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ESTRUTURAÇÃO DA TESE 

 

A presente tese encontra-se estruturada da seguinte forma: uma 

introdução geral, os objetivos (gerais e específicos), os dois capítulos principais 

escritos na forma de artigos científicos, discussão, conclusões e perspectivas. 

A introdução aborda alguns conceitos atuais sobre a biologia das 

células-tronco, a aplicação das mesmas na medicina regenerativa e a 

necessidade de pesquisas básicas. Também inclui os métodos de 

diferenciação neural in vitro das células-tronco derivadas do tecido adiposo 

(ADAS), o papel da manutenção da integridade genômica durante o processo 

de diferenciação das células-tronco para tecido neural. Esta seção finaliza com 

uma abordagem sobre as proteínas envolvidas na sinalização dos danos no 

DNA, remodelagem de cromatina e proliferação celular (ATM, ATR, γ-H2AX, 

TIP60, TRRAP, MCM e telomerase), proteínas estas que foram objetivos de 

estudo desta tese. 

O Capítulo 1 apresenta uma revisão geral sobre o processo de 

diferenciação de células-tronco provenientes do tecido adiposo em tecido 

neural in vitro, utilizando os dados conhecidos até aquele momento. Nesta 

revisão foram apresentados os principais meios de indução para tecido nervoso 

e a forma de confirmação dessa diferenciação.  

O Capítulo 2 aborda um estudo de viabilidade e integridade das células–

tronco derivadas do tecido adiposo durante o processo de diferenciação para o 

tecido neural. Da mesma forma, aborda a expressão de proteínas relacionadas 
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com a sinalização de danos no DNA, remodelagem de cromatina e proliferação 

celular durante esse processo.  

Na seqüência apresenta-se uma discussão geral correlacionando os 

capítulos acima, bem como sua importância como gerador de novos 

conhecimentos científicos, as conclusões e as perspectivas geradas por esta 

tese.  

No item ‘Anexos’ encontram-se: (I) o termo de consentimento livre 

esclarecido que foi assinado pelos pacientes que decidiram doar as células 

para participar do estudo, (II) resultados de qRT-PCR para proteínas de 

reparação de DNA, remodelagem de cromatina e proliferação celular em 

células-tronco derivadas do tecido adiposo induzidas para células neurais. 
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RESUMO 

 

As células-tronco mesenquimais (MSC) foram originalmente isoladas da 

medula óssea, mas populações semelhantes foram isoladas do tecido adiposo 

e outros tecidos. A diferenciação das células-tronco derivadas do tecido 

adiposo (do inglês adipose derived stem cells; ADAS) para células neurais 

foram realizadas por vários grupos. Um aspecto muito importante relacionado 

com as células-tronco é a manutenção da integridade genômica durante o 

processo de diferenciação. Acredita-se que a manutenção da estabilidade 

genética por meio dos mecanismos de reparação do DNA devem ser 

particularmente rigorosos em células-tronco adultas, onde qualquer alteração 

genética pode comprometer a estabilidade genética e a funcionalidade destas 

células. O objetivo deste estudo foi observar a viabilidade e a integridade 

genética das células ADAS tratadas com o meio de indução neural, por meio 

do teste cometa, teste de micronúcleo e teste de viabilidade celular. Além 

disso, foi analisada a expressão de algumas proteínas relacionadas com a 

sinalização de danos no DNA, remodelagem de cromatina e proliferação. Os 

resultados obtidos no presente estudo claramente indicaram que o meio de 

indução neural pode ser genotóxico para as ADAS. O teste cometa revelou que 

a indução neural aumenta o índice e a freqüência de danos no DNA. A indução 

de micronúcleos não foi observada nas mesmas condições, indicando que o 

meio de indução neural não causa danos clastogênicos. Ao considerar a 

expressão de MCM3, TIP60, telomerase e a variação na expressão de 

marcadores neurais, o método de indução neural usada in vitro pode 



 XVI 

encaminhar a célula a uma transformação tumoral. Estes resultados alertam 

para a importância dos estudos relacionados com aos protocolos atualmente 

usados na diferenciação in vitro de células-tronco para fins terapêuticos. 



 XVII 

ABSTRACT 

 

Mesenchymal stem cells (MSC) were originally isolated from the bone marrow, 

although similar populations have been isolated from adipose and other tissues. 

The differentiation of ADAS (adipose derived stem cells) to neuronal cells has 

been accomplished by several groups. One important aspect related to stem 

cells is the maintenance of genomic integrity during the differentiation process. 

In this sense, the maintenance of genomic stability by DNA repair mechanisms 

in adult stem cells should be particularly stringent, where any genetic alteration 

can compromise the genomic stability and functionality of cell. Thus, the aim of 

this study was to observe the viability and integrity of ADAS cells treated with 

neural induction medium by using the comet, micronucleus, and cell viability 

assays. Moreover, the expression of some proteins and genes related to DNA 

damage signalling, chromatin remodeling, and cell proliferation was analyzed. 

The data obtained from the present study clearly indicate that the neuronal 

medium can be genotoxic to ADAS cells. Our results reveal that neuronal 

induction increases the damage frequency and damage index observed by 

comet assay. The induction of micronuclei was not observed for the same 

assay conditions, indicating that the neuronal induction medium does not cause 

chromosome loss and breakage. Considering the expression of MCM3, TIP60, 

telomerase and neuronal marker, it can be speculated that the neural induction 

conditions used in this work can drives ADAS cells to tumor transformation. 

These results call for the necessity of new studies related to in vitro stem cell 

differentiation protocols  for therapeutical purposes. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 

Célula derivada do tecido adiposo em cultura (Microscopia Eletrônica)
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1. A biologia das células-tronco 

As células-tronco apresentam como características principais a 

capacidade de auto-renovação e a diferenciação em múltiplas linhagens 

celulares. Embora existam inúmeros critérios propostos para definir o que 

são as células-tronco, os conceitos mais aceitos pela comunidade científica 

são: (i) devem ser células indiferenciadas, (ii) devem ser capazes de 

proliferação e auto-renovação, produzindo inúmeras células funcionalmente 

diferenciadas e (iii) devem regenerar os diferentes tecidos do organismo 

após uma lesão (Lajtha, 1979; Loeffler et al., 1997; Kaji e Leiden, 2001) 

(Figura 1). 

 

Figura 1. Características das células-tronco. 

As células-tronco desenvolvem um papel central na formação dos 

tecidos, na regeneração e na homeostasia do organismo, fornecendo novos 

elementos para aumentar a massa tecidual durante o desenvolvimento/ 

crescimento e substituindo as células perdidas no processo de 
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envelhecimento e nas lesões (Piscaglia, 2008). Existe uma hierarquia de 

potencialidade das células-tronco: (i) as célula do zigoto e suas progênies 

diretas são totipotentes, (ii) as células embrionárias são pluripotentes e (iii) 

as células dos adultos são multipotentes (Mimeault et al., 2007).  

As células-tronco embrionárias derivadas da massa interna do 

blastocisto (retiradas no 4° ou 5° dia após a fecundação) são capazes de 

gerar qualquer fenótipo celular derivados das três camadas germinativas 

(mesoderma, endoderma e ectoderma) (Piscaglia, 2008). Estas células 

podem ser cultivadas tornando-se uma linhagem de célula-tronco 

embrionária. Além das células retiradas do blastocisto, também são 

conhecidos outros tipos de células embrionárias que são pluripotentes, tais 

como as células germinais embrionárias, encontradas em uma fase mais 

avançada do desenvolvimento fetal (5° a 10° semana), e as células obtidas 

por transferência de núcleo somático (Fuchs e Segre, 2000; Zago M. A., 

2006). A rede de sinalização envolvida na manutenção da 

pluripotencialidade e diferenciação das células-tronco embrionárias 

permanecem desconhecidas. (Liu et al., 2008). Além disso, o uso de células-

tronco fetais ou embrionárias origina importantes questões biológicas, éticas 

e legais que podem limitar a sua utilização nas pesquisas básicas e clínicas 

(Haas et al., 2005). 

Em 2006, as células-tronco induzidas (iPS) foram geradas através da 

transformação com retrovírus que induz a expressão dos fatores Yamanaka 

(OCT4, SOX2, KLF4, C-MYC) em fibroblastos de camundongos 

embrionários e adultos (Takahashi e Yamanaka, 2006). Recentemente foi 
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possível induzir células iPS humanas pelos fatores Yamanaka ou pela 

combinação de vários outros fatores em fibroblastos adultos humanos 

(Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007; Nakagawa et al., 2008). Os fatores 

Yamanaka iniciam a maioria, se não todas, as vias de sinalização 

importantes para o desenvolvimento da indução das células iPS. Acredita-

se, também, que esses fatores são importantes para a manutenção da 

pluripotencialidade das células-tronco embrionárias (Liu et al., 2008). A 

transformação das células iPS tem sido reconhecida como muito promissora, 

pois pode solucionar as questões éticas e problemas de rejeição associados 

ao uso de células-tronco embrionárias humanas na medicina regenerativa.  

Ao final da embriogênese cada tecido apresenta uma população 

heterogênea de células em diferentes estágios de maturação, incluindo as 

células relativamente indiferenciadas usadas para a auto-renovação tecidual 

e que são chamadas de células-tronco adultas. Essas células-tronco adultas 

apresentam um potencial mais limitado de diferenciação (Piscaglia, 2008). 

Neste sentido, as células-tronco adultas ou somáticas são multipotentes, 

pois geram tipos celulares de uma ou mais linhagens, mas não possuem a 

capacidade de constituir o organismo como um todo (Fuchs e Segre, 2000). 

A capacidade de gerar diversos tipos celulares, tanto in vivo como in vitro, 

bem como os mecanismos envolvidos que modulam a diferenciação em um 

tipo celular específico, ainda são muito discutidos e continuam sendo alvo de 

muitas pesquisas (Vescovi et al., 2002; Safford e Rice, 2005; Bobis et al., 

2006; Parker e Katz, 2006; Kolf et al., 2007). Estudos têm demonstrado a 

presença de células-tronco em vários tecidos adultos como na medula 

óssea, no sangue periférico, no sistema nervoso central, no fígado, no 
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pâncreas, o músculo, na pele, no pulmão, no intestino, no coração e no 

tecido adiposo (Zuk et al., 2001; Korbling e Estrov, 2003; da Silva Meirelles 

et al., 2006; Parker e Katz, 2006).  

As células-tronco adultas contribuem em várias funções teciduais. No 

entanto, a função principal que elas possuem é de prover células 

indiferenciadas para a renovação dos tecidos. Assim, as células tronco 

adultas apresentam uma função específica no tecido em que residem 

(Kenyon e Gerson, 2007). Por exemplo, as células-tronco hematopoiéticas 

que residem na medula óssea têm como função mediar à produção de 

linhagens mielóides e linfóides. Altas doses de radiação e quimioterapia são 

usadas para ablação destas células no caso de doenças hematológicas 

malignas. No entanto, uma única célula-tronco original, sendo normal ou 

cancerosa, é capaz de repovoar toda a medula óssea (Hong et al., 2007; 

Kenyon e Gerson, 2007; Lobo et al., 2007). Da mesma forma, as células-

tronco neurais costumam migrar e diferenciar para zonas lesadas que 

necessitem de reparo. As anormalidades nesta função podem levar à 

transformação de um “pool” de células-tronco neurais e originar cânceres 

neurais, especialmente glioblastomas, meduloblastomas e ependinomas. 

Por outro lado, a deficiência em células-tronco neurais pode levar a doenças 

degenerativas neurais (Liu e Martin, 2006).  

Segundo Pelicci (2004), os fatores intrínsecos, como a disfunção da 

telomerase e o estresse oxidativo, e/ou fatores extrínsecos, como a radiação 

γ e a luz ultravioleta, podem induzir danos no DNA. Uma vez presentes no 

DNA, estes danos ativam as vias de controle do ciclo celular mediadas pelas 
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proteínas supressoras tumorais p53 e p16-pRb que, por sua vez, 

encaminham a célula à apoptose ou à senescência celular. Por exemplo, se 

os danos ocorrerem nas células-tronco a ponto de alterarem a homeostase 

do tecido e a sua capacidade de renovação, esses mesmos danos poderão 

contribuir para o processo de envelhecimento a médio e a longo prazo. Por 

outro lado, se estas alterações no DNA levarem à inativação de genes 

supressores tumorais isto poderá resultar, como conseqüência, no 

desenvolvimento de um processo tumoral (Figura 2) (Pelicci, 2004). Para 

uma completa homeostase do organismo e para a inibição dos processos 

tumorais é importante que as células-tronco mantenham o controle do seu 

ciclo celular e que ativem os mecanismos de reparação do DNA quando 

forem necessários. 
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Figura 2: Causas e conseqüências de danos no DNA (adaptado de Pelicci, 

2004). 

 

Desta maneira, as células mantêm um delicado balanço entre a 

proliferação e a apoptose. A longevidade destas células é dependente de um 

cuidadoso controle da expressão de vários genes envolvidos na proliferação, 

no controle do ciclo celular e na diferenciação. Algumas anormalidades 

genéticas humanas associadas ao envelhecimento apontam que a perda da 

reparação do DNA contribui para o processo de envelhecimento. Neste 

sentido, a manutenção do genoma das células-tronco pelos mecanismos de 

reparação de DNA é fundamental para a prevenção do envelhecimento e de 

patologias. Além disso, a deficiência na manutenção do genoma é um 
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importante fator que leva à proliferação desordenada ou induz à senescência 

e/ou apoptose celular (Sethe et al., 2006; Kenyon e Gerson, 2007). 

 

2. Células-tronco adultas e seu papel na medicina 

regenerativa  

 

 Os avanços recentes no conhecimento da biologia das células-tronco 

têm contribuído para o uso das mesmas no tratamento de diversas 

desordens teciduais (Korbling e Estrov, 2003; Haas et al., 2005; Bobis et al., 

2006; Mimeault et al., 2007). A área da ciência, baseada no uso de células-

tronco para o tratamento de doenças, é conhecida como Medicina 

Regenerativa (Fodor, 2003). A terapia com células-tronco adultas está 

baseada no transplante autólogo ou alogênico das células na forma de 

infusão sistêmica ou no local da lesão no paciente (Barry e Murphy, 2004). 

Do ponto de vista terapêutico, os diferentes tipos e a origem das células-

tronco apresentam vantagens e desvantagens intrínsecas e que devem ser 

consideradas na sua aplicação na regeneração dos tecidos lesados ou para 

a engenharia de tecidos (Trounson, 2009). 

As células-tronco adultas mais estudadas na medicina regenerativa 

são as derivadas da medula óssea, principalmente por serem usadas há 

vários anos para o tratamento de doenças hematológicas (Pittenger et al., 

1999; Tuan et al., 2003; Tohill e Terenghi, 2004). A medula óssea era a 

única fonte de células-tronco adultas humanas e serviam como protótipo de 

células-tronco adultas. As características que definem as células-tronco, 
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como a expressão de proteínas de superfície, a capacidade de diferenciação 

e de auto renovação foram definidas, primeiramente, nos estudos com 

células-tronco hematopoiéticas (Kondo et al., 2003). A medula óssea 

apresenta também células progenitoras estromais, atualmente denominadas 

como células-tronco mesenquimais (MSCs), as quais apresentam habilidade 

de diferenciarem-se em múltiplas linhagens celulares como adipócitos, 

condrócitos, células tronco hematopoiéticas, miócitos, células neurais e 

osteoblastos, entre outros tipos (Gimble e Nuttall, 2004; Caplan, 2007; da 

Silva Meirelles et al., 2008; Garcia-Castro et al., 2008). Atualmente, as 

evidências apontam a existência de células-tronco em quase todos os 

tecidos adultos (da Silva Meirelles et al., 2006).  

O tecido adiposo representa uma fonte alternativa de células-tronco 

adultas. Os depósitos subcutâneos de tecido adiposo são acessíveis, 

abundantes, reabastecíveis e, em função disso, representam um potencial 

reservatório de células-tronco adultas em cada indivíduo. Estas células são 

vistas como uma fonte bastante promissora de células-tronco para uso 

clínico devido à facilidade de obtenção e o baixo risco para o paciente 

(Parker e Katz, 2006). 

Uma variedade de termos foi utilizada para designar as células-tronco 

presentes no tecido adiposo (revisado na tabela 1 do Capítulo 1). O termo 

utilizado neste trabalho será células “tronco derivadas do tecido adiposo” 

(adipose derived adult stem - ADAS). A preparação e isolamento das células 

ADAS não é idêntica em todos os laboratórios. A maioria dos grupos de 

pesquisas isola as células por meio da digestão com colagenase seguido do 
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fracionamento das células com algumas centrifugações. As células isoladas 

após a centrifugação são colocadas em cultura e a população de células 

aderidas podem ser expandidas e usadas para os diversos experimentos 

(Figura 3) (Mitchell et al., 2006). Para maiores detalhes sobre as variações 

no isolamento das ADAS veja o item 3- Applied methods of ADAS isolation 

do Capítulo 1. 

Vários grupos independentes demonstraram que as células ADAS são 

capazes de diferenciarem-se em uma variedade de linhagens teciduais 

como: adiposa, cardíaca, condrocitica, endotelial, epitelial, hematopoiética, 

muscular, óssea e neuronal (Safford et al., 2002; Zuk et al., 2002; Safford e 

Rice, 2005; Gimble et al., 2007) (revisado na tabela 2 do Capítulo 1 dessa 

tese). 
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Figure 3- Diagrama apresentando o método de isolamento das células 

ADAS (A) O lipoaspirado é lavado com PBS (phosphate-buffered saline) 

para remover a contaminação com hemácias e fragmentos de tecidos. (B) A 

matriz extracelular é digerida com colagenase. (C) A enzima é neutralizada 

com 10% de soro fetal bovino (fetal bovine serum-FBS) e as células são 

centrifugadas. (D) O precipitado resultante das centrifugações é 

ressuspendido com meio de cultura completo [Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM) com FBS, com antibiótico]. 

Ao considerar os benefícios e a facilidade de obtenção das células 

ADAS, o estudo da diferenciação de células-tronco adultas para o tecido 

neural é necessário levando-se em conta as inúmeras neuropatologias que 

afligem a população, tais como as doenças de Parkinson, de Alzheimer, de 

Huntington, o acidente vascular encefálico, a dor neuropática crônica e a 

lesão da medula espinhal. Neste sentido, muitas pesquisas estão sendo 

atualmente realizadas para possibilitar o tratamento destas condições 

neuropatológicas por meio do transplante de células-tronco adultas. (Zuk et 

al., 2002; Lepski, 2007; Park et al., 2008; Sanchez-Ramos et al., 2008). 

Somando-se a estas questões, torna-se fundamental verificar e entender o 

processo de diferenciação destas células. 

 

3. Métodos de diferenciação neural in vitro das células-

tronco derivadas do tecido adiposo (ADAS) 

 

A maioria dos estudos sobre o processo de diferenciação neural das 

células ADAS foram baseados, principalmente, em dois trabalhos publicados 

no ano de 2000, que diferenciaram as células derivadas da medula óssea 
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para tecido neural (Woodbury et al., 2000; Sanchez-Ramos et al., 2008). 

Detalhes sobre os métodos de indução destes dois trabalhos são 

apresentados no item 5- How ADAS cells differentiate into neuronal cells e 

na Tabela 4 do Capítulo 1. Subseqüente aos estudos de Sanchez-Ramos et 

al. e Woodbury et al. em 2000, vários estudos com células ADAS humanas 

ou de camundongos foram publicados utilizando os mesmos métodos ou 

variações dos mesmos, dos quais podem ser citados os de (Safford et al., 

2002; Zuk et al., 2002; Ashjian et al., 2003; Tholpady et al., 2003; Safford et 

al., 2004; Krampera et al., 2007). Para maiores detalhes sobre os métodos 

de diferenciação das células ADAS humanas para tecido neural são 

apresentados no item 6- Induction of adipose-derived adult stem cells e na 

tabela 4 do Capítulo 1. 

A fim de verificar se o processo de diferenciação foi efetivo a maioria 

das pesquisas observa alterações na morfologia das células por meio de 

microscopia óptica ou eletrônica e a expressão de alguns marcadores 

neurais. Nos trabalhos analisados, a presença dos marcadores neurais 

costuma ser verificado por imunocitoquímica ou western blotting para 

detectar as proteínas específicas e/ou por RT-PCR para os respectivos 

mRNAs. Na tabela 3 do Capítulo 1 foram apresentados os principais 

marcadores neurais com algumas informações relevantes sobre os mesmos. 

As alterações morfológicas e a expressão de marcadores neurais 

representam alterações fenotípicas das células. No entanto, estes mesmos 

não são suficientes para confirmar a funcionalidade de um neurônio (Lu e 

Tuszynski, 2005). O fator mais importante para definir um neurônio funcional 
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é sua excitabilidade, a habilidade de ativar o potencial de ação e a 

capacidade de comunicar-se com outras células pela liberação de 

neurotransmissores nas sinapses (Kandel et al., 2000). Alguns estudos 

demonstraram a formação de neurônios maduros e funcionais in vitro a partir 

de células-tronco embrionárias (Okabe et al., 1996; Miles et al., 2004) e 

células-tronco adultas neurais (Song et al., 2002; Westerlund et al., 2003). 

Em relação às células-tronco do tecido adiposo, nenhum estudo conseguiu 

provar a funcionalidade das células neurais induzidas in vitro (Lu e 

Tuszynski, 2005). Para maiores detalhes dos estudos sobre a funcionalidade 

das células neurais induzidas in vitro, veja item 7- How to confirm 

differentiation into funtional neurons no Capítulo 1. 

 

4. A manutenção da integridade genômica durante o 

processo de diferenciação das células-tronco para tecido 

neural 

As células eucarióticas, de uma maneira geral, são constantemente 

desafiadas pelo ambiente que as rodeia. O DNA dessas células costuma 

sofrer danos endógenos e exógenos continuamente. As chamadas vias de 

reparação de DNA são capazes de reconhecer um dano e removê-lo a fim 

de prevenir as consequências deletérias deste dano no DNA (Peterson e 

Cote, 2004; Sancar et al., 2004; Houtgraaf et al., 2006; Shrivastav et al., 

2008; Pardo et al., 2009). No caso de danos no DNA que não são reparados, 

a célula conta com uma complexa via de sinalização que induz a 
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senescência ou a apoptose. Essas vias são induzidas quando a morte 

celular é mais adequada do que a proliferação da célula lesada. Assim, os 

defeitos na reparação do DNA, na apoptose ou na senescência estão 

envolvidos com o câncer e com o envelhecimento (von Zglinicki et al., 2001; 

Costa et al., 2003; Andressoo et al., 2006; Wilson e Bohr, 2007). 

A frequência de mutação em alguns lócus de células somáticas de 

mamíferos in vivo costuma ser na ordem de 10-4 mutações (Frosina, 2009). 

Esse alto nível de danos no DNA é claramente insustentável em células-

tronco embrionárias que participarão do desenvolvimento do organismo e o 

estabelecimento de padrões corporais. Neste sentido, as células-tronco 

embrionárias são geneticamente menos suscetível à danos no DNA (Efroni 

et al., 2008), onde as frequências de mutações e de recombinação mitótica 

são em torno de 100 vezes menores quando comparadas com as células 

adultas somáticas ou com fibroblastos embrionários de camundongos 

isogênicos (Hong et al., 2007). Assim, as células-tronco embrionárias devem 

ser equipadas com mecanismos de defesa altamente eficientes contra vários 

tipos de estresse, incluindo danos no DNA (Maynard et al., 2008). 

As células-tronco adultas são extremamente importantes para a 

manutenção dos tecidos ao longo da vida. Estas regeneram os tecidos 

lesados e substituem células senescentes por células novas (Kenyon e 

Gerson, 2007). O estresse oxidativo, a toxicidade de sub-produtos da 

atividade metabólica, a redução da função mitocondrial e os agentes 

externos levam a formação de danos no DNA por modificação de bases, erro 

na incorporação de fragmentos de desoxiribose, indução de fosfotriesteres, 
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quebra simples e duplas do DNA (Park e Gerson, 2005). Devido ao papel 

das células-tronco adultas na manutenção dos tecidos, acredita-se que 

essas células apresentem mecanismos de reparação do DNA diferenciados 

das demais células do organismo adulto. No artigo de revisão de Frosina et 

al. (2009) foi comparada a capacidade de reparação de DNA em células-

tronco normais (embrionárias ou adultas humanas ou de camundongos) com 

células diferenciadas. Em 64% dos artigos foi observado um aumento da 

capacidade de reparação do DNA, mostrando que as células-tronco 

protegem seu genoma por meio do aumento da reparação no DNA. Da 

mesma forma, as células-tronco podem reduzir a taxa de proliferação e 

aumentar a atividade de proteínas envolvidas nos pontos de checagem 

(Frosina, 2009).  

A importância da manutenção da integridade genômica na 

neurogênese é claramente ilustrada nas desordens neurológicas, 

relacionadas a pacientes com doenças hereditárias associadas a defeitos 

nos mecanismos de reparação do DNA. Entre as síndromes hereditárias 

relacionadas com os mecanismos de reparação do DNA podemos citar a 

xeroderma pigmentosa (XP), a síndrome de Cockayne (CS), a ataxia 

telangectasia (AT) e a desordem semelhante a ataxia telangiectasia (ATLD) 

(Brooks, 2002). 

Durante a neurogênese, os precursores neurais se dividem e geram 

neurônios novos. Alguns destes neurônios sofrem apoptose, o que é 

fundamental para o desenvolvimento do sistema nervoso central adulto. No 

entanto, as células progenitoras neurais e neurônios maduros que estão 

próximos a célula que sofreu apoptose continuam vivos (Cheng et al., 2007). 
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Não se sabe por que esses neurônios jovens são hipersensíveis à apoptose, 

mas tem sido sugerido que danos no DNA e/ou sinalização relacionada com 

o ciclo celular estejam envolvidos (Herrup et al., 2004; Kruman et al., 2004b).  

Achados recentes sugerem que a telomerase e a proteína associada 

aos telômeros (TRF2) apresentem um importante papel na neurogênese. As 

células-tronco neurais em proliferação apresentam altos níveis de 

telomerase para manterem os telômeros e promoverem a sobrevivência 

celular. Os níveis de telomerase diminuem rapidamente logo após a 

diferenciação do sistema nervoso central, o que contribui para a 

vulnerabilidade dos neurônios recém formados à apoptose (Mattson et al., 

2001; Zhang et al., 2007). A TRF2 parece ter um papel importante nas 

células-tronco neurais e em neurônios pós-mitóticos na presença de danos 

no DNA, em regiões não teloméricas. Existem ligações importantes entre as 

proteínas associadas aos telômeros e os mecanismos de reparação do 

DNA, mais notavelmente pela via de sinalização da proteína ATM (Kang et 

al., 2004; Zhang et al., 2007). 

De forma controversa à manutenção da integridade genômica, 

estudos recentes têm demonstrado que o cérebro é um complexo mosaico 

genético de células aneoplóides e euplóides (Yang et al., 2003; Yurov et al., 

2005; Kingsbury et al., 2006). A função precisa da aneoploidia neural e 

desse mosaico é desconhecida. Entretanto, acredita-se que a aneuploidia 

neural esteja envolvida com a diversidade celular, sinalização celular e com 

doenças no sistema nervoso central (Kingsbury et al., 2006). 
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5. Proteínas envolvidas na sinalização dos danos no DNA, 

remodelagem de cromatina e proliferação celular 

 

ATM e ATR 

 
Os danos no DNA são causados por uma mistura de efeitos deletérios 

endógenos e exógenos. Quando a célula percebe a ocorrência dos danos no 

DNA, as proteínas sensoras sinalizam e levam a uma parada do ciclo 

celular. A família das fosfatidilinositol 3-cinases (PI3K) é formada por 

proteínas evolutivamente conservadas e que respondem a inúmeros 

estresses celulares por meio da fosforilação de proteínas chaves. Essas 

proteínas são conhecidas como proteínas sensoras de danos no DNA, cujos 

principais representantes são a proteína mutada para a ataxia telangiectasia 

(ATM), a proteína relacionada à ATM (ATR) e a subunidade catalítica da 

proteína cinase dependente de DNA (DNA-PKs (Garner e Costanzo, 2009). 

Essas proteínas são “sensoras’’ de tipos específicos de danos no DNA. A 

proteína ATM é considerada a primeira sensora de quebras duplas no DNA 

(DSB), enquanto que a proteína ATR é predominantemente ativada em 

regiões de fita simples de DNA (ssDNA; Figura 4) (Abraham, 2001). Estudos 

com ATM e ATR foram recentemente revisados em; (Lee e Paull, 2007; 

Cimprich e Cortez, 2008). 
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Figura 4- Agentes causadores de danos no DNA e a resposta celular 
aos danos.  As quebras duplas do DNA (DSB) são induzidas por irradiação 
(IR) e agentes radiomiméticos (AR) que levam a ativação da cinase ATM. A 
cinase ATR é ativada por dímeros de pirimidina formados pela exposição à 
radiação UV ou no local de instalação da forquilha de replicação. Essas 
cinases fosforilam várias proteínas, as quais sinalização a presença de 
danos no DNA, param o ciclo celular, alteram a transcrição, iniciam o 
reparação do DNA e se o dano não puder ser reparado, ativam a apoptose. 
(Adaptado de (Czornak et al., 2008)) 

 

As análises proteômicas recentes dos componentes da maquinaria de 

reparação do DNA revelaram a presença de uma enorme rede de 

comunicação com mais de 700 proteínas envolvidas (Matsuoka et al., 2007). 

Todas essas proteínas são fosforiladas por ATM e ATR em resposta aos 

danos no DNA. As proteínas substrato das cinases ATM e ATR estão 

envolvidas no metabolismo dos ácidos nucléicos e proteínas, regulação do 

ciclo celuar, sinais de transdução, estrutura e proliferação celular e 

oncogênese (Czornak et al., 2008). 
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A proteína cinase nuclear ATM é uma ativadora massiva da resposta 

às DSBs (Shiloh, 2003; Biton et al., 2006; Shiloh, 2006). ATM gerencia a 

sinalização de uma rede de comunicação envolvida nos mecanismos de 

reparação do DNA, pontos de checagem do ciclo celular, mecanismos 

apoptóticos e várias outras respostas ao estresse que levam a célula ao 

reparo e sobrevivência ou a apoptose (Biton et al., 2006). Após a indução da 

quebra dupla do DNA, a proteína ATM é ativada e fosforila uma vasta 

quantidade de proteínas alvos. Cada uma dessas proteínas alvos modula 

um ou mais mecanismos de resposta (Shiloh, 2006). A ATM também atua na 

manutenção da estabilidade genômica eucariótica e os dados experimentais 

têm indicado que a ATM está funcionalmente ligada à conservação do 

tamanho e da integridade dos telômeros, um processo que é crucial para 

diminuir o envelhecimento celular e para bloquear o surgimento de tumores 

(Pandita, 2001; Chan e Blackburn, 2002; Kim Sh et al., 2002; Maser e 

DePinho, 2002) 

A perda ou a inativação da ATM leva à sindrome denominada de 

ataxia telangiectasia, resultando em um aumento na instabilidade genômica. 

Essa síndrome é caracterizada por degeneração neuronal, imunodeficiência, 

instabilidade genética, sensibilidade à radiação ionizante e predisposição ao 

câncer (Taylor e Byrd, 2005). Uma das principais características da ataxia 

telangiectasia é uma progressiva perda motora que culmina em uma 

disfunção neurológica global (Allen et al., 2001). Inicialmente, há uma atrofia 

cortical do cerebelo que, posteriormente, afeta todas as áreas do cérebro 

(Taylor e Byrd, 2005). Por estas características, a ATM parece ser 

importante para a neurogênese e estudos demonstraram que a ATM e a 
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proteína p53 são necessárias para o desenvolvimento do sistema nervoso 

(Herzog et al., 1998; Chong et al., 2000; Lee et al., 2000). Além disso, Allen 

et al. (2001) mostraram que a perda de ATM em células-tronco progenitoras 

de neurônios resultava em instabilidades genômicas, apoptose ou 

proliferação anormal. Por outro lado, dados mais recentes indicaram que a 

diminuição da expressão de ATM pela tecnologia de RNA interferente em 

células-tronco embrionárias humanas (Biton et al., 2007) e em células de 

neuroblastoma (Biton et al., 2006) não afetam a diferenciação neural (Biton 

et al., 2007). Esses novos resultados sugerem que ATM não apresenta um 

papel crítico na diferenciação neural. 

O mecanismo de ATR é ativado a partir da formação e 

reconhecimento de prolongamentos estendidos de fitas simples do DNA na 

forquilha de replicação (Jazayeri et al., 2006; Chanoux et al., 2009). A função 

de ATR na manutenção do genoma foi primeiramente indicada pelo aumento 

de quebras na cromatina em cultura de células deficientes em ATR (Brown e 

Baltimore, 2000). ATR é um gene essencial tanto em humanos como em 

camundongos (Brown e Baltimore, 2000; Cimprich e Cortez, 2008). A 

Síndrome de Seckel, doença humana caracterizada por retardo no 

desenvolvimento e crescimento, tem sido associada a mutações no gene da 

ATR. As células derivadas de pacientes com a Síndrome de Seckel 

apresentam baixa expressão de ATR, além de defeitos na sinalização 

mediada por ATR (Alderton et al., 2004). A completa ausência de ATR é letal 

e, neste sentido, a ATR é importantíssima na regulação da resposta ao 

estresse replicativo, à irradiação UV e também às ssDNA geradas na 

forquilha de replicação (Abraham, 2001; Shiloh, 2001; Shiloh, 2003). Além 



 21

disso, a ATR é necessária para prevenir a condensação prematura da 

cromatina quando existem danos no DNA (Shiloh, 2003).  

A função da ATR no processo de diferenciação de células-tronco para 

tecido neural não é conhecida, mas levando-se em conta a função da ATR 

na reparação de DNA e na manutenção da cromatina durante a replicação 

de DNA, é esperado que essa proteína também possua uma função 

importante na diferenciação. 

Proteínas Remodeladoras de Cromatina e a Histona H2AX 

 

Além da complexidade bioquímica das proteínas que atuam nos 

mecanismos de sinalização e reparação de DNA, é preciso também 

considerar a estrutura da cromatina eucariótica. A cromatina eucariótica é 

uma estrutura altamente ordenada, formada por proteínas histônicas e não-

histônicas condensadas ao DNA (Allard et al., 2004). Desta maneira, a 

cromatina necessita sofrer modificações para que a maquinaria de 

reparação de DNA tenha acesso às lesões (Allard et al., 2004). Estas 

modificações ou “remodelagens” da cromatina são realizadas por dois 

mecanismos: (i) modificação pós-traducionais das histonas nucleossomais 

(Peterson, 2002; Koundrioukoff et al., 2004) e (ii) uso da energia liberada 

pela hidrólise do ATP para alterar a estrutura da cromatina (Turner, 2002; 

Escargueil et al., 2008).  

Foi demonstrado em células de mamíferos que um subtipo específico 

de histona H2A, conhecida como H2AX, se torna especialmente fosforilada 

na Ser 139 (γ-H2AX) em resposta as DSB (Rogakou et al., 1998). Mais 
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tarde, observações similares foram reportadas em leveduras (Downs et al., 

2000). Seguido dessas publicações, vários trabalhos tem focado no estudo 

do papel da H2AX na reparação do DNA. Esta modificação especifica, 

embora não necessária nos passos iniciais do processo de reparação, é 

necessária para concentrar a maquinaria de reparação ao longo da lesão no 

DNA (Celeste et al., 2003), e recrutar modificadores de cromatina que 

permitam o relaxamento da estrutura da mesma perto da lesão do DNA 

(Downs et al., 2004). Recentemente, foi reportado, em leveduras, que a 

substituição do resíduo de serina fosforilada por um ácido glutâmico, o qual 

mimetiza a fosforilação de H2A, não induz modificações significativas na 

estrutura da cromatina. Este achado sugere que a H2A fosforilada atua, 

principalmente, recrutando os componentes de reparação de DSB antes de 

alterações na estrutura da cromatina (Fink et al., 2007).  

A histona H2AX pode ser fosforilada pelas proteínas ATM e ATR 

(Allard et al., 2004; Stiff et al., 2004) originando a histona γ-H2AX. A γ-H2AX 

ativa uma cascata de cinases também pertencentes à família das PIKK e 

que rapidamente coordenarão os eventos de reparação de DNA, bem como 

induzirão à parada do ciclo celular (Zhou e Elledge, 2000; Rouse e Jackson, 

2002; Escargueil et al., 2008). A γ-H2AX, conhecida por ser um marcador de 

DSB, é capaz de recrutar vários fatores de reparação de DNA ao redor da 

lesão, tais como o complexo MRN (MRE11/ RAD50/ NBN), e as proteínas 

BRCA1 e RAD51 (Paull et al., 2000; Escargueil et al., 2008).  

Em função do importantíssimo papel da H2AX na sinalização das 

DSB e na manutenção da integridade genômica, as células deficientes em 
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H2AX mostram um aumento na sensibilidade à radiação ionizante bem como 

à instabilidades genômicas (Bassing et al., 2002). 

A ativação da γ-H2AX durante o processo de diferenciação de células-

tronco para tecido neural é praticamente desconhecido. Contudo, vários 

dados recentes têm demonstrado que a γ-H2AX é necessária juntamente 

com as proteínas ATM e DNA-PKcs para a manutenção da estabilidade 

genômica (Stiff et al., 2004; Czornak et al., 2008; Chanoux et al., 2009). 

 

Os complexos HATs e a proteína TIP60 
 

A reorganização ou remodelagem da cromatina eucariótica é 

necessária para diferentes processos metabólicos relacionados ao DNA, 

sendo que tanto a acetilação quanto a desacetilação de histonas tem sido 

relacionadas a estes processos. Embora os mecanismos moleculares 

relacionados a acetilação/desacetilação de histonas ainda não estejam 

completamente conhecidos, é sabido que a transcrição, a replicação, a 

recombinação e a reparação do DNA são dependentes da modificação 

estrutural da cromatina induzidas por complexos protéicos denominados 

histonas acetiltransferases (HATs) (Davie e Spencer, 1999; Kouzarides, 

1999; Cheung et al., 2000; Sterner e Berger, 2000; Strahl e Allis, 2000; 

Wolffe, 2000; Sapountzi et al., 2006).  

As HATs constituem um grupo variado de proteínas que atuam na 

acetilação de histonas. Dentre as principais famílias de proteínas HATs 

atualmente conhecidas destaca-se a MYST, que compreende as proteínas 
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humanas MOZ (Borrow et al., 1996), MORF(Champagne et al., 1999), TIP60 

(Yamamoto e Horikoshi, 1997) e HBO1 (Iizuka e Stillman, 1999), assim 

como as proteínas de Drosophila MOF (Smith et al., 2000) e de 

Saccharomyces cerevisiae Sas2p (Reifsnyder et al., 1996), Sas3p (Takechi 

e Nakayama, 1999; John et al., 2000) e Esa1p (Smith et al., 1998)revisado 

em(Voss e Thomas, 2009). As proteínas da família MYST possuem um alto 

grau de similaridade entre si, destacando-se a presença de regiões 

conservadas do tipo dedos-de-zinco e sítios de ligação à acetil-coenzima A 

(acetil-CoA).  

A proteína TIP60 (do inglês Tat-interactive protein-60 kDa protein) foi 

primeiramente identificada no complexo protéico Tat do retrovírus HIV-1 

(Kamine et al., 1996). Posteriormente, mostrou-se que a TIP60 possui 

atividade do tipo HAT (Kamine et al., 1996), sendo a principal proteína de um 

complexo formado por vários polipeptídeos e que possui diversas atividades 

biológicas, tais como reparação do DNA, sinalização celular, ciclo celular, 

controle dos pontos de checagem e apoptose (Sapountzi et al., 2006). Entre 

essas funções, Tip60 apresenta um papel especial na reparação de DSB 

(Voss e Thomas, 2009) 

Os embriões de camundongos com mutações em TIP60 não são 

viáveis, pois morrem antes da implantação (Gorrini et al., 2007). Contudo, o 

tipo de morte celular ainda não foi descrito. 

Foi demonstrado que o complexo TIP60 é capaz de interagir com 

receptores de andrógenos e é um co-ativador de receptores de esteróides, 

os quais possuem um papel-chave na transdiferenciação celular (Gaughan 
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et al., 2001). Durante o desenvolvimento do coração de galinhas, a TIP60 

apresentou um aumento de expressão nos estágios iniciais de diferenciação 

celular, diminuindo nos estágios mais tardios (Lough, 2002). Em 

Caenorhabditis elegans, a TIP60 evita a parada do ciclo celular e o processo 

de diferenciação, pré-requisito necessários para a proliferação continuada 

(Ceol e Horvitz, 2004). Em estudo recente, utilizando a tecnologia de RNA 

interferente em células-tronco embrionárias de camundongos, foi 

demonstrado que a Tip60 é necessária para a diferenciação das células-

tronco. Para complementar, uma vasta análise da expressão gênica revelou 

que na ausência de Tip60, vários genes importantes na diferenciação são 

suprimidos (Fazzio et al., 2008). Dessa forma, acredita-se que a proteína 

TIP60 é necessária para a pluripotencialidade das células-tronco 

embrionárias. Estes resultados suportam a hipótese de que a TIP60 poderia 

exercer uma função importante durante a proliferação e a diferenciação de 

células-tronco (Voss e Thomas, 2009). 

 

TRRAP  

 

 A proteína TRRAP (Transactivation/transformation-domain associated 

protein), assim como o ortólogo de leveduras Trap1p, foram identificadas 

como subunidades protéicas formadoras de diferentes complexos HATs, tais 

como o PCAF/SAGA, a TIP60/NuA4, o TFTC, a SILK e a SLIK (Herceg et 

al., 2003). Vários fatores de transcrição interagem com os complexos 

TRRAP/ HAT e são regulados ou mediados pela atividade de TRRAP na 

modificação da cromatina (Yanagisawa et al., 2002; Cheng et al., 2006; 
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Sierra et al., 2006). Entre eles, foi demonstrado que a interação entre a 

oncoproteína c-Myc e o complexo TRRAP/HAT é necessário para a 

atividade da transcrição e transformação (Bouchard et al., 2001). As 

proteínas c-Myc e N-Myc regulam uma variedade de genes envolvidos no 

controle da proliferação e morte (Wilson et al., 2004; Laurenti et al., 2008). 

A ausência do gene TRRAP em células de mamíferos é letal, 

resultando na inviabilidade do embrião, devido ao bloqueio da proliferação 

dos blastocistos (Herceg et al., 2001). A deficiência de TRRAP parece afetar 

vários genes relacionados ao ciclo celular, à transcrição, à reparação de 

DNA e à supressão de tumores (Herceg et al., 2003). Vários resultados têm 

demonstrado que a TRRAP controla os mecanismos dos pontos de 

checagem durante a transição da fase G2 para a M, cuja ausência resulta 

em instabilidades cromossômicas (Herceg et al., 2001). Além disso, estudo 

utilizando a tecnologia de RNA interferente em células-tronco embrionárias 

de camundongos revelaram que o complexo Tip60/HAT é necessário para a 

manutenção da identidade das células tronco embrionárias (Fazzio et al., 

2008).  

Loizou et al. (2009) desenvolveram camundongos knockout que 

permitem a inativação do gene TRRAP de maneira temporal in vivo. Com 

essa tecnologia foi possível estudar a função de TRRAP/HAT e a acetilação 

de histonas em camundongos adultos e em células-tronco adultas. Este 

estudo revelou que TRRAP apresenta um papel fundamental no mecanismo 

de manutenção das células-tronco hematopoiéticas e no sistema 

hematopoiético. Além disso, foi evidênciado a importância de TRRAP e das 
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modificações nas histonas para a homeostasia dos tecidos (Loizou et al., 

2009). O papel das HAT e da acetilação das histonas na manutenção de 

padrões distintos de cromatina exclusivos para as propriedades das células-

tronco, permanecem desconhecidos (Shukla et al., 2008). 

 

A Família MCM 
 

O complexo de manutenção de minicromossomos (minichromosome 

maintenance; MCM) é formado por seis proteínas relacionadas (MCM 2-7) 

que atuam como helicases replicativas, tendo um papel fundamental na 

estabilidade genômica durante a replicação do DNA (Labib e Diffley, 2001; 

Maiorano et al., 2006). As proteínas MCM são necessárias para a 

processividade da replicação do DNA e são alvos de pontos de checagem 

da fase S. A perda da função das MCM leva a danos no DNA e à 

instabilidade genômica.  

A expressão das MCM está aumentada em células proliferativas, 

sendo um marcador de células cancerosas ou de células com potencial de 

se tornarem malignas. O papel do complexo MCM na integridade genômica 

mostra atividade tanto na forquilha de replicação ativa como distante da 

forquilha (Bailis e Forsburg, 2004). As proteínas MCM são expressas em 

células que estão se dividindo, porém apresentam expressão diminuída e 

estão dissociadas da cromatina em células em repouso (Madine et al., 

2000). Um dos maiores mecanismos pelo qual as proteínas MCM promovem 

a estabilidade genômica é por limitar a replicação do DNA a uma vez por 

ciclo (Bell e Dutta, 2002). Esse papel fundamental torna as proteínas MCMs 
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alvos potenciais de oncogenes celulares, os quais inibem ou desregulam o 

processo de replicação. A disfunção da MCM pode contribuir para 

proliferação celular anormal acompanhada de uma instabilidade genômica. 

Os defeitos na síntese de DNA e aumento dos níveis de proliferação celular 

em tumores estão associados ao aumento da expressão da cinase de MCM 

Cdc7/Dbf4 e das proteínas MCM (Hess et al., 1998; Freeman et al., 1999; 

Kumagai et al., 1999; Shohet et al., 2002).  

As proteínas MCM são altamente expressas, não somente em células 

em replicação ativa, mas também em células com potencial de proliferação. 

Testes diagnósticos recentes apontam uma forte correlação entre células 

pré-cancerosas e células que expressam altos níveis das proteínas MCMs 

(Williams et al., 1998; Tan et al., 2001; Sirieix et al., 2003). As proteínas 

MCM são, contudo, marcadores moleculares sensíveis de células que têm a 

capacidade para proliferar, e assim podem ser usadas para identificar 

células pré-cancerosas antes que elas se tornem malignas (Bailis e 

Forsburg, 2004).  

A proteína MCM2, como os outros membros da mesma família, 

também tem demonstrado ser um marcador de células proliferativas. Em 

megacariócitos, a expressão de MCM2 é maior do que a expressão do 

marcador proliferativo Ki-67 (Lampert et al., 2005). Em câncer renal, a 

MCM2 tem utilidade clínica como marcador prognóstico (Rodins et al., 2002). 

Um estudo realizado para verificar a expressão de MCM2 em câncer colo-

retal apresentou correlação entre alta expressão de MCM2 e a presença de 

metástases em linfonodos (Guzinska-Ustymowicz et al., 2008).  
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A MCM-2 é fosforilada pela ATR e outras proteínas da família PI3K, 

em resposta às múltiplas formas de danos no DNA e às ssDNAs geradas na 

forquilha de replicação (Cortez et al., 2004). 

 

Telomerase 

 

Os telômeros são regiões altamente repetitivas de DNA que se 

encontram na extremidade dos cromossomos. As repetições teloméricas das 

células somáticas humanas agem como um "relógio celular", pois diminuem 

com as divisões. Assim, quanto mais vezes uma linhagem celular se divide, 

mais os telômeros encurtam, até que atinjam um tamanho mínimo que limita 

as novas divisões celulares. Isso ocorre porque o DNA não pode mais ser 

duplicado corretamente nas extremidades da molécula de DNA. Este 

encurtamento promove a ativação de uma ribonucleo-proteína chamada 

telomerase, que adiciona novas repetições teloméricas nas extremidades 

cromossômicas (Blackburn, 1991; Blackburn, 2001). Em humanos, este 

processo é normalmente ativado somente em linhagens germinativas e em 

embriões nos estágios iniciais do desenvolvimento. Quando a telomerase 

está ativa em células somáticas, estas se tornam imortais. Por este motivo, a 

atividade da telomerase e o encurtamento do telômero têm sido estudados 

em diversos tipos de câncer, tendo valor prognóstico em muitos deles (Ju e 

Lenhard Rudolph, 2008).  

Os telômeros nas células somáticas se encurtam pela falta de 

telomerase, desta forma limitando o número de divisões celulares pelas 
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quais as células podem passar. No entanto, em células germinativas e em 

células-tronco embrionárias, a elevada atividade da telomerase mantém a 

capacidade replicativa. A redução da atividade da enzima de linhagens em 

cultura está associada a uma diminuição dessa capacidade replicativa (Ju e 

Lenhard Rudolph, 2008). Por outro lado, o processo de ‘’imortalização” de 

linhagens celulares é acompanhado do aumento da atividade da telomerase, 

e a transfecção do gene da hTERT em linhagens celulares epiteliais e 

fibroblastóides suprime a senescência (Wang et al., 1998), e prolonga a 

sobrevida de células estromais da medula óssea murina em cultura (Mori et 

al., 2005). 

A estabilidade dos telômeros é regulada por duas proteínas 

específicas ligadas aos telômeros, a TRF1 e a TRF2, as quais protegem os 

telômeros da degradação, recombinação homóloga e não-homóloga (de 

Lange, 2002). A inibição da ligação do TRF2 leva à instabilidade dos 

telômeros e dispara o gatilho de ativação da apoptose ou da senescência via 

ATM/p53. Além disso, mutações nas proteínas de reparação do DNA; DNA-

PKcs, Ku70, Ku80, a ATM têm sido associadas à disfunção na estrutura dos 

telômeros (Hande et al., 2001; d'Adda di Fagagna et al., 2003).  

Não é surpreendente que as mutações nos componentes da 

telomerase estejam associadas a doenças nas células-tronco, como na 

disqueratose congênita, uma doença rara caracterizada por falhas na 

medula óssea e anemia aplásica (Yamaguchi et al., 2003). As famílias com 

herança autossômica dominante para disqueratose congênita apresentam 

mutação no gene que codifica o componente de RNA da telomerase, TERC 



 31

(Yamaguchi et al., 2003). Nessas famílias, bem como em camundongos 

Terc-/-, a doença começa mais severa em gerações subseqüentes por 

causa do progressivo encurtamento dos telômeros (Park e Gerson, 2005).  

Existe um consenso geral de que as células-tronco embrionárias 

apresentam altos níveis de telomerase para a manutenção do tamanho dos 

telômeros (Carpenter et al., 2004). No entanto, para as células-tronco 

adultas, os achados apresentam variações. Técnicas altamente sensíveis 

demonstraram baixos níveis de telomerase na maioria das células-tronco 

adultas, o que levaria a um encurtamento gradual dos telômeros durante a 

vida (Serakinci et al., 2008). A expressão de telomerase é cuidadosamente 

regulada de diversas formas nas células que necessitam da telomerase 

(Reddel e Bryan, 2003; Serakinci et al., 2008). 

Os baixos níveis de telomerase e os telômeros relativamente curtos 

observados nas células-tronco adultas devem ser suficientes para uma 

proliferação “normal”. No entanto, várias situações patológicas podem levar 

a uma extensiva apoptose ou necrose em certas populações celulares, 

resultando em um período de proliferação mais intensa das células-tronco a 

fim de restabelecer o tecido lesado. Os baixos níveis de telomerase e o 

tamanho curto dos telômeros em células-tronco adultas, nesta situação, 

parecem ser inadequados. Entretanto, este pode ser considerado como um 

mecanismo de defesa contra o desenvolvimento de cânceres. Esta deve ser 

a razão para a existência de um cuidadoso balanço entre as necessidades 

de replicação e a expressão da telomerase em células-tronco adultas. Deve 

existir um mecanismo regulatório muito cuidadoso e rápido que, quando 
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necessário, é capaz de induzir a proliferação sem levar a perda extensiva 

dos telômeros ou levar ao aumento dos telômeros (Serakinci et al., 2008). 

Dessa forma, acredita-se que a telomerase tenha um papel fundamental na 

manutenção das células-tronco e possivelmente também no processo de 

diferenciação dessas células (Ju et al., 2007). 
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OBJETIVOS 
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Objetivo geral 

 Esta tese tem como objetivo geral a análise da expressão de algumas 

proteínas e genes importantes para a sinalização dos danos no DNA, 

remodelagem de cromatina e proliferação celular, durante o processo de 

diferenciação de células-tronco derivadas do tecido adiposo, especialmente 

na neurogênese, bem como a viabilidade e integridade celular durante este 

processo.  

 

Objetivos específicos 

• Revisar os dados da literatura sobre o processo de diferenciação de 

células-tronco do tecido adiposo humano em células neurais - “Estado 

da arte” 

• Induzir o processo de diferenciação neural em células-tronco 

derivadas do tecido adiposo humano; 

• Avaliar, utilizando ensaios de genotoxicidade, a integridade e 

viabilidade das células-tronco durante o processo de diferenciação; 

• Analisar a expressão das proteínas ATM, ATR, TRRAP, TIP60, MCM 

e γ-H2AX por imunocitoquímica durante o processo de diferenciação 

de células-tronco na neurogênese;  
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• Analisar a expressão dos mRNAs de ATM, ATR, TRRAP, TIP60 e 

MCM por qRT-PCR durante o processo de diferenciação de células-

tronco na neurogênese;  

• Avaliar a expressão da telomerase nas células-tronco e nas células 

diferenciadas; 

• Relacionar os níveis de expressão das proteínas de reparação do 

DNA, de remodelagem da cromatina e de proliferação celular ao 

processo de diferenciação para tecido neural; 

• Comparar a viabilidade e a integridade celular com a expressão das 

proteínas estudadas. 
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III-  
 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO 1 
Artigo: “Differentiation of human adipose-derived adult stem 

cells into neuronal tissue: does it work?” 

 
A necessidade de entender como ocorre o processo de diferenciação 

resultou no desenvolvimento de um artigo de revisão, que foi publicado em 
2009 no periódico científico Differentiation. Neste artigo de revisão são 
abordados aspectos relevantes sobre as células-tronco derivadas do tecido 
adiposo (ADAS), sobre o processo de isolamento das mesmas, os principais 
marcadores neurais utilizados para confirmar a diferenciação, meios de 
indução da diferenciação para tecido neural, como confirmar se a indução 
levou a formação de neurônios funcionais e finalizando com um panorama 
geral sobre as principais implicações dos estudos de diferenciação das 
células ADAS para tecido neural 

.
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IV-  
 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO 2 

 
Artigo: “The viability and integrity of ADAS cell differentiated in 

neural like cells” 
 

Este capítulo aborda um estudo de viabilidade e integridade das células 
tronco derivadas do tecido adiposo (ADAS) durante o processo de 
diferenciação para o tecido neural por meio do teste cometa, micronúcleo e 
viabilidade celular. Além disso, foi verificada a expressão de proteínas 
relacionadas com sinalização de danos no DNA, remodelagem de cromatina e 
proliferação celular. Com essas análises é possível ter uma idéia da integridade 
genômica das células ADAS durante o processo de indução da diferenciação 
neuronal. A manutenção da integridade genômica das células-tronco durante a 
cultura celular e o processo de diferenciação é fundamental para uma posterior 
utilização dessas células na prática clinica. 
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Abstract 

The harvest and manipulation of adipose-derived adult stem (ADAS) cells introduced an 

innovation in the plastic surgery field and promises to have implications for every major field of 

medicine. The differentiation of ADAS cells to neuronal cells has been accomplished by several 

groups. One important aspect related to ADAS cells is the maintenance of genomic stability 

during the differentiation process. In this sense, the maintenance of genomic stability by means 

of anti-stress defenses and DNA repair mechanisms in adult stem cells should be particularly 

stringent, where any genetic alteration can compromise the genomic stability and functionality of 

cell. The aim of this study was observed the viability and integrity of ADAS cells treated with 

neural induction medium, using the comet assay, micronucleus tests, and MTT cell viability 

assay. Moreover, the expression of some proteins related in DNA damage, chromatin 

remodeling and cell proliferation was analyzed. The data obtained from the present study clearly 

indicate that the chemical neuronal medium can be genotoxic to ADAS cells. Our results reveal 

that neuronal induction increases the damage frequency and damage index observed by comet 

assay. The induction of micronuclei was not observed for the same conditions, indicating that 

the neuronal induction medium does not cause chromosome loss and chromosome breakage. 

Considering the expression of MCM3, TIP60, telomerase and the variety of expression of 

neuronal marker the neural induction used in this work, may drive ADAS cells to malignant 

differentiation (not normal neural differentiation). This results alert to the importance of 

developing studies related to differentiation and cell integrity before using these cells for human 

therapies.  
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Introduction 

In the last years human adult stem cells have evolved as important tools for several cell-

based therapies; in particular, for tissue engineering approaches. Human mesenchymal stem 

cells (MSCs) are among the most promising candidates. Human adipose-derived stem (ADAS) 

cells show typical human MSC characteristics, including a common surface marker profile and 

differentiation potential in vitro and in vivo (1). Murine and human ADAS cells can undergo 

morphologic and phenotypic changes consistent with neuronal differentiation (2). In this sense, 

the adipose tissue may represent an alternative source of cells capable of neuronal 

differentiation, potentially enhancing their use for the treatment of different neurological 

diseases. The differentiation of ADAS cells to neural like cells as been accomplished by several 

groups (2-5) revised in Lambert et al., 2009.  

One important aspect related to ADAS cells is the maintenance of genomic stability 

during the differentiation process. In this sense, the maintenance of genomic stability by means 

of anti-stress defenses and DNA repair mechanisms in adult stem cells should be particularly 

stringent, where any genetic alteration can compromise the genomic stability and functionality of 

an entire cell lineage. It is well documented that DNA is subject to damage from endogenous 

and exogenous sources on a continuous basis (6) and cells have evolved several DNA repair 

pathways to remove DNA mismatches and lesions, and thus prevent the deleterious 

consequences of DNA damage (6-10). In the case of persistent unrepaired DNA damage, cells 

induce complex signaling pathways that culminate in senescence or apoptosis. Interestingly, 

defects in DNA repair, cellular senescence and/or apoptosis have been implicated in cancer and 

aging (11-13). Some proteins implicated in DNA repair also acts in diverse biological processes, 

including apoptosis and senescence. For example, the ataxia-telangiectasia, mutated (ATM) 

and ATM and Rad3-related (ATR) are stress-response kinases which respond to a variety of 

insults including ionizing radiation, replication arrest, ultraviolet radiation and hypoxia/re-

oxygenation (14). ATM is activated by DNA double-strand breaks (DSBs) caused by agents 

such as ionizing radiation or chemotherapeutic drugs, while ATR is activated by stresses that 

induce a replication-type insult such as hydroxyurea treatment, ultraviolet light (UV) and hypoxia 

(14).  
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In addition to ATM and ATR, it has been demonstrated that regulation of gene 

expression can be modified by epigenetic alterations like chromatin remodeling, and DNA 

methylation. (15). Chromatin structure plays a key role in most processes involving DNA 

metabolism, being implicated in the transcriptional regulation and DNA replication. In this sense, 

the epigenetic control of DNA metabolism relies in the use of different histone proteins, 

composing a histone code. This code, involving phosphorylation, ubiquitylation, sumoylation, 

acetylation and methylation, regulates chromatin accessibility either by disrupting chromatin 

contacts or by recruiting non-histone proteins to chromatin (16). Recent evidences also suggest 

that a histone code is involved in DNA damage detection and repair. For example, formation of 

DSBs, results in phosphorylation of histone H2AX (the so-called gamma-H2AX) on the 

chromatin surrounding the DNA lesion (16). In addition to H2AX, many other proteins that affect 

chromatin structure also regulates the epigenetic control of DNA metabolism, like TRRAP, and 

TIP60 (17). TRRAP is a component of several multiprotein histone acetyltransferases (HAT) 

complexes, implicated in both transcriptional regulation and DNA repair (18). TIP60 was 

originally identified as a cellular HAT protein that interacts with HIV-1-associated protein Tat, 

affecting the functions of many targets, including transcriptional regulators, cell cycle and 

checkpoint machinery and DNA repair regulators (19). By its turn, the MCM2-7 complex act as a 

replicative helicase during DNA synthesis and plays a central role in S-phase genome stability 

(20, 21). Another important structure related to genetic stability is the telomeric region found in 

the extremities of chromosomes. Telomeres are maintained by telomerase, a specialized 

ribonucleoprotein complex that includes an RNA template and a reverse transcriptase catalytic 

subunit. Telomerase expression is low or absent in most human somatic tissues, whereas it is 

robust in early proliferative progenitor germ and stem cells (22). 

Considering the importance of some proteins for genomic stability during differentiation 

process in adult stem cells, the aim of this study was observed the viability and integrity of 

ADAS cells treated with neural induction procedures. The genotoxic properties of neural 

induced medium was analyzed using the comet, micronucleus tests, and MTT cell viability 

assay in order to verify genomic and cellular integrity during in vitro neuronal differentiation. 

Moreover, the expression of some proteins related in DNA damage and DNA repair 

mechanisms was analyzed during differentiation process. 
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Materials and Methods 

Human ADAS cell source 

Human adipose tissue was obtained with informed consent from healthy patients who 

performed liposuction surgery for esthetic reasons in the Hospital São Lucas of Pontificia 

Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS) (Porto Alegre, RS – Brazil), as approved 

by the Ethics Committee of this University. No diabetes, hepatitis, metabolic diseases or other 

systemic complications were reported for these donors.  

The liposuction tissue was digested with 0.015% type I collagenase and the stromal cell 

pellet was obtained by centrifugation (400 x g). The stromal cells were washed three times with 

PBS and collected again by centrifugation. The resulting cells were resuspended and plated in 

control medium (containing DMEM, 10% FBS, 1% streptomycin-penicillin and 0.1% gentamycin) 

in tissue culture flasks. The cells were incubated at 37 °C in a humidified atmosphere containing 

5% CO2 for 2-4 passages. 

Cell culture and neuronal induction procedures 

ADAS cells were initially cultured in DMEM supplemented with 10% FBS, 1% 

streptomycin-penicillin and 0.1% gentamycin. After 2-4 passages, the cells were induced to 

neuronal cells. In the last passage before the induction, the cells were plated at about 8,000 

cells/cm2 and grown for 48 h. All subsequent assays were performed with induced and non-

induced (control) cells.  

Subconfluent cultures of human ADAS cells were maintained in DMEM supplemented 

with 10% FBS. Twenty-four hours prior neuronal induction culture medium were replaced with 

pre-induction medium consisting of DMEM supplemented with 20% FBS and 1 mM β-

mercaptoethanol (BME). To initiate neuronal differentiation, the pre-induction medium were 

removed and the cells were washed with PBS and transferred to neuronal induction medium 

composed of DMEM supplemented with 2% dimethylsulfoxide (DMSO) and 200 µM butylated 

hydroxyanisole (BHA). After 24 h of induction, the experiment was performed. 
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Immunocytochemistry, quantification of morphological changes and 

immunolabeling 

Chemical-induced ADAS cells were fixed with 4% paraformaldehyde in 0.1 M 

phosphate buffer (pH 7.2) for 10 min. Nonspecific antibody reactions were blocked with 5% 

horse serum for 10 min at room temperature. Next, fixed cells were incubated overnight at 4°C 

with primary antibodies. After three washes, cells were incubated with biotinylated universal 

secondary antibodies for 10 min at room temperature, washes and followed by 10 min of 

incubation in streptavidin/peroxidase complex at room temperature. Diaminobenzidine (0.05%) 

with nickel chloride (0.04%) was used as chromogen, and the reactions were performed for 6-10 

min at room temperature. Omission of primary antibodies served as negative control. 

The percentage of cells showing specific immunolabeling were quantified in three 

randomly selected fields at 200× with a bright field microscope. The number of cells exhibiting 

positive immunolabeling was divided by the total number of cells in the same field as 

determined by phase optics to obtain the mean percentage of cells that were immunolabeled. 

Single-cell gel electrophoresis (Comet assay) 

After 24h of neural induction cells were washed with ice-cold PBS and trypsinized with 

100 µL trypsin (0.15%). Alkaline comet assay was performed as described elsewhere with 

minor changes (23, 24). Cells were visually scored according to tail length into five classes: (1) 

Class 0 cells were undamaged, with no tail; (2) Class 1 cells had a tail shorter than the diameter 

of the head (nucleus); (3) Class 2 cells had a tail as long as 1-2× the diameter of the head; (4) 

Class 3 cells had a tail longer than 2× the diameter of the head; and (5) Class 4 cells had 

comets with no heads. International guidelines and recommendations for the comet assay 

consider visual scoring as a valid evaluation method (25, 26). A value (damage index) was 

assigned to each comet according to its class. Damage index (DI) and damage frequency (DF) 

are calculated according Tice et al.(25). Results are expressed as the mean and standard 

deviation of three independent experiments. 

Micronucleus test 
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After treatment, the cells were separated from the plate by trypsinization and the cellular 

suspension was centrifuged at 15,000 rpm for 5 min. Next, a micronucleus (MN) assay was 

performed accordingly to Matsuoka et al. with modifications (27, 28). Micronucleated cells were 

counted in 2000 cells with well-preserved cytoplasm. The identification of micronuclei was 

carried out according to Fenech (2000).  

Cell viability analysis by MTT assay 

Cell survival was evaluated with the 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-

tetrazolium bromide (MTT) assay that is based on the formation of a visible dark blue formazan 

product by the action of cellular mitochondrial dehydrogenases as a marker for living cells. 

Analysis of MTT was made according to Mosmann (1993)(29). 

RNA extraction and real-time polymerase chain reaction  

Total RNA from a 60 cm2 plate with ADAS cells induced or non-induced to neural tissue 

was extracted using the RNeasy mini kit (Qiagen, Valencia, CA) following the cell culture 

protocol of the manufacturer’s instructions. RNA was dissolved in water and spectroscopically 

quantified at 260 nm with the BioPhotometer 6131 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland.). The 

purity of RNA was verified by absorbance (A) using the ratio A260 nm/A280 nm between 1.80 and 

2.06 (mean = 2.0). RNA was reverse transcribed into cDNA by RT2 First Strand kit (Superarray, 

Frederick, MD). Primers for nestin (PPH02388A), GFAP (PPH02408E), NSE (PPH02058A) 

were purchased from Superarray (available in: www.superarray.com). Primers from telomerase 

are (F CAGCTTTTCCTCACCAGGAG; R GTACAGGGCACACCTTTGGT). qPCR reactions 

were carried out using SYBR Green polymerase chain reaction master mix (SuperArray, 

Frederick, MD) in a iCycler (BioRad, Hercules, CA). PCR condition were: 10 min at 95°C, 

followed by 40 cycles at 95°C for 15 s, 60°C for 1 min. A final stage of 1 min at 95°C, 2 min at 

65°C, and 65°C to 95°C at 2°C/ sec to determine dissociation curves of the amplified products. 

For each measurement, a threshold cycle value (Ct) was determined. This was defined as the 

number of cycles necessary to reach a point in which the fluorescent signal is first recorded as 

statistically significant above background. 2-∆∆CT values ≤0.5 or ≥1.5 were considered significant 

for down- or up- regulated levels respectively. The mRNA level relative to that of β2-



 

 54

microglobulin (PPH01094E) was analyzed using the comparative critical threshold (∆∆Ct) 

method in with the amount of target RNA is adjusted to a reference (internal target RNA). The 

relative expression was calculated using the 2-∆∆CT method as previously described (30). 

Results 

ADAS cells undergo neurogenic differentiation in vitro 

Induction of ADAS cells with Woodbury’s protocol, containing β-mercaptoethanol 

(BME), dimethylsulfoxide (DMSO) and butylated hydroxyanisole (BHA) result in a responsive 

cells assumed neuronal morphological characteristics within 24 hs of induction (31). In induced 

ADAS cells we observed changes in morphology in the most cells (90-95%) by optical 

microscopy (Figure 1). This changes show neuronal morphological characteristics. To confirm if 

the morphological changes are related to neural induction, the expression of neuronal markers 

(nestin, NSE, GFAP, and S100) was measured by immunohistochemistry staining (Table 1). 

Expression of NSE (78%) was observed in the most cells with neuronal morphological 

characteristics and nestin (8%) expression was observed in cells with similar morphological 

characteristic. Expression of GFAP was less than 1% and S100 was not observed in 

differentiated cells. The expression of nestin, GFAP and NSE mRNAs were quantified by qRT-

PCR (Figure 2) GFAP and NSE expression was significantly up regulated in induced cells (P< 

0,02) however, nestin mRNA expression was very variable among the samples analyzed.  

Genotoxicity assays  

Comet assay is a versatile technique for detecting a wide variety of DNA altering 

lesions. Electrophoresis at pH alkaline facilitates the detection of single and double strand 

breaks, incomplete excision repair sites and cross links (23, 32). When comet assay was 

performed with induced and control cells, it was possible to observe an increase in damage 

frequency and damage index, especially in the neuronal-induced cells (Table 2). Indicated that 

neuronal induction medium can be genotoxic to ADAS cells.  
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In the micronuclei test, differences were not observed between neuronal-induced and 

control cells, both showing a micronuclei frequency of 0.001% per 1,000 cells evaluated. In 

addition, the MTT assay did not show any difference between control and neural-induced cells 

(Figure 3), indicating that this induction medium does not interfere with cell viability. 

 

Expression of proteins related with DNA damage, chromatin remodeling and DNA 

replication 

 After 24 h of neural induction the expression of ATM, ATR, TRRAP, TIP60, MCM2, 

MCM3, and gamma-H2AX were analyzed by immunocytochemistry (Table 3). Expression of 

ATM, ATR TRRAP, MCM2 and gamma-H2AX were the same in non-induced and induced cells. 

However, TIP60 expression shows cytoplasmatic foci expression in non-induced and induced 

cell, but a characteristic high expression in induced cells was observed (Table 3). The 

expression of MCM3 was observed in both induced and non-induced cells but, the nuclear 

expression of MCM3 was characteristic more intensive in induced cells. (Table 3).  

Expression of telomerase mRNA 

The telomerase mRNA expressions by qRT-PCR was observed in Figure 4. 

Telomerase expression was significantly up regulated in induced cells (P=0.0026). This result 

demonstrated that neural induced medium increase the telomerase expression in ADAS cells. 

 

Discussion 

Our observations indicate that ADAS cells retain the capacity to express specific 

proteins from non-mesenchymal derivatives, specifically neurons, suggesting that intrinsic 

genomic mechanisms of commitment, lineage restriction, and cell fate can be reprogrammed 

using specific culture medium. After 24 hours of exposure to neuronal inducing medium, it was 

possible to observe morphological changes in ADAS cells in a similar manner as described by 
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Woodbury et al. (31). These experiments confirm that ADAS cells retain the capacity to express 

neuronal proteins, nestin and NSE by Immunocitochemistry and mRNA GFAP and NSE by 

qRT-PCR. Several studies observed multiple molecular markers being expressed 

simultaneously (2-5). As reviewed in Franco-Lambert et al. the simultaneous expression of both 

nestin (a marker of immature neural cells) and NSE (marker that indicates the presence of 

mature neural cells) is considered unusual and is not an indicative of differentiation per se (33). 

The fact that human ADAS cells express neuron-specific proteins in addition to the increased 

expression of several early neuronal and glial markers is not a proof that these cells will 

ultimately differentiate into mature neurons. Other important issue is the fact that there is a pool 

of heterogeneous cell population in culture where each cell population can express different 

types of marker (33). This pool of heterogeneous cells can explain a variability of nestin mRNA 

expression in the samples.  

It should be noted that the efficacy of neural induction medium is dependent of the 

different chemical compounds, especially strong antioxidants substances like BME and BHA. 

The precise mechanisms by which BME induces neuronal differentiation are unclear, and its 

antioxidant properties, which enhance neuronal survival in vitro may be partially responsible for 

neuronal induction (34). In addition, Woodbury et al. (2000) treated bone marrow stem cells with 

DMSO, BHA, or butylated hydroxytoluene (BHT) alone and in combination. Each treatment 

elicited neuronal morphologies with a time course similar to that of BME, with the treatment with 

2% DMSO and 200 mM BHA (DMSO/BHA) being the most effective (31). However, Lu et al. 

(2004) showed that exposure to BME results in progressive cell death over time, while BHA has 

cytotoxic effects in different cells lines (35-38). Moreover, it was suggested that a combination of 

DMSO with BHA could have synergistic cytotoxic effects on MSCs (38). On the other hand, 

BME induces protection against DNA fragmentation in embryos, stored in order to prevent 

damages induced by oxidative stress (39, 40). BHA is an antimutagenic and antigenotoxic 

agent in vitro (41, 42). Thus, the cytotoxic effects of BME or DMSO/BHA are controversial. 

The results obtained in our genotoxicity assays suggest that an increase in the DNA 

damage observed by comet assay is induced by chemicals present in neural induction medium. 

The micronucleus assay has emerged as one of the preferred methods for assessing 
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chromosome damage because it enables both chromosome loss and chromosome breakage to 

be measured reliably (27). The study of DNA damage at the chromosome level is an essential 

part of genetic toxicology because chromosomal mutation is an important event in 

carcinogenesis. Moreover, the cells retain their viability as demonstrated by MTT assay. The 

maintenance of genomic stability in stem cells is a major requirement for its use regenerative 

medicine. The increased in mutation rates or an absence of DNA repair may give rise to failures 

in stem cell differentiation or even cancer stem cell induction. Thus, the study of the major 

proteins related to DNA repair and/or chromatin remodeling is necessary in order to verify the 

integrity of stem cells’ genome. 

ATM normally exists in an inactive dimeric form and upon DNA damage ATM is 

autophosphorylated and converted to an active, monomeric form that signals the existence of 

DNA lesions to downstream mediators. One well characterized target of ATM is the histone 

variant H2AX, which becomes phosphorylated at the C-terminus almost immediately after DNA 

damaging stimuli, such as ionising radiation (the phosphorylated form is termed gamma-H2AX) 

and acts as a landmark for DNA repair enzymes. Our results showed that gamma-H2AX 

expression was not observed in both induced and non-induced cells and ATM had similar 

expression in induced and non-induced cells by imnunocytochemistry (Table 3). These results 

indicate that the DNA damage observed in comet assay possibly is not due to DSB. Moreover, 

this data corroborate the findings of Biton et al. (2007) suggesting that ATM may not have a 

critical role in neuronal differentiation in the conditions used.  

Acetylation of ATM by TIP60 is required for efficient ATM autophosphorylation and 

upregulation of ATM kinase activity. The catalytic activity of TIP60 is stimulated in response to 

DNA damage, but does not appear to be regulated by ATM, which leads to the speculation that 

TIP60 functions upstream of ATM, sensing DNA damage-caused chromatin changes and 

signaling them to ATM (19). In our immunocytochemistry results, TIP60 expression did not 

presents a nuclear localization, but show cytoplasmatic foci expression in both non-induced and 

induced cell (Table 3), with a characteristic higher foci expression in induced cells (Table 3). It is 

known that TIP60 are predominantly nuclear proteins involved in nuclear processes (43-46), but 

in some cases TIP60 has been found to localize in the cytoplasm associated to internalized 
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membrane receptors, like IL-9 receptor, and thus regulating downstream kinase pathways or 

gene expression mechanisms, and proliferation, growth regulation and inhibition of apoptosis 

(19).  

No differences were observed in the expression of MCM2 between induced and non-

induced cells by imnunocytochemistry (Table 3). However, it was possible to visualize a 

characteristic high nuclear expression of MCM3 in induced cells by immunocytochemistry. The 

MCM proteins are required for processive DNA replication and are a target of S-phase 

checkpoints, whose loss causes DNA damage and genome instability. One major mechanism 

by which the MCM proteins promote genome stability is by limiting DNA replication to once per 

cell cycle (47). This crucial role makes MCM proteins potential targets for cellular oncogenes, 

which inhibit or deregulate the replication process. Deregulation of MCM activity might, 

therefore, contribute to abnormal cell proliferation and accompanying genome instability. The 

deregulation of DNA synthesis and increased levels of cellular proliferation in tumors are 

associated with increased expression of both the MCM kinase Cdc7/Dbf4 and MCM proteins 

(48-50). This could be a consequence of increased replication in tumor cells, but MCM proteins 

also appear to be specifically targeted by oncogene activation (51). MCM proteins are highly 

expressed, not only in actively replicating cells, but also in cells with the potential to proliferate; 

recent diagnostic assays support a strong correlation between precancerous cells and cells that 

express high levels of MCM proteins (52-54). MCM proteins are, therefore, sensitive molecular 

markers for cells that have the capacity for proliferation and, as such, they may be used to 

identify precancerous cells before they become malignant (55).  

Considering the fact that adult stem cells in general tend to give rise to a high number of 

daughter cells, one would expect, that adult stem cells would also express high amounts of 

telomerase. There is a general agreement that embryonic stem cells express a high level of 

telomerase and therefore maintain telomere length (56). As for adult stem cells, the picture is 

less clear. Highly sensitive telomerase assays have demonstrated very low levels of telomerase 

in most adult stem cells, but common for probably all adult stem cells is that telomeres are 

slowly shortened during life (57). Our results show an expression of telomerase mRNA was 

higher in induced cells. In normal differentiation of stem cell was expected higher telomerase 
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activity in non-differentiated cells that are more stemness. In this sense, it is known that 

telomerase activity has been found in almost all human tumors but not in adjacent normal cells 

and maintenance of telomere stability is required for the long-term proliferation of tumor cells. 

The escape from cellular senescence and thus becoming immortal by activating telomerase is 

required by most tumor cells for their ongoing proliferation (58).  

Considering the expression of MCM3, TIP60, telomerase and the variety of expression 

of neuronal marker the neural induced medium used in this work may be drive the ADAS cells to 

malignant differentiation (not normal neural differentiation). The process of malignant 

transformation requires an initial step of immortalization and subsequent acquisition of the full 

malignant phenotype; different events are necessary to drive different cell types to malignancy 

(number of mutational events, oncogene expression levels, epigenetic changes, such as DNA 

methylation and more) (59). It may be possible that cells from older donors or individuals with 

inherited defects affecting MSCs, or different intrinsic biological factors, are more prone to 

malignant transformation. This results alert to the importance of developing studies related to 

differentiation and cell integrity before using these cells for human therapies. The maintenance 

of genomic stability in stem cells is a major requirement for its use regenerative medicine. Our 

findings indicate the importance of biosafety studies of mesenchymal stem cell biology to 

efficiently exploit their full clinical therapeutic potential. 
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Figures  

A

B
 

Figure 1. Morphologic changes following neuronal induction of ADAS cells. A: ADAS cells 

grown under control conditions (DMEM, 10% FBS, 1% streptomycin-penicillin and 0.1% 

gentamycin) grow as a monolayer of large, flat cells. B: ADAS cells after 24 h culture in 

neuronal induction medium display cytoplasmic retraction and a spherical cell body appearance 

(All images were obtained at 200 X magnification).  
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Figure 2. Expression of Neuronal Markers genes in non-induced and induced ADAS cells. 

Non-Induced - ADAS cells grown under control conditions in DMEM, 10% FBS, 1% 

streptomycin-penicillin and 0.1% gentamycin. Induced- ADAS cells after 24 h culture in 

neuronal induction medium. **(P<0.003).  

 



 

 66

   Patient 1    Patient 2    Patient 3
0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

Non-induced

Induced

A
b

so
rb

a
nc

e 
57

0n
m

 

Figure 3. The cell viability after 24 h exposure to neural induced medium. The relative 

number of cell per well was determined by MTT assay. The data presented is the mean 

percentage cell viability ± SD. Non-induced - ADAS cells grown under control conditions in 

DMEM, 10% FBS, 1% streptomycin-penicillin and 0.1% gentamycin. Induced- ADAS cells after 

24 h culture in neuronal induction medium. 
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Figure 4. Expression of Telomerase mRNA in non-induced and induced ADAS cells. Non-

induced- ADAS cells grown under control conditions in DMEM, 10% FBS, 1% streptomycin-

penicillin and 0.1% gentamycin. Induced- ADAS cells after 24 h culture in neuronal induction 

medium. **(P<0.0026). 
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Tables 

Table 1. Immunocytochemistry of ADAS cells for neuronal and glial markers. Non-

induced - ADAS cells grown under control conditions in DMEM, 10% FBS, 1% streptomycin-

penicillin and 0.1% gentamycin. Induced- ADAS cells after 24 h culture in neuronal induction 

medium. Diamino benzidine (DAB) served as a brown chromagen. The percentage of cells 

showing specific immunolabeling were quantified in three randomly selected fields at 200× with 

a bright field microscope. The number of cells positive immunolabeling was divided by the total 

number of cells in the same field as determined by phase optics to obtain the percentage of 

cells that were immunolabeled. (All images were obtained at 200 X magnification). 

 

* GFAP (glial fibrillary acidic protein), NSE (neuron specific enolase)  
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Table 2- Evaluation of DNA damage by comet assay. Non-induced- ADAS cells grown 

under control conditions in DMEM, 10% FBS, 1% streptomycin-penicillin and 0.1% gentamycin 

Induced- ADAS cells after 24 h culture in neuronal induction medium.  

   Damage frequency (DF)                   Damage index (DI)                      

Patients       Non-induced Induced  Non-induced  Induced 

      1         13.0 ± 5.44  23.8 ± 6.61                   17.5 ± 3.88  33.0 ± 3.74 

      2         25.0 ± 10.80 51.5 ± 9.74       26.8 ± 12.20  72.8 ± 26.40 

     3         22.3 ± 9.07  67.0 ± 14.40       24.0 ± 11.10  165.6 ± 66.90 

 

Table 3. Expression of proteins related with DNA damage signaling, chromatin 

remodeling and proliferation by imnunocitochemistry. Non-induced - ADAS cells grown 

under control conditions in DMEM, 10% FBS, 1% streptomycin-penicillin and 0.1% gentamycin. 

Induced- ADAS cells after 24 h culture in neuronal induction medium. Diamino benzidine (DAB) 

served as a brown chromagen. (All images were obtained at 200 X magnification). 
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HAT-histone acetyltransferase, DSB- Double-strand breaks. 
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V-  
 
 
 
 
 
 

DISCUSSÃO GERAL 
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Nesta discussão geral serão abordados alguns pontos importantes, 

relacionados aos capítulos 1 e 2 desta tese. Também serão discutidos alguns 

resultados apresentados no anexo 2 desta tese (resultados de qRT-PCR para 

proteínas sinalização de danos no DNA, remodelagem de cromatina e 

proliferação celular em células-tronco derivadas do tecido adiposo induzidas 

para células neurais).  

 

As implicações do processo de neurodiferenciação in vitro  

Os avanços recentes dos estudos sobre a biologia das células-tronco 

vão ao encontro dos conceitos de medicina regenerativa. Esta área de 

pesquisas está centrada no potencial uso das células-tronco para o desenho de 

terapias voltadas para a reparação de lesões teciduais. Além de lesões, estas 

mesmas terapias poderão ser usadas para o tratamento de desordens de 

natureza degenerativa que estão associadas à perda de células-tronco adultas, 

como doenças hematológicas, cardiovasculares, musculares e neurológicas. 

Um exemplo claro da aplicação potencial das terapias regenerativas é no 

sistema nervoso. Diferente de muitos outros tecidos, o sistema nervoso tem 

uma capacidade limitada de auto-reparação. As células nervosas maduras 

apresentam-se incapazes em regenerar o tecido lesionado e as células-tronco 

neurais apresentam uma limitada habilidade para gerar neurônios funcionais 

em resposta a uma lesão. A maioria dos tratamentos das lesões neuronais 

limita-se ao alívio dos sintomas e a prevenção de danos adicionais. Por esta 

razão, há grande interesse na possibilidade de reparação do sistema nervoso 

por células neurais produzidas in vitro. 
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Ao elaborar o artigo de revisão “Differentiation of human adipose-derived 

adult stem cells into neuronal tissue: Does it work?” publicado no periódico 

Differentiation (Capítulo 2) foi possível compreender o “estado-da-arte” 

relacionado ao processo de diferenciação de células-tronco adultas derivadas 

do tecido adiposo in vitro. Um grande número de protocolos e uma grande 

variabilidade nos resultados já foram descritos em relação ao processo de 

diferenciação neural in vitro (Franco Lambert et al., 2009). A grande 

variabilidade na morfologia das células induzidas e no perfil de expressão das 

proteínas neurais observadas por diferentes grupos de pesquisas é, 

provavelmente, em função dos diferentes protocolos usados, do número de 

passagens, da densidade celular, da idade do doador, do tempo que 

permanecem em cultura, entre outros fatores.  

Com o objetivo de verificar a indução neural, a maioria das pesquisas 

têm usado imunocitoquímica ou imunodetecção (western blotting) para detectar 

proteínas específicas e/ou RT-PCR para o seu respectivos mRNAs (veja tabela 

3, do Capítulo 1) (Franco Lambert et al., 2009). No Capítulo 2, o processo de 

diferenciação foi observado pelas mudanças morfológicas e confirmado por 

meio da expressão de marcadores neuronais como nestina GFAP, NSE por 

imunocitoquímica e pela quantificação do mRNA por qRT-PCR. No entanto, um 

neurônio maduro no sistema nervoso central não pode ser definido com tal por 

suas características citológicas, nem pela expressão de proteínas específicas. 

O fator mais importante que define a funcionalidade de um neurônio é a sua 

excitabilidade ou a sua habilidade de ativar o potencial de ação e, assim, 

comunicar-se com outras células através de neurotransmissores nas sinapses 

(Lu e Tuszynski, 2005). Na revisão de Lu e Tuszynski (2005) foram 
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apresentados alguns estudos que demonstraram que neurônios funcionalmente 

maduros podem ser gerados in vitro a partir de células-tronco embrionárias e 

células-tronco neurais adultas ou embrionárias (Lu e Tuszynski, 2005). Com 

relação às células-tronco derivadas do tecido adiposo, até o momento nenhum 

grupo produziu evidências claras de que essas células sejam capazes de 

transdiferenciarem-se em neurônios maduros e funcionais in vitro (Franco 

Lambert et al., 2009). Talvez este processo não possa ser completado 

totalmente in vitro, considerando a complexidade de um neurônio e a precisão 

necessária para o desenvolvimento da neurôgenese. No entanto, as células em 

um processo inicial de neurodiferenciação talvez possuam um papel importante 

na medicina regenerativa e possam ser aplicadas para a reparação dos tecidos 

e prevenção de doenças. Segundo Croft et al. (2009), o tratamento de lesões 

cerebrais com células-tronco neurodiferenciadas in vitro apresentou um 

aumento da neurogênese no local da lesão quando comparado com o 

tratamento com células-tronco não diferenciadas (Croft e Przyborski, 2009). 

Estes achados corroboram a hipótese de que as células, em um processo 

inicial de diferenciação, podem ser capazes de completar o desenvolvimento in 

vivo e trazer benefícios na regeneração dos tecidos.  

 

A reparação do DNA e remodelagem de cromatina na 

manutenção das células-tronco adultas 

A estabilidade genética das células-tronco é essencial tanto para a sua 

auto-renovação quanto para a sua capacidade de diferenciação em outros tipos 

celulares (Cai et al., 2004; Park & Gerson, 2005). As células-tronco conservam 



 

 74

a sua integridade genômica de uma forma muito superior a das células 

diferenciadas de um organismo adulto, indicando a existência de uma base 

fisiológica para a manutenção de células-tronco adultas (Park & Gerson, 2005). 

Esta estabilidade genômica deve ser mantida, principalmente por meio de 

mecanismos de reparação de DNA (Park & Gerson, 2005), que reconhecem e 

reparam os danos presentes no genoma. 

Estudos de expressão gênica demonstraram que os genes de reparação 

de DNA apresentam uma expressão muito mais elevada em diferentes 

populações de células-tronco quando comparado com células diferenciadas. 

Como exemplos de genes de reparação de DNA super-expressos em células-

tronco podem ser citados o XPG, KU80, MSH2, e RAD23B (Ramalho-Santos et 

al., 2002) ou XRCC1/LIG3, ERCC2/XPD, e MSH2 (Ivanova et al., 2002), 

pertencentes às vias de excisão e de recombinação. No nosso estudo foi 

observado uma maior expressão de ATR, TRRAP, TIP60 e MCM2 por qRT-

PCR em células-tronco (Anexo 2). Além disso, ao analisar os resultados do 

teste cometa, que detectou um aumento na frequência e no índice de dano nas 

células-tronco induzidas (Capítulo 2), percebeu-se que a perda da “stemness” 

poderia estar influenciando esse aumento de danos.  

Uma questão importante para o entendimento da biologia das células-

tronco é saber como se mantém o “pool” de células-tronco adultas e como 

ocorre a renovação dessas células. Estudos recentes indicam que 

modificações nas histonas têm um papel essencial no estabelecimento e na 

propagação de diferentes padrões de expressão de genes necessários para a 

manutenção desse conjunto (Bernstein et al., 2006; Buszczak e Spradling, 
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2006). A importância do estado da cromatina na manutenção da 

pluripotencialidade das células-tronco foi ilustrada pelo fato de que 

“virtualmente” todas as células podem ser convertidas a estágios mais imaturos 

com alto potencial de diferenciação (Niwa, 2007). Segundo os estudos de 

Loizou et al, (2009) a proteína TRRAP apresenta uma função essencial na 

manutenção das células-tronco hematopoiéticas e na homeostasia do sistema 

hematopoiético (Loizou et al., 2009). Além disso, achados recentes usando a 

tecnologia de RNAi revelaram que TIP60 é necessária para a 

pluripotencialidade das células-tronco embrionárias e que tem a função de 

reprimir vários genes que são expressos durante o processo de diferenciação 

(Fazzio et al., 2008). Com esses achados, podemos supor que uma diminuição 

na expressão de TIP60 e TRRAP são necessárias para a indução da 

diferenciação, o que corrobora com nossos achados de qRT-PCR (anexo 2). 

Contudo, o mecanismo exato de como as proteínas remodeladoras de 

cromatina alteram a fisiologia das células-tronco ainda é amplamente 

desconhecido (Park & Gerson, 2005).  

 

Evidências sobre o processo de reparação do DNA, 

remodelagem de cromatina e expressão da telomerase na 

neurogênese das células-tronco 

O sistema nervoso é formado de neurônios pós-mitóticos e de células 

mitóticas da glia. Por serem células excitáveis e com alta demanda metabólica, 

estas são submetidas a altos níveis de estresse oxidativo. A sensibilidade dos 
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neurônios a uma resposta debilitada aos danos do DNA é demonstrada em 

desordens humanas hereditárias causadas por mutações em proteínas de 

reparação do DNA. Como exemplo pode-se citar a ataxia telangectasia (AT), 

na qual ocorre degeneração dos neurônios cerebelares e a Síndrome de 

Cockayne, onde várias partes do sistema nervoso sofrem danos (Rotman e 

Shiloh, 1997; Brooks, 2002). Os camundongos deficientes em algumas 

enzimas de reparação do DNA, como a subunidade catalítica da proteína 

cinase dependente de DNA (DNA-Pkcs) e da uracil DNA glicosilase (UDG), 

exibem aumento da vulnerabilidade a danos oxidativos, metabólicos e 

excitotóxicos (Culmsee et al., 2001; Kruman et al., 2004a). Outros achados 

sugerem que neurônios pós-mitóticos podem sofrer apoptose quando eventos 

do ciclo celular são ativados de forma aberrante (Culmsee et al., 2001; Herrup 

et al., 2004). Kruman et al. (2004) perceberam que os danos no DNA podem 

ativar uma re-entrada no ciclo celular de neurônios pós-mitóticos terminalmente 

diferenciados. (Kruman et al., 2004b; Zhang et al., 2007). Deve ser ressaltado 

que, na presente tese, não foi verificado diferenças na expressão de ATM em 

células induzidas e não-induzidas por imunocitoquímica (Capítulo 2). 

Entretanto, para a expressão do mRNA da ATM por qRT-PCR, as amostras 

não apresentaram o mesmo padrão de expressão. Um dos pacientes 

apresentou aumento e os outros dois apresentaram diminuição da expressão 

de ATM nas células induzidas (anexo 2). No entanto, percebemos uma 

diminuição na expressão de proteínas de sinalização do dano no DNA, de 

remodelagem de cromatina e proliferação celular (ATR, TRRAP, TIP60, 

MCM2.) nas células induzidas para tecido neural por qRT-PCR (anexo 2). Esta 

diminuição da expressão pode ser considerada como um mecanismo de 
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sobrevivência da célula neuronal, por não levar a ativação dos mecanismos de 

reparação do DNA, que resultariam na apoptose das células. 

Alguns autores demonstram que as células-tronco neurais, bem como os 

neurônios pós-mitóticos recém gerados, são particularmente vulneráveis a 

danos no DNA, indicado pela presença em larga escala de quebras duplas no 

DNA e de morte celular no início do desenvolvimento do sistema nervoso 

(Gilmore et al., 2000; Zhang et al., 2007). No presente estudo foi observado um 

aumento do índice e da frequência de danos em células que sofreram indução 

neural. No entanto, a presença de quebras duplas no DNA não foi confirmada 

pela presença da proteína gama-H2AX, o que também justificaria a expressão 

diminuída de ATM em dois pacientes. Como a maioria das células somáticas, 

os neurônios e os astrócitos completamente diferenciados são deficientes da 

atividade da enzima telomerase (Klapper et al., 2001; Flanary e Streit, 2004). 

No entanto, alguns estudos mostram que quando submetidos ao estresse 

oxidativo, hipoxia e citotoxicidade, a expressão da TERT e a atividade da 

telomerase aumentam em astrócitos (Flanary e Streit, 2004), neurônios (Kang 

et al., 2004) e células da microglia (Fu et al., 2002; Flanary e Streit, 2004). 

Contudo, a função da reativação da indução da telomerase pelo estresse não 

está claro. Masutomi et al. (2005) sugerem que a reativação poderia estar 

envolvida no reparação do DNA e na remodelagem de cromatina (Masutomi et 

al., 2005). Além disso, algumas evidências sugerem que a telomerase 

apresenta outras atividades além das teloméricas, como mediadoras da 

sobrevivência celular e das funções anti-apoptóticas contra vários tipos de 

estresses citotóxicos (Mattson et al., 2001; Chung et al., 2005).  
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Segundo Zhang et al (2007), durante o desenvolvimento do sistema 

nervoso, os danos no DNA irão recrutar proteínas associadas aos telômeros, 

como a telomerase e TRF2, para regiões não teloméricas dos cromossomos, 

onde teriam como função o reparaçãodo DNA e a remodelagem de cromatina 

(Zhang et al., 2007). O deslocamento do TRF2 dos telômeros pode contribuir 

para efeitos nos genes vizinhos dos telômeros, incluindo aqueles que codificam 

enzimas envolvidas na neurogênese (Ai et al., 2002). Além disso, Zhang et al 

observaram associação entre o dano no DNA e a diferenciação neural (Zhang 

et al., 2007). Durante a neurogênese, as alterações no padrão de silenciamento 

telomérico podem ser relacionadas com mudanças no padrão de transcrição. 

Os telômeros são replicados ao final da fase ”S”. Acredita-se que no início da 

fase “S” existam condições necessárias para que a transcrição ocorra, e no 

final da replicação os genes estariam envolvidos na cromatina, tornando-se 

transcricionalmente inativos (Zhang et al., 2007). Achados recentes 

demonstraram que alguns genes específicos da neuroectoderma podem mudar 

da fase tardia para a fase precoce de replicação, e assim se tornarem 

transcricionalmente ativos (Hiratani et al., 2004).  

Um melhor entendimento da manutenção dos telômeros em células-

tronco neurais e em neurônios pós-mitóticos irá ajudar no esclarecimento dos 

mecanismos de sobrevivência neural e de diferenciação na neurogênese, e 

poderá acrescentar para o desenvolvimento de novas estratégias para a 

aplicação das células-tronco para o tratamento de desordens neurológicas. 
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Evidências da transformação maligna no processo de 

diferenciação das células-tronco 

A maioria das células cancerosas e alguns tipos de células-tronco 

apresentam a enzima telomerase, a qual é composta pela transcriptase reversa 

(TERT) e componente de RNA (TER). (Zhang et al., 2007). Diferentemente do 

esperado, foi observada uma maior expressão de telomerase nas células 

diferenciadas (Figura 4, Capítulo 2). Além disso, o meio de indução usado, bem 

como uma maior expressão nuclear de MCM3 e uma maior expressão 

citoplasmática in foci de TIP60 em células induzidas (Tabela 3, capítulo 2)  

remete à possibilidade de que estas células poderiam estar passando por um 

processo de transformação, isto é, uma diferenciação neural anormal. 

Sabemos que o processo de transformação maligna requer um passo inicial de 

imortalização e subseqüente aquisição de fenótipos malignos. Vários eventos 

são necessários para a formação de células malignas, entre eles podemos 

citar: (i) mutações; (ii) expressão de oncogenes e (iii) efeitos epigenéticos, 

como metilação do DNA. Existem várias evidências experimentais mostrando 

que as células-tronco adultas estão envolvidas na formação dos mais 

agressivos cânceres humanos (Bapat et al., 2005; Ginestier et al., 2007; 

Mimeault et al., 2007; Aubert e Lansdorp, 2008). Em função da longevidade e 

da alta capacidade de proliferação, as células-tronco adultas são capazes de 

acumular alterações genéticas e epigenéticas que podem, subseqüentemente, 

resultar em sua disfunção e na sua transformação em células-tronco tumorais 

(Mimeault et al., 2007). Novos conceitos sobre células-troncos tumorais 

sugerem que a maioria das células cancerosas e suas progênies malignas são 

dotadas de um alto potencial de auto-renovação e habilidade em diferenciação 
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anormal. As células-tronco tumorais têm um papel crítico na determinação do 

crescimento de tumor primário, de metástases nos tecidos em órgãos 

distantes, de resistência às terapias convencionais e na presença de recidivas 

da doença (Ginestier et al., 2007; Mimeault et al., 2007; Fillmore e 

Kuperwasser, 2008; Matsui et al., 2008). Essas evidências inviabilizam a 

possibilidade de transplante de células-tronco pré-diferenciadas in vitro para o 

tratamento de pacientes. O uso das células pré-induzidas in vitro em pacientes 

só será possível frente a inúmeros estudos que comprovem a segurança, 

integridade/viabilidade e a capacidade de geração de neurônios funcionalmente 

ativos e normais. Neste sentido, a “Stemness” pode ser considerada uma “faca 

de dois gumes”, pois se por um lado pode gerar células normais, por outro 

pode formar células-tronco tumorais. Portanto, um melhor entendimento da 

biologia das células-tronco irá ajudar tanto na promissora medicina 

regenerativa quanto no entendimento de outros processos celulares, como o 

surgimento de tumores e de câncer. 
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VI-  
 
 
 
 
 
 

CONCLUSÃO 
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Conclusão Geral 
 

 Pesquisas clínicas recentes e com resultados satisfatórios em um curto 

prazo têm levado a um aumento do uso de células-tronco para o tratamento de 

diversas doenças ou lesões teciduais na prática clínica. Nossos estudos 

apresentam evidências claras que alertam sobre a importância e necessidade 

de realizar estudos sobre a biologia das células-tronco durante o processo de 

diferenciação. As células-tronco apresentam a capacidade de proliferar e gerar 

novas células iguais à original ou diferenciadas. No entanto, essas células-

tronco podem sofrer danos que direcionam à formação de células anormais 

com características malignas e à formação de células-tronco tumorais. Um 

maior entendimento sobre a biologia das células-tronco é necessário para 

avaliar quais alterações fazem parte de um processo normal ou anormal de 

diferenciação. Portanto, é importante ter muita cautela no uso de células-tronco 

cultivadas e pré-diferenciadas in vitro.  

 

Conclusões específicas 

• O processo de indução de células-tronco para tecido neural encontra-se 

sobre intensa investigação. Existem diversos sinais da capacidade de 

indução para tecido neural, no entanto nenhum estudo conseguiu provar 

a funcionalidade dos neurônios induzidos a partir de células-tronco 

derivadas do tecido adiposo.  
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• Observou-se alterações morfológicas e expressão de marcadores 

neurais (nestina e NSE por imunicitoquimica e GFAP e NSE por qRT-

PCR) compatíveis com a indução de um processo de diferenciação 

neural. 

• O meio de indução utilizado leva a um aumento do índice e da 

frequência de danos no DNA das células induzidas. No entanto, estes 

danos não levaram à diminuição da viabilidade celular nem à formação 

de micronúcleo. 

• Evidências apontam uma menor expressão de ATR, TRRAP, TIP60 e 

MCM2 por qRT-PCR e o aumento do índice e da freqüência de danos no 

DNA nas células induzidas podem estar relacionados com a perda da 

“stemness”. Entretanto, estudos adicionais são necessários para 

confirmação. 

• As células induzidas para tecido neural podem estar passando por um 

processo de diferenciação anormal por apresentarem aumento da 

telomerase por qRT-PCR, aumento da expressão in foci citoplasmática 

de TIP60 e aumento da expressão nuclear de MCM3 por 

imunicitoquímica. 
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PERSPECTIVAS 
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As conclusões sobre o estudo da integridade gênomica durante a 

indução da neurogênese de células-tronco derivadas do tecido adiposo, obtidas 

nesta tese, sugerem diversos outros estudos. Estes estudos subsequentes são 

necessários para melhor compreensão dos mecanismos e para melhorias no 

processo de indução da neurogênese. Entre estes estudos, destacam-se: 

• Incrementar, com outros agentes indutores, o meio de indução da 

neurogênese, com a finalidade de obter um processo de indução neural 

mais efetivo. 

• Verificar, polaridade, receptores de glutamato, sinapsinanas por 

imunocitoquímica e por meio da eletrofisiologia, a funcionalidade das 

células induzidas. 

• Utilizar uma linhagem de células-tronco que apresente um 

comportamento homogêneo em todas as células, com a finalidade de 

evitar a variabilidade encontrada com o uso de um “pool” de células 

derivadas do tecido adiposo. 

• Testar outros meios de cultura propostos por outros autores, e verificar 

se os danos e a expressão das proteínas de reparação e remodelagem 

de cromatina apresentam o mesmo padrão de comportamento. 

• Investigar a expressão de vários genes envolvidas em outros 

mecanismos de reparação do DNA por meio de arrays, para ter uma 

compreensão mais abrangente destes mecanismos. 

• Investigar a expressão de proteínas de reparação do DNA, de 

remodelagem de cromatina e de proliferação celular em outros 

processos de diferenciação, como por exemplo, na osteogênese. 



 

 86

• Utilizar metodologias de alta resolução para a análise da instabilidade 

genômica, estruturais e funcionais nas células-tronco como: analise de 

metilação, captura de mutações pontuais, cariotipagem, entre outras 

tecnologias. 

• Verificar a presença de danos oixidativos nas células induzidas. 
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ANEXO I- Termo de consentimento livre e esclarecido 
 
Titulo da pesquisa: QUANTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE CÉLULAS 
TRONCO ADULTAS DERIVADAS DA MEDULA ÓSSEA E DO TECIDO 
ADIPOSO 
 
 
A justificativa e objetivos da pesquisa. 
 
As células tronco são fundamentais, não somente para a coordenar a formação dos 
órgãos desde a fase embrionária até o indivíduo adulto, mas também pelo seu papel na 
regeneração e reparo dos tecidos.  
Há três tipos principais de células tronco, classificadas de acordo com a sua origem: as 
células tronco embrionárias, as células tronco do cordão umbilical e as células tronco 
adultas. Essas últimas estão localizadas na medula óssea e na gordura, músculos e 
tecido nervoso. Devido às dificuldades práticas de obtenção de células tronco dos 
embriões, e considerando os aspectos éticos e legais, as pesquisas com células tronco 
adultas estão sendo feitas com células derivadas da medula óssea. Mais recentemente, 
conseguiu-se separar células tronco da gordura, através da lipoaspiração. 
O objetivo desta pesquisa é comparar, num mesmo indivíduo, as células tronco adultas 
da gordura com as células tronco adultas da medula óssea. 
 
Os procedimentos a serem utilizados. 
 
A cirurgia para o tratamento do seu problema de coluna será realizada pelo seu 
ortopedista. No início desse procedimento, será necessário retirar um fragmento de osso 
(enxerto ósseo) da região direita da bacia. 
A coleta das células tronco da gordura e da medula óssea será  realizada pela Equipe da 
Cirurgia Plástica. 
Antes da retirada do enxerto ósseo, a equipe da cirurgia plástica fará a coleta da gordura 
da região lombar através da lipoaspiração. O volume a ser aspirado será de 10 ml. 
Após a retirada do enxerto ósseo, a medula óssea será aspirada com seringa. O volume  
a ser aspirado será de 5 ml. 
Todos os procedimentos serão realizados sob anestesia geral. 
 
Os desconfortos ou riscos esperados. 
 
O desconforto possível da lipoaspiração e da punção da medula óssea será  dor pós-
operatória localizada na região da retirada do enxerto ósseo da bacia. Excluindo outras 
complicações que podem ocorrer em qualquer cirurgia, esta pesquisa não acarretará 
nenhum incômodo, a mais, aos pacientes.  
Esses procedimentos não aumentarão a média de tempo de duração da retirada do 
enxerto ósseo. 
 
 
Os benefícios que se pode obter. 
 
Poderá haver uma constatação de que, num mesmo indivíduo, há diferença quantitativa 
e qualitativa entre as células tronco adultas derivadas da gordura e da medula óssea. A 



 

 108

obtenção de células da gordura por lipoaspiração é mais fácil e menos dolorosa do que a 
aspiração da medula óssea.  
 
Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos. 
 
Nenhum. 
 
Garantia de resposta a qualquer pergunta 
 
O Pesquisador e a equipe médica responsável garantem, aos pacientes desta pesquisa, 
prestar a assistência médica assegurada pelo SUS, além de responder as suas perguntas 
e esclarecer suas dúvidas.  
 
Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuízo para si 
 
A paciente terá liberdade em abandonar a pesquisa, sem que isso acarrete qualquer 
prejuízo para si ou na continuidade do seu tratamento. 
 
Garantia de privacidade 
 
Eu,................................................................................................(paciente ou 
responsável) fui informada dos objetivos desta pesquisa de maneira clara e detalhada. 
Recebi explicações do tratamento que receberei e esclareci todas as minhas dúvidas. O 
pesquisador responsável Dr. Pedro Djacir Escobar Martins certificou-me que durante o 
desenvolvimento desta pesquisa será mantido todo o sigilo, de acordo com os preceitos 
da ética médica.  Os dados desta pesquisa são confidenciais. É garantida a privacidade 
das pessoas que dela participarem. 
  
Compromisso com informação atualizada do estudo 
 
Durante este estudo e no que refere a sua pessoa, toda a paciente tem o direito de ser 
informada e atualizada do andamento do seu tratamento e da pesquisa. Caso eu tiver 
novas perguntas sobre este estudo, posso chamar o pesquisador responsável, Dr. Pedro 
Djacir Escobar Martins no telefone  xxx 51 33158455 ou xxx 51 99774980 
 
Disponibilidade de tratamento médico e indenização em caso danos 
 
Fui informado que caso existirem danos a minha saúde, causados diretamente por esta 
pesquisa, terei direito a tratamento médico e indenização conforme estabelece a lei.  
 
Garantia de que custos adicionais serão absorvidos pelo orçamento da pesquisa 
 
Também fui informado que, caso existirem gastos adicionais, nesta pesquisa, esses 
serão absorvidos pelo seu orçamento.  
 
Como participante deste estudo, se eu necessitar de mais esclarecimentos sobre os meus 
direitos ou se me sentir prejudicado pela participação, devo procurar o orientador desta 
pesquisa, Dr. Jefferson Braga da Silva, telefone xxx 51 33205040. 
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Declaro que recebi copia deste Termo de Consentimento. 
 
 
 
________________                   ________________                __________ 
       Assinatura                            Nome do Paciente                       Data                                     
 
 
 
_______________                 _________________                _________ 
           Assinatura                               Pesquisador                              Data 
 
 
 
 
 
 Este formulário foi lido para ___________________________________ 
     pelo Dr. Pedro Djacir Escobar Martins, enquanto eu estava presente. 
 
 
 
________________        __________________                __________ 
             Assinatura                Nome da Testemunha                      Data 
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ANEXO II- Resultados de qRT-PCR para proteínas de 
sinalização do dano no DNA, remodelagem de cromatina e 
proliferação celular em células-tronco derivadas do tecido 

adiposo induzidas para células neurais. 
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Figura 1. Expressão de mRNA de ATM, ATR, TRRAP, TIP60 e MCM2 em células ADAS 

induzidas e não induzidas.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 

Os detalhes sobre os materiais e métodos destes resultados estão descritos no capítulo 2 

dessa tese. Os primers utilizados foram ATM (PPH00325B), ATR (PPH03318B), TRRAP 

(PPH14362A), H2AX (PPH12636A), TIP60 (PPH01029A), MCM2 (PPH00961A) fornecidos pela 

empresa Superarray (available in: www.superarray.com). 
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Respostas encontramos dentro de nós através 
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habilidades.” 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ana Paula Franco Lambert 
Defesa de Tese de Doutorado 

Janeiro de 2010 
 


