas células em corddao umbilical em 1978.

Ja em 1997 foi demonstrado que a leucemia se origina de células tronco hematopoiéticas, sendo

essa a primeira evidéncia de células tronco em cancer.
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Durante os anos 1960 em que uma série de trabalhos de Joseph Altman e Gopal Das, foram
apresentadas evidéncias cientificas de neurogénese em adultos, com atividade de células tronco no
cérebro, porém por se contrapor ao dogma de Santiago Ramoén y Cajal “No new neurons” essas
descobertas foram largamente ignoradas até 1992 quando ocorreram as primeiras culturas de células
tronco neurais in vitro na forma de neuroesferas, tendo o americano Fred H. Gage como um dos maiores

expoentes nessa linha de pesquisa.

O termo “células tronco embriondrias” foi cunhado pela primeira vez em 1981 quando Martin
Evans, Matthew Kaufman e Gail R. Martin, estabeleceram pela primeira vez células tronco oriundas da
massa interna do blastocisto de camundongos, sendo atribuido a Gail R. Martin a origem do termo. Em
2007, Martin Evans viria a ser laureado com o Prémio Nobel para Fisiologia ou Medicina por suas

pesquisas nesse campo, juntamente com Mario Capecchi e Oliver Smithies.

A partir o estabelecimento das células tronco embriondrias, a pesquisa nessa area para terapias
celulares, sejam adultas ou embrionarias, teve uma explosdo devido as grandes possibilidades que essa

tecnologia fornece para a medicina regenerativa e tratamento de doencgas cronicas.

Mais recentemente, uma nova onda de pesquisas inovadoras foi deflagrada pela publicagdo de
células tronco pluripotentes induzidas (iPS), em agosto de 2006 de camundongos € em novembro de 2007
de humanos pelo grupo de Shinya Yamanaka, onde através da introducdo de 4 genes em fibroblastos
(Oct3/4, Sox2, KIf4, e c-Myc), conhecidos informalmente como ‘“Yamanaka fators”, ocorre a

reprogramacao das células para um estado pluripotente, equivalente a células embrionarias.

Com esse novo modelo, Yamanaka revolucionou as pesquisas de células tronco, pois seu modelo
ndo trazia as questdes éticas associadas as células oriundas de embrido e tinham a mesma gama de
possibilidades, isso acarretou, ja em 2012 com o pesquisador sendo laureado com o Prémio Nobel para
Fisiologia ou Medicina. Porém algumas questdes ainda continuavam nao respondidas, como o potencial

tumorigénico para o uso dessas células reprogramadas.
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Com relagdo as células tronco adultas, desde 1968, quando McCulloch e Till mostraram a presenga
de células com auto-renovagdo em medula dssea de camundongos, células tronco adultas vém sendo
descobertas em diversos tecidos incluindo medula 6ssea, corddao umbilical, tecido adiposo e na polpa

dentaria.

Dentre essas células existem trés principais fontes autélogas em humanos :

1. Medula 6ssea - o qual requer extragdo por perfuracdo ossea (tipicamente do fémur ou da

crista iliaca);

2. Tecido adiposo - que requer extragdo por lipoaspiracdo, e

3. Sangue - que requer extragdo através de aferese sanguinea, ou um subtipo dessa

modalidade onde o sangue de corddo umbilical ¢ retirado do cordao apoés o nascimento.

Embora as células tronco embriondrias apresentem uma maior capacidade de se diferenciar em
diversos tecidos, elas apresentam grandes limitacdes de uso em terapias celulares por dois grandes
motivos, o primeiro por questdes éticas, que apresentam variagdes de pais para pais, mas que
invariavelmente estio presentes, e o segundo motivo, ¢ a possibilidade de rejeigdo de terapias com eficacia
ainda pouco demonstrada, uma vez que as células sdo de outro doador e as implicagdes disso na qualidade

de vida do paciente ao passar a tomar imunossupressores para resultados pouco demonstrados.

Dessa forma, as células tronco adultas vém sendo alvo de grande atengdo das agéncias de fomento,
institutos de pesquisa, universidades e empresas por terem um risco de rejeicdo praticamente nulo,

acelerando em muito a possibilidade de sua utilizagdo em aplicagdes clinicas.

Neste caso restaria desenvolver protocolos que debelassem as limitagdes impostas por sua
multipoténcia para obter um modelo adequado de células para utilizar nas mais diversas necessidades

médicas de terapia (Ishikawa et al. 2012).
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1.1.1  CELULAS MESENQUIMAIS DE TECIDO ADIPOSO

Células tronco adultas tém sido isoladas de diversos tecidos, desde o tecido nervoso, retina, medula
o0ssea e mais recentemente o tecido adiposo e polpa dentaria (Zuk et al. 2001, Majka et al. 2005;
Sakagushi et al. 2005, Bojic et al. 2014, Fuentes and Kearns-Jonker 2013, Cheuk 2013, Ahmed and
Hincke 2014). Recentes trabalhos mostraram a utilidade das células mesenquimais para a engenharia de
tecidos e no controle de algumas doencas, sendo até entdo as células tronco mesenquimais de medula
ossea (MSC) a principal fonte para células com essa finalidade (Mufioz-Eliaz et al. 2001, Moroni and

Fornasari 2013, Strioga et al. 2012) (Figura 2).

Essas células se mostraram capazes de se diferenciar em varios tipos celulares, incluindo osso,
cartilagem, gordura e mais recentemente em linhagens de origem ndo mesodermais, como células

neuronais (Ashjian et al. 2003).

Nesta direcdo, outra linhagem de célula tronco adulta, de origem mesodermal portanto mesenquimal,
foi recentemente identificada, as células de lipoaspirado humano (PLA) (Figura 3). Essas células
demostraram a capacidade de se diferenciar em tecidos adipogénicos, condrogénicos, miogénicos,
osteogénicos ¢ assim como as MSC, se diferenciam em células neuronais apresentando caracteristicas

morfolégicas de neurdnios e/ou glia (Zuk et al. 2001; Zuk et al. 2002; Strem et al., 2005).

As MSC apresentam diversas propriedades que sugerem grande potencial para utilizacdo em terapias
celulares para diversas doengas, porém possuem limitagdes em seu potencial tanto para extracdo quanto
para a sua utilizacdo, uma vez que o nimero de células tronco por unidade de massa de medula é muito
baixa comparada a outras fontes de células como o lipoaspirado, assim como o volume de tecido a ser

extraido (Zuk et al., 2001).
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Células somaticas

Eritrcitos
Leucécitos

Células tronco mesenquimais
de medula 6ssea

Figura 2: Ilustracdo sobre a composicdo celular de locais de extragdo da medula 6ssea contendo células tronco
mesenquimais como uma de suas fragdes celulares. Foram agrupados os outros tipos celulares da medula éssea com o
titulo de “células somaticas” a critério de simplificar a visualizagdo.

Eritrécitos

Leucdcitos

Células tronco mesenquimais
de tecido adiposo

Figura 3: Ilustracdo sobre a composi¢do do tecido adiposo contendo células tronco mesenquimais como uma de suas
fracdes celulares. Foram agrupados os outros tipos celulares do lipoaspirado com o titulo de “células somaticas” a critério
de simplificar a visualizagdo.

Em contrapartida, as células PLA apresentam um grande nimero de células tronco por unidade de
massa de tecido. Estas células podem ser enzimaticamente digeridas e isoladas a partir do tecido adiposo

presente na porcdo sobrenadante de lipoaspirados (onde se encontram apenas as porgdes celulares

compostas por adipdcitos e matriz de sustentagdo do tecido) e assim separadas dos adipodcitos por
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centrifugacgao.

Porém, ¢ comum a contaminacdo por outros tipos celulares na cultura das células tronco oriundas de
lipoasiprado apods a separagdo, o que nao indicaria o uso dessas células para o emprego imediato em usos

clinicos, faltando assim uma ferramenta para facilitar essa utilizacao.

Se de fato ocorrer a facilitagdo para seu emprego, o tecido adiposo passaria entdo, a ser um eficiente
candidato para a obtengdo de células tronco, pois a partir de uma lipoaspiragdo processada, obtemos um
nimero maior de células quando comparado as extragdes de medula 6ssea, que poderiam ser purificadas e
mantidas in vitro por extensos periodos (Aziz et al., 1998; Yoshimura et al., 2006; Zuk et al., 2001; Zuk et

al., 2002, Salibian et al. 2013, Bibber et al. 2013, Ahmed and Hincke 2014).

Contudo, a aplicag@o dessas células em procedimentos clinicos dependeria de processos de extragdo
rapidos, eficientes e baratos que garantisse a pureza das células extraidas, sendo assim necessario

enderecarmos essa limitacao.

1.2 DIFERENCIACAO NEURONAL

A diferenciag@o neuronal é um processo que se refere aos processos que geram, modelam e formam o
sistema nervoso, desde seus estagios mais iniciais da embriogénese, formando neurdnios e glias a partir do

tubo neural, até os ultimos momentos de vida ainda tendo parte da plasticidade neuronal em atividade.

Durante esse processo, o desenvolvimento do sistema nervoso leva a formacdo de trilhdes de
conexdes entre as crescentes células neuronais e seus alvos de inervagdao. Os neurénios dentro do sistema
nervoso central (SNC) se conectam com suas células adjacentes por sinapses, que sdo mediadas por canais

ionicos voltagem dependentes ou dependentes de ligantes de neurotransmissores.

Os processos de diferenciacdo neuronal sdo altamente coordenados, requerendo a expressao especifica
de receptores de ligantes em determinados estagios da diferenciagdo neuronal (Ulrich & Majumder, 2006),

assim como outras proteinas especificas de neuronios, como proteinas de citoesqueleto, proteinas
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nucleares, ocorre a desmetilacdo e ativagdo de genes e fatores de transcricdo especifico assim como

silenciamento de genes ndo relacionados ao funcionamento de células neuronais.

Esses processos finamente orquestrados conduzem uma célula indiferenciada através de uma
transformacdo fenotipica e funcional até atingir o 4pice de sua diferenciagdo quando o neurdénio recém
formado passa ndo apenas a receber informagdes através de neurotransmissores, conduzir essa informagao
em forma de potencial de agdo e finalmente transmiti-la através da liberacdo de um coquetel de novos

neurotransmissores.

Durante a maturagdo do neurdnio funcional as células aumentam a expressao de proteinas especificas
para neurdnios e sinapses. Deisseroth et al. 2004, notou que a inducdo génica e a expressdo de proteinas
funcionais de receptores de neuropeptideos e neurotransmissores, além de canais i6nicos ativados por
alteracdo do potencial de membrana e a taxa de sintese e liberagdo de neurotransmissores sdo reguladas ao
longo do processo da diferenciacdo. Estes dados também foram verificados em estudos com animais

(Cameron et al., 1998; Nguyen et al., 2001).

Durante a inducdo da diferenciagdo neuronal, podem ser definido programas transcricionais para um
determinado grupo de genes, entre eles, genes que codificam canais idnicos, sendo estes regulados por
fatores extrinsecos e intrinsecos, produzindo assim, padrdes de influxo de ions. O calcio por exemplo,
induz, mediado por proteinas calcio-dependente, um novo programa de expressdo génica para 0 proxXimo

estagio de diferenciacdo (Spitzer et al., 2002; Trujillo et al. 2009) (Figura 4)

Desta maneira a atividade de diversos ions, entre eles o calcio, colaborariam para determinar e atingir
o fenotipo final do neurdnio em desenvolvimento a partir da expressao génica induzida por canais i6nicos,

receptores e seus ligantes.

Nos trabalhos anteriores do laboratério a diferenciacdo foi abordada em modelos de células in vitro de
carcinoma embrionario murino (P19) e feocromocitoma de rato (PC12) que representam estagios de
células tronco embriondarias e progenitoras neuronais, respectivamente.
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Em cada um desses trabalhos foi investigado principalmente a interface célula com o meio
extracelular e como essa interagdo pode nortear a diferenciagdo neuronal. A modulagdo desses efeitos
extrinsecos as células foi foco através do estudos de receptores de neurotransmissores € como isso poderia
modular o processo de diferenciagdo, através de agonistas e antagonistas modulavam a diferenciagao

neuronal.

Diversas familias de receptores passaram a ser estudas, com énfase em 3 delas, a familia de receptores
neuronais nicotinicos, tanto seus subtipos canais idnicos como os receptores neuronais de acetilcolina
(nAChR) como seus subtipos metabotropicos, os receptores muscarinicos (mAChR). Além dessa familia,
os receptores de purinas, subdivididos em 2 tipos, os tipos canais i6nicos (P2X) e os metabotropicos
(P2Y), além da familia dos receptores de cininas (B2 e B1), ambos receptores metabotropicos (Shen et al

2013, Resende and Adhikari 2009, Glaser et al 2013, Martins et al. 2008).

Em um trabalhos desenvolvidos pelo nosso laboratério foi verificada a expressdo de receptores
nicotinicos, que apresentaram uma modula¢do determinada de acordo com o estidgio do processo de
diferenciagdo neuronal in vitro (Nery et al 2010).No caso especifico das células PC12, verificou-se que
logo apods o estimulo inicial para a diferenciacdo neuronal, os niveis de expressdo génica da subunidade
07 dos nAChR aumentam trés vezes no inicio do processo, retornando a niveis basais quando as células

fizeram a maduragdo neuronal.

Isso passou a evidenciar o aparecimento de janelas que se abrem e fecham, em periodos bastante
especificos durante o processo de diferenciagdo, mediadas por receptores especificos, nesse caso a
subunidade o7 dos nAChR, que é notoriamente reconhecida por ter uma permeabilidade a céalcio 20x

maior do que para outros ions (Nery et al. 2010)

Assim esses receptor teria uma importancia pontual para a modulagdo do processo como um todo,
sendo que desde sua expressdo até sua funcionalidade, a janela de oportunidades de modulagdo da

diferenciagdo mediada por essa subunidade teria de ser medida e entendida para ser utilizada
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posteriormente.

Com isso passamos a avaliar a atividade do receptor homomérico composto de subunidades o7, sendo
que sua atividade, relativa a seu aumento de expressdo, pode ser verificada no segundo dia de
diferenciagdo neuronal, por experimentos de whole-cell recording utilizando inibidores especificos para
esse receptor. A atividade especifica da subunidade o7 aumentou duas vezes comparada com a atividade
desse receptor observado nos outros dias da diferenciagdo (Nery et al., 2010), demonstrando a
possibilidade que o estudo desses receptores em processos complexos, como a diferenciagdo neuronal,

deflagram para interven¢des e modulagdes do processo como um todo.

Nao obstante, com o progresso da diferenciacdo das células P19, houve alteracdo da expressdo e
funcionalidade de receptores tais como o receptor P2X4, as subunidades de receptores nicotinicos
02,04,05,06,07 € B4 e aumento da atividade de receptores muscarinicos (Resende et al 2008, Resende et

al 2007) .

A expressdo direcionada de neurotransmissores e seus receptores durante a diferenciacdo neuronal é
um processo chave para a formagdo das redes neuronais, sejam excitatorias ou inibitorias, como exemplo
temos que, uma vez objetivando a possivel utilizagdo clinica teriamos de diferenciar células em

circuitarias proprias para cada regido aonde as células forem implantadas.
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Figura 4: Esquema de interagdes entre sinalizagdo por calcio induzida por neurotransmissores e os processos de
proliferacdo e diferenciagdo. Explique a figura, também como fatores de transcri¢io sdo envolvidas.

De maneira geral, diversas familias de receptores ja foram identificados como tendo importante
papel durante a diferenciacdo neuronal, os receptores da familia Cys-loop, como no caso dos receptores
nicotinicos e receptores de GABA, receptores ionotropicos de glutamato, tanto de NMDA quanto AMPA
e finalmente os receptores de purinas, em particular os receptores ionotropicos P2X (Burel-Jungerman et

al. 2011, Gupta et al. 2013, Jansson et al. 2012, Glaser et al. 2013)

1.2.1  DIFERENCIACAO NEURONAL DAS CELULAS PLA

Desta maneira, tentaremos entender e testar o processo de diferenciacdo neuronal nas células PLA e

investigarmos quais tipos de redes neuronais (de acordo com os receptores expressos) existem ao fim do
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processo. Foi investigado a expressdo e a funcionalidade dos receptores sinapticos durante o inicio da
diferenciagdo neuronal das células PLA, buscando verificar se os processos de modulacdo da expressao

génica de canais i6nicos, observados anteriormente pelo laboratério, ocorrem com essas células.

A ideia principal por tras dessa abordagem, seria a de tentar desenvolver um protocolo que estimule as
células PLA de origem mesenquimais a se transdiferenciar em um tipo celular ectodermal, no caso
neurdnios, possibilitando assim, em caso de sucesso, uma promissora ferramenta para a pratica clinica em
terapias celulares para reparo de danos no tecido neuronal, oriundos de lesdes, como acidentes
automobilisticos que levam a paraplegia ou tetraplegia, tratamento para doencgas neurodegenerativas como
esclerose multipla e esclerose lateral amiotrofica e tratamento de lesdes agudas como derrames ou lesdes

por ataques epilépticos.

A diferenciagdo de células mesenquimais (PLA) em ectodermais (neurdnios) ¢ um tema muito
discutido na literatura (Kitada 2012, Franco Lambert et al. 2009, Kanno 2009), e por isso mesmo
selecionamos abordar esse tema, a fim de, com nossos conhecimentos de diferenciagdo neuronal, a
modulacdo de diversos receptores de neurotransmissores durante o processo € os testes funcionais,
entender até onde poderiamos chegar nesse processo de transdiferenciacdo e o quanto poderiamos
acrescentar a esse campo do conhecimento, aumentando seu entendimento e o levando mais perto de ser

um processo possivel.

Diversos estudos anteriores foram realizados in vitro ¢ demonstraram de maneiras diferentes a
habilidade das células MSC (entre elas as células PLA), de expressar marcadores neuronais, sejam
marcadores de neurdnios imaturos, células com morfologia neuronal e finalmente na diferenciagdo em
neurdnio e astrécitos (Sanchez-Ramos et al. 2000; Woodbury et al. 2000; Zhang et al. 2004, Kitada 2012,
Franco Lambert et al. 2009, Kanno 2009), mas seriam esses processos de diferenciacdo capazes de dar

origem a neurdnios nas células PLA?

Em acordo com os processos de diferenciagdo das células MSC, foi detectada a expressdo de genes
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para alguns receptores de neurotransmissores que indicam a formacdo de redes neuronais distintas, pois
foi encontrada a expressao de receptores caracteristicos de redes inibitorias da neurotransmissdo como os
receptores de GABA do tipo A e receptores caracteristicos e de redes excitatorias como os receptores de

glutamato, inicialmente AMPA e posteriormente NMDA (Wislet-Gendebien et al. 2005)

Partimos da hipdtese de que essa diferenciacdo, de células mesenquimais para neurénios, seja
possivel, uma vez que essas células apresentam receptores para alguns fatores de crescimento tipicamente
neuronais € assim, imaginamos que amplificando as cascatas de sinaliza¢do envolvidas no processo, como
ativacdo de certos fatores de transcricdo especificos, células diferenciadas ou ao menos em um estagio
intermediario do processo poderiam ser obtidas, que nos possibilitard entender o que ainda nos falta para

completar 0 Processo.

1.3 O CONCEITO: ASSINATURA MOLECULAR DE MEMBRANA

AMM

Assim como havia a necessidade de obtermos células diferenciadas para suplantar uma grande
necessidade médica de terapias em tecido nervoso lesionado, tinhamos pela frente a limitacdo de fornecer
essas células tronco adultas mesenquimais de lipoaspirado, para médicos em salas de operagdo, de modo

que elas pudessem ser utilizadas em diversas aplicagdes ndo apenas de reparo neuronal.

Porém para isolar essas células das outras, que fazem parte do lipoaspirado, eu teria de primeiro
buscar algo que as tornasse unicas, para entdo me utilizar disso para identifica-las e purifica-las para serem
utilizadas, seja em uma sala de cirurgia ou para um estudo de diferenciacdo neuronal in vitro por exemplo.
Assim, passamos a procurar algo exclusivo dessas células e uma ferramenta para poder identificar essa

assinatura especifica de células tronco mesenquimais de lipoaspirado.

O conceito de assinatura, ¢ de se ter uma marca, um simbolo, que seja Unico, especifico, e que possa
afirmar sua originalidade perante possiveis similaridades. Aplicando esse conceito a uma célula, a ideia se

baseia em buscar um conjunto de moléculas de membrana que seriam capazes de serem um conjunto de
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marcas exclusivas de um determinado tipo celular, sendo com essa base que cunhamos o conceito de

assinatura molecular de membrana (AMM) (Ulrich and Wrenger 2009).

Tendo essa assinatura celular, buscamos identificar possiveis ligantes que reconhecessem
especificamente a AMM que fosse exclusivo de um tipo celular, no caso, das células tronco mesenquimais
PLA. Esse padrao de epitopos (proteicos ou ndo), que individualmente poderiam estar presentes em outros
tipos celulares, formaria um padr@o unico para o reconhecimento dessas células. Faz-se necessario entdo
que esses epitopos ndo estejam presentes nas células vizinhas ao tipo da célula alvo, embora, possam

aparecer em células distantes da regido de interesse.

Com isso, seria possivel obter ligantes para um determinado tipo celular que inviabilizasse a
copurificacdo de outros tipos celulares ndo desejados, como por exemplo, adipocitos ou fibroblastos ao

invés das células PLA, o alvo da purificacao.

Partimos da ideia que a membrana celular ndo € algo uniforme ou uma superficie estéril (Figura 5A)
e portanto, possui diversos receptores, sejam eles canais, receptores, proteinas sinalizadoras, moléculas de
adesdo entre outros tipos de moléculas (Figura 5B), assim queriamos identificar ligantes que possam se
ligar ndo em todos os receptores presentes na superficie celular, mas apenas naqueles alvos que fazem
com que um tipo celular se diferencie dos outros tipos celulares presentes no mesmo tecido ou amostra de

biopsia.
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Figura 5: Representacdo do conceito de assinatura molecular de membrana. A, a ideia inicial de que a membrana celular
ndo é uma superficie estéril. B, a presen¢a de proteinas de membrana que poderiam ser alvos para moléculas que
identificassem as células que carregam exclusivamente esse alvo.

Tendo uma ferramenta que possibilitasse o desenvolvimento e/ou sele¢do de ligantes para esses
receptores/epitopos que formam a AMM das PLA, seriamos capazes de purifica-las através das moléculas
desenvolvidas e com os ligantes em maos identificarmos quem seriam os integrantes dessa assinatura

membranar.

Para isso utilizaremos o método SELEX que sera introduzida em seguida.

1.4 A TECNICA SELEX

O método SELEX (Sistematica Evolution of Ligands by EXponential enrichment), introduzido
simultaneamente por Larry Gold e Jack Szostak (Tuerk & Gold, 1990; Ellington & Szostak, 1990), utiliza
bibliotecas combinatérias de oligonucleotideos com sequéncias aleatdrias (RNA ou DNA) capazes de
obter ligantes com alta afinidade e especificidade para inimeros alvos de sele¢do in vitro, incluindo

antigenos expressos na superficie de células e membranas de células inteiras.

As bibliotecas combinatorias utilizadas para SELEX (selecdo in vitro) possuem duas regides
constantes, flanqueando uma regido randdémica central, que pode variar de 16 a 75 nucleotideos, sendo as
regides constantes (Figura 6) necessarias a amplificagdo enzimatica (RT-PCR e transcri¢des) e para a

adicao de moléculas acessorias, como por exemplo, a biotina, necessaria para a separagdo da fita dupla no
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caso de selecdes utilizando bibliotecas de DNA simples fita.

O isolamento de ligantes se baseia nas interagdes ja conhecidas dos oligonucleotideos com proteinas,
como no caso de interagdo DNA ou RNA-proteina, normalmente relacionados com as correlagdes entre
sequéncia e estrutura, pontes de hidrogénio e induced fit por exemplo. Assim, a partir de um nimero
suficientemente grande de sequéncias Unicas e consequentemente estruturas diferentes, deveria ser

possivel identificarmos um oligonucleotideo para qualquer proteina como alvo de selegdo in vitro.

Esse conceito utiliza a base da quimica combinatoria, sendo que em nossa regido randdémica, teriamos
o numero possivel de nucleotideos para cada posi¢do (4 variantes sendo elas: A, T, C, G) elevado ao
numero de bases o qual eles iriam se combinar (de 40 bases por exemplo), assim chegamos ao valor de

e~ A . . 4 . 24 N . , .
que essa regido randomica pode produzir 4™ ou aproximadamente 10** sequéncias unicas.

Esse numero se torna muito importante se levarmos em consideragdo que eles nos remetem a seguinte
possibilidade: se a probabilidade de encontrarmos um ligante para nosso alvo seja tdo diminuta quanto de
102'% ainda teriamos ao menos 10 ligantes para nosso alvo! Esse cenario tende a elucidar ao leitor a
capacidade dessa técnica em resultar em bons resultados para experimentos corretamente desenhados

tendo-a como base.

Para enriquecermos a propor¢do de moléculas de DNA e RNA com alta afinidade por seus alvos no

biblioteca de selecdo, serdo necessarios ciclos reiterativos de apresentagdo dos alvos a biblioteca.

Durante a selegdo, esses ciclos mimetizam um processo selegdo natural, porém in vitro, onde
moléculas que apresentem maior afinidade pelo alvo ser@o selecionadas para irem a um novo ciclo de
selecdo, ou seja, estardo selecionadas perante essa primeira pressdo seletiva sendo que as moléculas nao

selecionadas estariam de maneira equivalente, extintas.

As moléculas selecionadas serdo amplificadas entre os ciclos, equivalentemente a deixarem

descendentes, aumentando a sua representatividade na populagdo global e desta forma, com suficientes
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ciclos de selecdo, teremos ao final, a prevaléncia de moléculas com alta afinidade por nossos alvos ou em
outras palavras, moléculas que tenham um maior fitness as pressdes seletivas as quais elas foram
submetidas. A principal sinalizagdo para encerrarmos os ciclos de selecdo € a estagnacdo do aumento de

afinidade da populagdo por seus alvos mesmo ocorrendo um aumento de pressdo seletiva (estringéncia).

As moléculas de DNA/RNA selecionadas, também denominadas aptdmeros (do latim, aptus - “to fit”

ou encaixar-se) reconhecem especificamente epitopos proteicos de acordo com a selecdo.

Durante esses ciclos teremos o aumento efetivo da estringéncia da sele¢do, ou seja, teremos diferentes
condigdes entre a propor¢do alvo:ligantes, ou ainda, adicionaremos competidores inespecificos a fim de

eliminar ao maximo ligantes de baixa afinidade por nossos alvos.

Inicialmente a técnica SELEX foi utilizada para identificacdo de novos ligantes para moléculas
pequenas, peptideos e proteinas soluveis. Utilizando protocolos de selecdo in vitro modificados, foi
possivel identificar aptameros para alvos complexos, tais como receptores, canais idnicos e até células
inteiras (Ulrich et al., 1998 e 2002, Shangguan et al., 2006; Nery et al. 2009; ) sendo comum recentemente
encontrar diversos registros na literatura de biosensores para deteccdo desde parasitas até toxinas (Savory

et al 2013; Kim et al 2013).

Além da sua importancia na identificacdo de ligantes ou inibidores especificos a uma proteina alvo, no
estudo do papel dessas proteinas em pesquisas, 0s aptdmeros se tornaram drogas promissoras, cCOmo o
Macugen, aprovado pelo FDA em meados da ultima década, para aplicagdes terapéuticas (revisto em

Ulrich et al., 2004 e Ulrich et al., 2006).

Os aptameros sdo bons candidatos para geracdo de novas moléculas de importancia farmacéutica pelas
seguintes razdes: (I) os aptameros isolados de bibliotecas combinatorias tém constantes de dissociagdo da
ordem de nano a picomolar, similares e até melhores as encontradas nas interagcdes entre antigenos e
anticorpos monoclonais; (II) aptdmeros sdo capazes de diferenciar isoformas da mesma classe de
proteinas, tais como receptores purinérgicos P2Y1, P2Y2 e P2Y4 (Patente P111063122) como podem
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diferenciar entre vasculatura tumoral e¢ normal (Blank et al., 2001); (III) os aptameros podem ser
quimicamente alterados a fim de aumentar sua estabilidade em aplicagdes in vivo e (IV) uma vez
selecionados e clonados, a biblioteca de clones permite sua produgdo em grande escala por reacdes
enzimaticas sem haver mudangas de lote durante sua fabricagdo, como acontece com anticorpos

monoclonais.

Com a insercdo de possiveis modificagdes, a meia vida de aptdmeros de RNA em fluidos biolégicos,
como soro ou urina humana, aumenta de aproximadamente 8 minutos, para um RNA ndo modificado, a 86

h para o RNA com grupo 2"OH- amino-modificado (Ulrich et al., 2004).

Comparados a anticorpos, os aptameros possuem um potencial promissor em aplica¢des diagnosticas
e terap€uticas, devido a sua alta especificidade, baixo peso molecular, baixa imunogenicidade e facilidade

de producao/manipulagao.

Como dito anteriormente os aptdmeros selecionados podem apresentar moléculas acessorias os quais
irdo lhes conferir caracteristicas especificas para sua utiliza¢do, sendo ligadas nas extremidades do
oligonucleotideo selecionado, essas moléculas podem ser reporteres fluorescentes, biotina, nano-particulas

etc.
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Figura 6: Representacgdo esquematica da técnica SELEX, utilizando biblioteca de DNA para identifica¢do celular (adaptado
de Ulrich et al. 2006). Para a produgido de aptameros simples fita utilizamos a incorporacdo de primers com biotina,
fazendo com que em uma eletroforese desnaturante de DNA em gel de poliacrilamida, a fita com as biotinas se separe do
DNA alvo para as préximas sele¢des. O DNA a ser purificado e utilizados nos ciclos subsequentes pode conter FITC ou
outras moléculas fluorescentes para transformar nossas moléculas em marcadores para serem utilizados em citometria.
Ainda é possivel a anexacdo de uma molécula de fosfato (PO4) no terminal 5” da fita complementar a molécula, assim essa
fita pode ser digerida enzimaticamente aumentando a eficiéncia da produgdo da molécula simples fita para obtermos um
produto de alta qualidade e baixo custo de producio.

Desta maneira, aptameros biotinilados que se liguem especificamente a células tronco, mas ndo em
outras células do lipoaspirado, podem ser ligados a “beads” magnéticos com estreptavidina e quando
incubados com a suspensdo das células do lipoaspirado, um campo magnético pode ser utilizado para

separar as células tronco que irdo possuir em sua superficie aptdmeros magnéticos.

Com isso esperamos aumentar significativamente a eficiéncia e o tempo da purificacdo dessas células,
diminuindo os custos do processo, como custos relacionados a armazenagem, cultivo e purificagdo, assim
como o tempo decorrente dessas atividades, e desta forma viabilizar essa fonte de células tronco adultas

para serem utilizadas dentro de um intervalo de tempo e de padrdes de qualidade clinicamente viaveis.
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2 JUSTIFICATIVA

Existe uma demanda ndo atendida na medicina regenerativa, que atualmente, se expressa em um
gargalo logistico dentro das aspira¢des de uso das células tronco e todas as possibilidades que elas podem
oferecer. Essa demanda se propaga principalmente devido a falta de possibilidade de uso imediato dessas

células nas salas de operacdes, quando o paciente mais precisa delas, logo apds um trauma.

Os processos de purificagdo de células tronco adultas utilizados atualmente, seja com células de
tecido adiposo quanto de medula 6ssea, demoram semanas para chegarem a uma populagdo livre de
células contaminantes e com elevado grau de pureza para a realizacdo de aplicagdes clinicas. Esse
processo de purificagdo, além do alto consumo de tempo e dinheiro, o que inviabilizaria o uso dessas
células em diversos hospitais, acarreta em células em contato com xeno materiais o que dificulta a

aprovagao do uso dessas células por parte das autoridades regulatorias.

Buscando solucionar essa limitacdo e a fim de viabilizar a utilizagdo das células tronco adultas
para uso clinico, teriamos de desenvolver um sistema que possa de forma rapida e de baixo custo purificar
ou separar as células tronco do tecido aonde estdo embebidas, seja na medula 6ssea ou no lipoaspirado

processado.

Essa ferramenta teria de ter baixo custo de produgdo, nenhuma variacdo entre seus lotes de
fabricagdo e deveria identificar as células, por um conjunto amplo de moléculas presentes em suas

membranas.

Com esses descritores em vista, a melhor tecnologia a ser aplicada seria a selegdo de moléculas
que pudessem ser produzidas em escala industrial, através de reagdes enzimaticas de alto rendimento.
Assim, escolhemos a técnica SELEX para desenvolvermos aptameros capazes de desempenhar tal fungao
e desta forma identificar e conseguir de forma efetiva utilizar diferengas sutis entre tipos celulares, apenas

se utilizando ligantes de superficie.
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De maneira complementar a necessidade de purificacdo das células tronco mesenquimais, existe a
necessidade de novos protocolos para diferencid-las em tecidos diferentes dos que de sua origem
embrionaria, assim diferencid-las para células de origem ectodermal, por exemplo neurdnios, poderiamos
demonstrar ser possivel ampliar a gama de possibilidades de seu uso terapéutico, ou ainda, aprender como
os protocolos atuais podem ser melhorados para obtermos tal objetivo. Nessa tese propomos uma
abordagem onde os protocolos utilizados sdo fatores de crescimento e indutores de diferenciacdo neuronal
fisiologicos, que ndo induzem um estresse quimico nas células, dessa forma tentando uma reprogramagao

quimica mais proxima ao do microambiente de diferenciacdo que deve ocorrer in vivo.
Sumarizando, nossas hipoteses sdo:

- E possivel desenvolver um conjunto de moléculas capazes de identificar e purificar
células tronco mesenquimais de tecido adiposo e se utilizar dessa ferramenta para
disponibiliza-las para uso clinico.

- Utilizando um protocolo de diferenciacdo adequado, podemos obter um fendtipo
neuronal a partir de células tronco mesenquimais para entdo serem consideradas

para uso em terapias celulares para reparo de tecido neural.

2.1 OBJETIVOS GERAIS

e Desenvolver aptdmeros através da técnica SELEX para identificar e purificar populagdes
de células tronco mesenquimais em meio ao lipoaspirado processado.

e Testar a viabilidade da diferenciacdo neuronal das células tronco mesenquimais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar a sequéncia e estruturas de aptdmeros capazes de identificar e purificar células
tronco mesenquimais.

o Investigar a funcionalidade e caracteristicas fenotipicas possivelmente envolvidas na
diferenciacdo neuronal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS DE TECIDO ADIPOSO.

3.1.1 EXTRACAO E CULTURA.

O processo de extragcdo das células troncos mesenquimais de tecido adiposo (CTM-TA) (células de
lipoaspirado processado, PLA) ocorreu a partir de tecido adiposo disponibilizado pela equipe médica que
colabora com o Laboratorio de Genética e Cardiologia Molecular (LGCM)-InCor/HC-USP do Professor
Dr. José Eduardo Krieger, sendo que os lipoaspirados eram oriundos de mulheres entre 18-45 anos. O
material é oriundo de operacdes que tiveram a necessidade de que houvesse lipoaspiragdo ou cirurgias
estéticas, o material lipoaspirado ¢ reservado para a extragdo de células mesenquimais de acordo com o
protocolo inicialmente padronizado por Yoshimura et al. 2006. O protocolo foi modificado e otimizado no
LGCM pelo Dr. Vinicius Bassaneze e pela Dra. Ayumi Aurea Miyakawa (Pesquisadora/Analista de

Laboratério). O estudo obteve a aprovagio do Comité Etico do hospital.

O protocolo consiste em coletar ¢ manter o tecido adiposo recém extraido em um frasco estéril
contendo de 20-30ml de PBS. Deve-se entdo, preparar a solu¢do de digestdo de acordo com a massa de
tecido a ser processada, sendo que para 10g de tecido utilizamos 20ml de solucdo de digestdo contendo
20mg de colagenase 1-A, 200mg de albumina de soro bovino, 10ul de gentamicina (40mg/ml), q.s.p. 20ml

com DMEM Low-Glucose.

A solugdo ¢ adicionada ao tecido o qual deixamos no processo de digestdo por 30 minutos a 37°C,
terminamos a reacdo com o acréscimo de 10ml de soro fetal bovino. Apds isso, o tecido digerido ¢

aliquotado em tubos de centrifugacao e os centrifugamos por 15 minutos a 300g.

O material se separou em 3 fases, a primeira de cima para baixo, foi constituida basicamente de
gordura, seguido de uma fase intermediaria de meio de cultura, ambas essas fases foram retiradas e entdo

o precipitado de células que se formou durante a centrifugagdo foi ressuspendido em meio DMEM Low-
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Glucose suplementado com 10% de soro fetal bovino e entdo plaqueadas em placas de 100mm?, mantidas

por aproximadamente duas semanas em estufa contendo 5% de CO,, 95% de humidade relativa e 37°C.

Essa passagem foi denominada PO aumentando a contagem para P1 e assim sucessivamente sempre
que houver mudanga de recipiente de cultura ou tripisinizagdo. Nesse material teremos ndo apenas as
células mesenquimais, em menor nimero, mas em sua grande maioria células de sangue e de vaso, que
ndo se aderem a placa e ndo proliferam (Yoshimura et al 2006). Com as sucessivas trocas de meio, que
ocorrem diariamente durante os 3 primeiros dias apos o plaqueamento, ¢ lavagens com PBS, o material
ndo aderido ¢ eliminado e ao final de uma ou duas semanas, onde o meio ¢ trocado a cada 2 dias, as placas
de cultura ja apresentam >80% de confluéncia de células mesenquimais. Existe a possibilidade dessas
células serem coletadas para serem utilizadas para os ciclos de selecdo negativa, onde ligantes para sitios

expressos em ambas as células sdo descartadas como descrito posteriormente.

Ainda durante a padronizagdo do método, a pureza da populagdo isolada foi verificada pela

imunomarcagdo das células aderentes em >80% para os antigenos CD29/CD90.

Sobre o perfil dos pacientes utilizados no estudo, as caracteristicas populacionais foram:

Pacientes do sexo feminina;

Entre 18-55 anos;

Tendo sido submetidas a lipoaspiragdo ¢ o procedimento tendo ocorrido sem intercorréncias;

As células dessas pacientes foram utilizadas para SELEX entre as passagens 0 ¢ 4.

3.1.2 PADRONIZACAO DA DIFERENCIACAO NEURAL DE CELULAS MESENQUIMAIS

O processo de diferenciagdo neural se mostrou como um ponto central para garantirmos, ainda no

primeiro ano do projeto, se seria viavel a diferenciacdo de nossas células em linhagens neurais.

Nos baseamos inicialmente em diversos protocolos citados na literatura, que utilizavam desde agentes

quimicos como DMSO e Bmercapto-etanol até interagdo com outras linhagens neurais para obter a
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diferenciagcdo (Woodbury et al 2000).

Porém, o protocolo que mostrou o melhor resultado, apresentado a maior taxa de aparecimento de
células com fenotipo neuronal (aproximadamente 50%), foi oriundo da fusdo de alguns protocolos
utilizados previamente na literatura e que sofreram algumas adaptagdes para atingir nossas metas, essas
adaptagdes ocorreram visando obtermos um processo usando fatores de diferenciagdo fisioldgicos,
presentes no desenvolvimento normal do sistema nervoso como o fator de crescimento neural (NGF),
fator neural derivado de cérebro (BDNF), fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF) (Sanchez-
Ramos et al 2002) e alguns fatores que se mostraram como intensificadores da diferenciacdo, como
dibutiril cAMP (dbcAMP) 