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"4 coisa mais bela que o homem pode experimentar
é 0 mistério. E esta a emogdo fundamental que
estd na raiz de toda ciéncia. O homem que
desconhece esse encanto, incapaz de sentir
admiragdo e estupefagdo, esse jd estd, por assim
dizer, morto e tem os olhos extintos."

Albert Einstein

'O acaso s6 favorece aos espiritos preparados e ndo prescinde da
observagdo.

Louis Pasteur
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ESTRUTURACAO DA TESE

A presente tese encontra-se estruturada da seguinte forma: uma
introducao geral, os objetivos (gerais e especificos), os dois capitulos principais

escritos na forma de artigos cientificos, discussao, conclusdes e perspectivas.

A introducdo aborda alguns conceitos atuais sobre a biologia das
células-tronco, a aplicacdo das mesmas na medicina regenerativa e a
necessidade de pesquisas basicas. Também inclui os métodos de
diferenciacdo neural in vitro das células-tronco derivadas do tecido adiposo
(ADAS), o papel da manutengao da integridade genémica durante o processo
de diferenciacao das células-tronco para tecido neural. Esta secao finaliza com
uma abordagem sobre as proteinas envolvidas na sinalizacdo dos danos no
DNA, remodelagem de cromatina e proliferacao celular (ATM, ATR, y-H2AX,
TIP60, TRRAP, MCM e telomerase), proteinas estas que foram objetivos de

estudo desta tese.

O Capitulo 1 apresenta uma revisdo geral sobre o processo de
diferenciacdo de células-tronco provenientes do tecido adiposo em tecido
neural in vitro, utilizando os dados conhecidos até aquele momento. Nesta
revisdao foram apresentados os principais meios de indugao para tecido nervoso

e a forma de confirmagao dessa diferenciagao.

O Capitulo 2 aborda um estudo de viabilidade e integridade das células—
tronco derivadas do tecido adiposo durante o processo de diferenciacao para o

tecido neural. Da mesma forma, aborda a expressao de proteinas relacionadas



com a sinalizacao de danos no DNA, remodelagem de cromatina e proliferacao

celular durante esse processo.

Na seqUéncia apresenta-se uma discussao geral correlacionando os
capitulos acima, bem como sua importancia como gerador de novos
conhecimentos cientificos, as conclusdes 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, (ll) resultados de gRT-PCR para proteinas de
reparacao de DNA, remodelagem de cromatina e proliferacdo 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 6ssea, mas populacées semelhantes foram isoladas do tecido adiposo
e outros tecidos. A diferenciacdo das células-tronco derivadas do tecido
adiposo (do inglés adipose derived stem cells; ADAS) para células neurais
foram realizadas por varios grupos. Um aspecto muito importante relacionado
com as células-tronco é a manutencdo da integridade genémica durante o
processo de diferenciacdo. Acredita-se que a manutencdo da estabilidade
genética por meio dos mecanismos de reparagdo do DNA devem ser
particularmente rigorosos em células-tronco adultas, onde qualquer alteracao
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 indug¢do neural, por meio
do teste cometa, teste de micronucleo e teste de viabilidade celular. Além
disso, foi analisada a expressao de algumas proteinas relacionadas com a
sinalizacao de danos no DNA, remodelagem de cromatina e proliferacao. Os
resultados obtidos no presente estudo claramente indicaram que o meio de
inducao neural pode ser genotoxico para as ADAS. O teste cometa revelou que
a inducao neural aumenta o indice e a freqiiéncia de danos no DNA. A inducao
de micronucleos nao foi observada nas mesmas condi¢des, indicando que o
meio de indugdo neural ndo causa danos clastogénicos. Ao considerar a
expressdo de MCMS3, TIP60, telomerase e a variagdo na expressao de

marcadores neurais, o0 método de inducao neural usada in vitro pode

XV



encaminhar a célula a uma transformacao tumoral. Estes resultados alertam
para a importancia dos estudos relacionados com aos protocolos atualmente

usados na diferenciagao in vitro de células-tronco para fins terapéuticos.
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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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1. A biologia das células-tronco

As células-tronco apresentam como caracteristicas principais a
capacidade de auto-renovacdo e a diferenciacdo em multiplas linhagens
celulares. Embora existam inumeros critérios propostos para definir o que
sdo as células-tronco, os conceitos mais aceitos pela comunidade cientifica
sdo: (i) devem ser células indiferenciadas, (i) devem ser capazes de
proliferacao e auto-renovagao, produzindo inumeras células funcionalmente
diferenciadas e (iii) devem regenerar os diferentes tecidos do organismo
apos uma lesao (Lajtha, 1979; Loeffler et al., 1997; Kaji e Leiden, 2001)

(Figura 1).

—

Auto-renovagdo
e Célula-tronco

Célula-tronco Dif erenciagdo

Célula diferenciada

Figura 1. Caracteristicas das células-tronco.

As células-tronco desenvolvem um papel central na formagdo dos
tecidos, na regeneracao 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



envelhecimento e nas lesdes (Piscaglia, 2008). Existe uma hierarquia de
potencialidade das células-tronco: (i) as célula do zigoto e suas progénies
diretas sao totipotentes, (ii) as células embriondrias sdo pluripotentes e (iii)

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

As células-tronco embrionarias derivadas da massa interna do
blastocisto (retiradas no 4° ou 5° dia ap6s a fecundagao) sao capazes de
gerar qualquer fendtipo celular derivados das trés camadas germinativas
(mesoderma, endoderma e ectoderma) (Piscaglia, 2008). Estas células
podem ser cultivadas tornando-se uma linhagem de célula-tronco
embriondria. Além das células retiradas do blastocisto, também sao
conhecidos outros tipos de células embrionarias que sao pluripotentes, tais
como as células germinais embrionarias, encontradas em uma fase mais
avancada do desenvolvimento fetal (5°a 10° semana), e as células obtidas
por transferéncia de nucleo somatico (Fuchs e Segre, 2000; Zago M. A,
2006). A rede de sinalizacdo envolvida na manutengcdao da
pluripotencialidade e diferenciagdo das células-tronco embrionéarias
permanecem desconhecidas. (Liu et al., 2008). Além disso, 0 uso de células-
tronco fetais ou embrionarias origina importantes questdes bioldgicas, éticas
e legais que podem limitar a sua utilizagcao nas pesquisas basicas e clinicas

(Haas et al., 2005).

Em 2006, as células-tronco induzidas (iPS) foram geradas através da
transformacao com retrovirus que induz a expressao dos fatores Yamanaka
(OCT4, S0OX2, KLF4, C-MYC) em fibroblastos de camundongos

embriondrios e adultos (Takahashi e Yamanaka, 2006). Recentemente foi



possivel induzir células iPS humanas pelos fatores Yamanaka ou pela
combinacao de varios 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 nao todas, as vias de sinalizacao
importantes para o desenvolvimento da inducao das células iPS. Acredita-
se, também, que esses fatores sdo importantes para a manutencdo da
pluripotencialidade das células-tronco embrionarias (Liu et al., 2008). A
transformacao das células iPS tem sido reconhecida como muito promissora,
pois pode solucionar as questdes éticas e problemas de rejeicao associados

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

Ao final da embriogénese cada tecido apresenta uma populacéo
heterogénea de células em diferentes estagios de maturacao, incluindo as
células relativamente indiferenciadas usadas para a auto-renovacao tecidual
e que sao chamadas de células-tronco adultas. Essas células-tronco adultas
apresentam um potencial mais limitado de diferenciagéo (Piscaglia, 2008).
Neste sentido, as células-tronco adultas ou somaticas sdo multipotentes,
pois geram tipos celulares de uma ou mais linhagens, mas ndo 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 diferenciagdo em um
tipo celular especifico, ainda sdo 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 tém demonstrado a
presenca de células-tronco em varios tecidos adultos como na medula

O0ssea, no sangue periférico, no sistema nervoso central, no figado, no



pancreas, o musculo, na pele, no pulmao, no intestino, no coracdo 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 varias funcdes teciduais. No
entanto, a funcdo principal que elas possuem é de prover células
indiferenciadas para a renovagado dos tecidos. Assim, as células tronco
adultas apresentam uma funcado especifica no tecido em que residem
(Kenyon e Gerson, 2007). Por exemplo, as células-tronco hematopoiéticas
que residem na medula éssea tém como funcdo mediar a producado de
linhagens mieldides e linféides. Altas doses de radiacdo e quimioterapia sao
usadas para ablacdo destas células no caso de doengcas hematolégicas
malignas. No entanto, uma Unica célula-tronco original, sendo normal ou
cancerosa, € capaz de repovoar toda a medula 6ssea (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 funcdo podem levar a
transformacédo de um “pool’ de células-tronco neurais e originar canceres
neurais, especialmente glioblastomas, meduloblastomas e ependinomas.
Por outro lado, a deficiéncia em células-tronco neurais pode levar a doencgas

degenerativas neurais (Liu e Martin, 2006).

Segundo Pelicci (2004), os fatores intrinsecos, como a disfuncao da
telomerase e o estresse oxidativo, e/ou fatores extrinsecos, como a radiacao
v 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



proteinas supressoras tumorais p53 e p16-pRb que, por sua vez,
encaminham a célula a apoptose ou a senescéncia celular. Por exemplo, se
os danos ocorrerem nas células-tronco a ponto de alterarem a homeostase
do tecido e a sua capacidade de renovacgao, esses mesmos danos poderao
contribuir para o processo de envelhecimento a médio e a longo prazo. Por
outro lado, se estas alteracbes no DNA levarem a inativagdo de genes
supressores tumorais isto podera resultar, como conseqiiéncia, no
desenvolvimento de um processo tumoral (Figura 2) (Pelicci, 2004). Para
uma completa homeostase do organismo e para a inibicdo dos processos
tumorais é importante que as células-tronco mantenham o controle do seu
ciclo celular e que ativem os mecanismos de reparacdo do DNA quando

forem necessarios.
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Figura 2: Causas e conseqtiéncias de danos no DNA (adaptado de Pelicci,

2004).

Desta maneira, as células mantém um delicado balango entre a
proliferacdo e a apoptose. A longevidade destas células é dependente de um
cuidadoso controle da expressao de varios genes envolvidos na proliferacéo,
no controle do ciclo celular e na diferenciacdo. Algumas anormalidades
genéticas humanas associadas ao envelhecimento apontam que a perda da
reparacdao do DNA contribui para o processo de envelhecimento. Neste
sentido, a manutencao do genoma das células-tronco pelos mecanismos de
reparacao de DNA é fundamental para a prevencao do envelhecimento e de

patologias. Além disso, a deficiéncia na manutengdo do genoma € um



importante fator que leva a proliferacao desordenada ou induz a senescéncia

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

2. Células-tronco adultas e seu papel na medicina

regenerativa

Os avangos recentes no conhecimento da biologia das células-tronco
tém contribuido 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 area da ciéncia, baseada no uso de células-
tronco para o tratamento de doencas, é conhecida como Medicina
Regenerativa (Fodor, 2003). A terapia com células-tronco adultas esta
baseada no transplante autélogo ou alogénico das células na forma de
infusdo sistémica ou no local da lesdo no paciente (Barry e Murphy, 2004).
Do ponto de vista terapéutico, os diferentes tipos e a origem das células-
tronco apresentam vantagens e desvantagens intrinsecas e que devem ser
consideradas na sua aplicacao na regeneracao dos tecidos lesados ou para

a engenharia de tecidos (Trounson, 2009).

As células-tronco adultas mais estudadas na medicina regenerativa
sdo as derivadas da medula 6ssea, principalmente por serem usadas ha
varios anos para o tratamento de doengas hematoldgicas (Pittenger et al.,
1999; Tuan et al., 2003; Tohill e Terenghi, 2004). A medula 6ssea era a
Unica fonte de células-tronco adultas humanas e serviam como protétipo de

células-tronco adultas. As caracteristicas que definem as células-tronco,



como a expressao de proteinas de superficie, a capacidade de diferenciacao
e de auto renovagcdo foram definidas, primeiramente, nos estudos com
células-tronco hematopoiéticas (Kondo et al., 2003). A medula O6ssea
apresenta também células progenitoras estromais, atualmente denominadas
como células-tronco mesenquimais (MSCs), as quais apresentam habilidade
de diferenciarem-se em multiplas linhagens celulares como adipdcitos,
condrocitos, células tronco hematopoiéticas, midcitos, 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
evidéncias apontam a existéncia 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 depoésitos subcutaneos de tecido adiposo sdo acessiveis,
abundantes, reabasteciveis e, em funcao disso, representam um potencial
reservatorio de células-tronco adultas em cada individuo. Estas células sao
vistas como uma fonte bastante promissora de células-tronco para uso
clinico devido a facilidade de obtencdo 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 Capitulo 1). O termo
utilizado neste trabalho sera células “tronco derivadas do tecido adiposo”
(adipose derived adult stem - ADAS). A preparacao e isolamento das células
ADAS nao é idéntica em todos os laboratérios. A maioria dos grupos de

pesquisas isola as células por meio da digestdo com colagenase seguido do



fracionamento das células com algumas centrifugacdes. As células isoladas
apos a centrifugacdo sao colocadas em cultura e a populacdo de células
aderidas podem ser expandidas e usadas para os diversos experimentos
(Figura 3) (Mitchell et al., 2006). Para maiores detalhes sobre as variagcdes
no isolamento das ADAS veja o item 3- Applied methods of ADAS isolation

do Capitulo 1.

Varios grupos independentes demonstraram que as células ADAS sao
capazes de diferenciarem-se em uma variedade de linhagens teciduais
como: adiposa, cardiaca, condrocitica, endotelial, epitelial, hematopoiética,
muscular, 6ssea e neuronal (Safford et al., 2002; Zuk et al., 2002; Safford e
Rice, 2005; Gimble et al., 2007) (revisado na tabela 2 do Capitulo 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 contaminacdo com hemacias 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 sdo
centrifugadas. (D) O precipitado resultante das centrifugacbes é
ressuspendido com meio de cultura completo [Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) com FBS, com antibiético].

Ao considerar os beneficios e a facilidade de obtencdo das células
ADAS, o estudo da diferenciacdo de células-tronco adultas para o tecido
neural é necessario levando-se em conta as inumeras neuropatologias que
afligem a populacéo, tais como as doengas de Parkinson, de Alzheimer, de
Huntington, o acidente vascular encefélico, a dor neuropatica cronica e a
lesdo da medula espinhal. Neste sentido, muitas pesquisas estdao sendo
atualmente realizadas para possibilitar o tratamento destas condi¢cdes
neuropatolégicas 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 questbes, torna-se fundamental verificar e entender o

processo de diferenciacado destas células.

3. Métodos de diferenciacao neural in vitro das células-

tronco derivadas do tecido adiposo (ADAS)

A maioria dos estudos sobre o processo de diferenciacdo neural das
células ADAS foram baseados, principalmente, em dois trabalhos publicados

no ano de 2000, que diferenciaram as células derivadas da medula éssea
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para tecido neural (Woodbury et al., 2000; Sanchez-Ramos et al., 2008).
Detalhes sobre os métodos de inducdo destes dois trabalhos sao
apresentados no item 5- How ADAS cells differentiate into neuronal cells e
na Tabela 4 do Capitulo 1. Subseqliente aos estudos de Sanchez-Ramos et
al. e Woodbury et al. em 2000, varios estudos com células ADAS humanas
ou de camundongos foram publicados utilizando os mesmos métodos ou
variagdes 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 diferenciacdo das células ADAS humanas para tecido neural séo
apresentados no item 6- Induction of adipose-derived adult stem cells e na

tabela 4 do Capitulo 1.

A fim de verificar se o processo de diferenciacao foi efetivo a maioria
das pesquisas observa alteracbes na morfologia das células por meio de
microscopia Optica ou eletrbnica e a expressao de alguns marcadores
neurais. Nos trabalhos analisados, a presenca dos marcadores neurais
costuma ser verificado por imunocitoquimica ou western blotting para
detectar as proteinas especificas e/ou por RT-PCR para os respectivos
mRNAs. Na tabela 3 do Capitulo 1 foram apresentados os principais

marcadores neurais com algumas informacdes relevantes sobre os mesmos.

As alteragcdes morfolégicas e a expressao de marcadores neurais
representam alteracdes fenotipicas das células. No entanto, estes mesmos
ndo sao suficientes para confirmar a funcionalidade de um neurdnio (Lu e

Tuszynski, 2005). O fator mais importante para definir um neurénio funcional
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€ sua excitabilidade, a habilidade de ativar o potencial de acdo e a
capacidade de comunicar-se com outras células pela liberacdo de
neurotransmissores nas sinapses (Kandel et al., 2000). Alguns estudos
demonstraram a formacao de neurénios maduros e funcionais in vitro a partir
de células-tronco embrionarias (Okabe et al., 1996; Miles et al., 2004) e
células-tronco adultas neurais (Song et al., 2002; Westerlund et al., 2003).
Em relagdo as 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 Capitulo 1.

4. A manutencao da integridade genémica durante o
processo de diferenciacao das células-tronco para tecido

neural

As células eucaridticas, de uma maneira geral, sdo constantemente
desafiadas pelo ambiente que as rodeia. O DNA dessas células costuma
sofrer danos enddgenos e exdégenos continuamente. As chamadas vias de
reparacao de DNA sdo capazes de reconhecer um dano e remové-lo a fim
de prevenir as consequéncias 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 n&o sao reparados,

a célula conta com uma complexa via de sinalizagdo que induz a
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senescéncia ou a apoptose. Essas vias sdo induzidas quando a morte
celular é mais adequada do que a proliferacdo da célula lesada. Assim, os
defeitos na reparacdo do DNA, na apoptose ou na senescéncia estao
envolvidos com o cancer e com o envelhecimento (von Zglinicki et al., 2001;

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

A frequéncia de mutacdo em alguns l6cus de células somaticas de
mamiferos in vivo costuma ser na ordem de 10 mutacées (Frosina, 2009).
Esse alto nivel de danos no DNA é claramente insustentavel em células-
tronco embrionarias que participardao do desenvolvimento do organismo e o
estabelecimento de padrées corporais. Neste sentido, as células-tronco
embriondrias sdo geneticamente menos suscetivel a danos no DNA (Efroni
et al., 2008), onde as frequéncias de mutagdes e de recombinagdo mitética
sdo em torno de 100 vezes menores quando comparadas com as células
adultas somaticas ou com fibroblastos embrionarios de camundongos
isogénicos (Hong et al., 2007). Assim, as células-tronco embrionarias devem
ser equipadas com mecanismos de defesa altamente eficientes contra varios

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

As células-tronco adultas sdo extremamente importantes para a
manutencdo 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 metabdlica, a reducdo da funcdo mitocondrial e os agentes
externos levam a formacgao de danos no DNA por modificacdo de bases, erro

na incorporagao de fragmentos de desoxiribose, indugao de fosfotriesteres,
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quebra simples e duplas do DNA (Park e Gerson, 2005). Devido ao papel
das células-tronco adultas na manutencdo dos tecidos, acredita-se que
essas células apresentem mecanismos de reparacdao do DNA diferenciados
das demais células do organismo adulto. No artigo de revisdo de Frosina et
al. (2009) foi comparada a capacidade de reparacdo de DNA em células-
tronco normais (embrionarias ou adultas humanas ou de camundongos) com
células diferenciadas. Em 64% dos artigos foi observado um aumento da
capacidade de reparacdo do DNA, mostrando que as células-tronco
protegem seu genoma por meio do aumento da reparacdo no DNA. Da
mesma forma, as células-tronco podem reduzir a taxa de proliferacao e
aumentar a atividade de proteinas envolvidas nos pontos de checagem

(Frosina, 2009).

A importancia da manutencdo da integridade genémica na
neurogénese € claramente ilustrada nas desordens neuroldgicas,
relacionadas a pacientes com doengas hereditarias associadas a defeitos
nos mecanismos de reparagdo do DNA. Entre as sindromes hereditarias
relacionadas com os mecanismos de reparacdo do DNA podemos citar a
xeroderma pigmentosa (XP), a sindrome de Cockayne (CS), a ataxia
telangectasia (AT) e a desordem semelhante a ataxia telangiectasia (ATLD)

(Brooks, 2002).

Durante a neurogénese, os precursores neurais se dividem e geram
neurbnios novos. Alguns destes neur6nios sofrem apoptose, o que é
fundamental para o desenvolvimento do sistema nervoso central adulto. No
entanto, as células progenitoras neurais e neurénios maduros que estao

préximos a célula que sofreu apoptose continuam vivos (Cheng et al., 2007).
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Nao se sabe por que esses neurbnios jovens sao hipersensiveis a apoptose,
mas tem sido sugerido que danos no DNA e/ou sinalizagao relacionada com

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

Achados recentes sugerem que a telomerase e a proteina associada
aos teldmeros (TRF2) apresentem um importante papel na neurogénese. As
células-tronco neurais em proliferacdo apresentam altos niveis de
telomerase para manterem os telédmeros e promoverem a sobrevivéncia
celular. Os niveis de telomerase diminuem rapidamente logo apds a
diferenciacdo do sistema nervoso central, o que contribui para a
vulnerabilidade dos neurbnios recém formados a apoptose (Mattson et al.,
2001; Zhang et al., 2007). A TRF2 parece ter um papel importante nas
células-tronco neurais e em neurbnios pds-mitdticos na presenca de danos
no DNA, em regides nao teloméricas. Existem ligacdes importantes entre as
proteinas associadas aos teldbmeros e os mecanismos de reparagdo do
DNA, mais notavelmente pela via de sinalizagao da proteina ATM (Kang et

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

De forma controversa a manutengcdo da integridade gendmica,
estudos recentes tém demonstrado que o cérebro é um complexo mosaico
genético de células aneoploides e eupléides (Yang et al., 2003; Yurov et al.,
2005; Kingsbury et al., 2006). A funcdo precisa da aneoploidia neural e
desse mosaico é desconhecida. Entretanto, acredita-se que a aneuploidia
neural esteja envolvida com a diversidade celular, sinalizagdo celular e com

doencgas no sistema nervoso central (Kingsbury et al., 2006).
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5. Proteinas envolvidas na sinalizacao dos danos no DNA,

remodelagem de cromatina e proliferacao celular

ATM e ATR

Os danos no DNA sao causados por uma mistura de efeitos deletérios
enddgenos e exdégenos. Quando a célula percebe a ocorréncia dos danos no
DNA, as proteinas sensoras sinalizam e levam a uma parada do ciclo
celular. A familia das fosfatidilinositol 3-cinases (PI3K) é formada por
proteinas evolutivamente conservadas e que respondem a inumeros
estresses celulares por meio da fosforilagdo de proteinas chaves. Essas
proteinas sao conhecidas como proteinas sensoras de danos no DNA, cujos
principais representantes sao a proteina mutada para a ataxia telangiectasia
(ATM), a proteina relacionada a ATM (ATR) e a subunidade catalitica da
proteina cinase dependente de DNA (DNA-PKs (Garner e Costanzo, 2009).
Essas proteinas sédo “sensoras” de tipos especificos de danos no DNA. A
proteina ATM é considerada a primeira sensora de quebras duplas no DNA
(DSB), enquanto que a proteina ATR é predominantemente ativada em
regioes 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) sao induzidas por irradiacao
(IR) e agentes radiomiméticos (AR) que levam a ativacao da cinase ATM. A
cinase ATR é ativada por dimeros de pirimidina formados pela exposicéo a
radiacdo UV ou no local de instalacdo da forquilha de replicacdo. Essas
cinases fosforilam varias proteinas, as quais sinalizacdo a presenca de
danos no DNA, param o ciclo celular, alteram a transcri¢do, iniciam o
reparacao do DNA e se o dano nao puder ser reparado, ativam a apoptose.
(Adaptado de (Czornak et al., 2008))

As analises proteémicas recentes dos componentes da maquinaria de
reparacdo do DNA revelaram a presenga de uma enorme rede de
comunicacao com mais de 700 proteinas envolvidas (Matsuoka et al., 2007).
Todas essas proteinas sao fosforiladas por ATM e ATR em resposta aos
danos no DNA. As proteinas substrato das cinases ATM e ATR estao
envolvidas no metabolismo dos &cidos nucléicos e proteinas, regulacdo do
ciclo celuar, sinais de transducao, estrutura e proliferacao celular e

oncogénese (Czornak et al., 2008).
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A proteina cinase nuclear ATM é uma ativadora massiva da resposta
as DSBs (Shiloh, 2003; Biton et al., 2006; Shiloh, 2006). ATM gerencia a
sinalizagdo de uma rede de comunicagdo envolvida nos mecanismos de
reparacdo do DNA, pontos de checagem do ciclo celular, mecanismos
apoptoticos e varias outras respostas ao estresse que levam a célula ao
reparo e sobrevivéncia ou a apoptose (Biton et al., 2006). Apds a inducao da
quebra dupla do DNA, a proteina ATM é ativada e fosforila uma vasta
quantidade de proteinas alvos. Cada uma dessas proteinas alvos modula
um ou mais mecanismos de resposta (Shiloh, 2006). A ATM também atua na
manutencao da estabilidade gendémica eucaribética e os dados experimentais
tém indicado que a ATM esta funcionalmente ligada a conservacado do
tamanho e da integridade dos telébmeros, um processo que € 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 inativacdao da ATM leva a sindrome denominada de
ataxia telangiectasia, resultando em um aumento na instabilidade gen6mica.
Essa sindrome é caracterizada por degeneracao neuronal, imunodeficiéncia,
instabilidade genética, sensibilidade a radiacao ionizante e predisposicao ao
cancer (Taylor e Byrd, 2005). Uma das principais caracteristicas da ataxia
telangiectasia € uma progressiva perda motora que culmina em uma
disfungao neuroldgica global (Allen et al., 2001). Inicialmente, ha uma atrofia
cortical do cerebelo que, posteriormente, afeta todas as areas do cérebro
(Taylor e Byrd, 2005). Por estas caracteristicas, a ATM parece ser

importante para a neurogénese e estudos demonstraram que a ATM e a
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proteina p53 sdo necessarias 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 neurbnios resultava em instabilidades gendmicas, apoptose ou
proliferagdo anormal. Por outro lado, dados mais recentes indicaram que a
diminuicdo da expressdo de ATM pela tecnologia de RNA interferente em
células-tronco embrionarias humanas (Biton et al., 2007) e em células de
neuroblastoma (Biton et al., 2006) ndo afetam a diferenciacdo neural (Biton
et al., 2007). Esses novos resultados sugerem que ATM nao apresenta um

papel critico na diferenciacao neural.

O mecanismo de ATR é ativado a partir da formagdo e
reconhecimento de prolongamentos estendidos de fitas simples do DNA na
forquilha de replicagao (Jazayeri et al., 2006; Chanoux et al., 2009). A funcao
de ATR na manuteng¢do 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
Sindrome de Seckel, doenca humana caracterizada por retardo no
desenvolvimento e crescimento, tem sido associada a mutagdes no gene da
ATR. As células derivadas de pacientes com a Sindrome de Seckel
apresentam baixa expressdo de ATR, além de defeitos na sinalizagao
mediada por ATR (Alderton et al., 2004). A completa auséncia de ATR ¢é letal
e, neste sentido, a ATR é importantissima na regulacdo da resposta ao
estresse replicativo, a irradiacdo UV e também as ssDNA geradas na

forquilha de replicagdo (Abraham, 2001; Shiloh, 2001; Shiloh, 2003). Além
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disso, a ATR é necessaria para prevenir a condensacao prematura da

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

A funcao da ATR no processo de diferenciagdo de células-tronco para
tecido neural ndo é conhecida, mas levando-se em conta a funcdo da ATR
na reparacao de DNA e na manutencao da cromatina durante a replicacao
de DNA, é esperado que essa proteina também possua uma fungao

importante na diferenciagao.

Proteinas Remodeladoras de Cromatina e a Histona H2AX

Além da complexidade bioquimica das proteinas que atuam nos
mecanismos de sinalizacdo e reparacdao de DNA, é preciso também
considerar a estrutura da cromatina eucariética. A cromatina eucarittica €
uma estrutura altamente ordenada, formada por proteinas histénicas e nao-
histbnicas condensadas ao DNA (Allard et al., 2004). Desta maneira, a
cromatina necessita sofrer modificagdes para que a maquinaria de
reparagdo de DNA tenha acesso as lesGes (Allard et al., 2004). Estas
modificacdes ou “remodelagens” da cromatina sédo realizadas por dois
mecanismos: (i) modificagdo pos-traducionais das histonas nucleossomais
(Peterson, 2002; Koundrioukoff et al., 2004) e (ii) uso da energia liberada
pela hidrélise do ATP para alterar a estrutura da cromatina (Turner, 2002;

Escargueil et al., 2008).

Foi demonstrado em células de mamiferos que um subtipo especifico
de histona H2A, conhecida como H2AX, se torna especialmente fosforilada

na Ser 139 (y-H2AX) em resposta as DSB (Rogakou et al., 1998). Mais
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tarde, observacdes similares foram reportadas em leveduras (Downs et al.,
2000). Seguido dessas publicagbes, varios trabalhos tem focado no estudo
do papel da H2AX na reparagdo do DNA. Esta modificagdo especifica,
embora ndo necessaria nos passos iniciais do processo de reparagao, é
necessaria para concentrar a maquinaria de reparacao ao longo da lesao no
DNA (Celeste et al., 2003), e recrutar modificadores de cromatina que
permitam o relaxamento da estrutura da mesma perto da lesdo do DNA
(Downs et al., 2004). Recentemente, foi reportado, em leveduras, que a
substituicdo do residuo de serina fosforilada por um &cido glutamico, o qual
mimetiza a fosforilagdo de H2A, nado induz modificacées significativas na
estrutura da cromatina. Este achado sugere que a H2A fosforilada atua,
principalmente, recrutando os componentes de reparacao de DSB antes de
alteracdes na estrutura da cromatina (Fink et al., 2007).

A histona H2AX pode ser fosforilada pelas proteinas ATM e ATR
(Allard et al., 2004; Stiff et al., 2004) originando a histona y-H2AX. A y-H2AX
ativa uma cascata de cinases também pertencentes a familia das PIKK e
que rapidamente coordenaréo os eventos de reparagdao de DNA, bem como
induzirdo a parada do ciclo celular (Zhou e Elledge, 2000; Rouse e Jackson,
2002; Escargueil et al., 2008). A yv-H2AX, conhecida por ser um marcador de
DSB, é capaz de recrutar varios fatores de reparacao de DNA ao redor da
lesdo, tais como o complexo MRN (MRE11/ RAD50/ NBN), e as proteinas
BRCA1 e RAD51 (Paull et al., 2000; Escargueil et al., 2008).

Em funcdo do importantissimo papel da H2AX na sinalizacao das

DSB e na manutencao da integridade gendmica, as células deficientes em
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H2AX mostram um aumento na sensibilidade a radiacao ionizante bem como
a instabilidades genémicas (Bassing et al., 2002).

A ativagdo da y-H2AX durante o processo de diferenciacao de células-
tronco para tecido neural é praticamente desconhecido. Contudo, vérios
dados recentes tém demonstrado que a y-H2AX é necesséria juntamente
com as proteinas ATM e DNA-PKcs para a manutencao da estabilidade

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

Os complexos HATs e a proteina TIP60

A reorganizagdao ou remodelagem da cromatina eucariética é
necessaria para diferentes processos metabdlicos relacionados ao DNA,
sendo que tanto a acetilacdo quanto a desacetilacdo de histonas tem sido
relacionadas a estes processos. Embora os mecanismos moleculares
relacionados a acetilagdo/desacetilacdo de histonas ainda néo estejam
completamente conhecidos, é sabido que a transcricdo, a replicacdo, a
recombinacdo e a reparacdo do DNA sado dependentes da modificacao
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 proteinas que atuam na
acetilagao de histonas. Dentre as principais familias de proteinas HATs

atualmente conhecidas destaca-se a MYST, que compreende as proteinas
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humanas MOZ (Borrow et al., 1996), MORF(Champagne et al., 1999), TIP60
(Yamamoto e Horikoshi, 1997) e HBO1 (lizuka e Stillman, 1999), assim
como as proteinas 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 Esalp (Smith et al., 1998)revisado
em(Voss e Thomas, 2009). As proteinas da familia MYST possuem um alto
grau de similaridade entre si, destacando-se a presenca de regides
conservadas do tipo dedos-de-zinco e sitios de ligacao a acetil-coenzima A

(acetil-CoA).

A proteina TIP60 (do inglés Tat-interactive protein-60 kDa protein) foi
primeiramente identificada no complexo protéico Tat do retrovirus HIV-1
(Kamine et al.,, 1996). Posteriormente, mostrou-se que a TIP60 possui
atividade do tipo HAT (Kamine et al., 1996), sendo a principal proteina de um
complexo formado por varios polipeptideos e que possui diversas atividades
biolégicas, tais como reparacdao do DNA, sinalizagdo celular, ciclo celular,
controle dos pontos de checagem e apoptose (Sapountzi et al., 2006). Entre
essas funcoes, Tip60 apresenta um papel especial na reparacdo de DSB

(Voss e Thomas, 2009)

Os embrides de camundongos com mutacbées em TIP60 nao sao
viaveis, pois morrem antes da implantacao (Gorrini et al., 2007). Contudo, o

tipo de morte celular ainda n&o foi descrito.

Foi demonstrado que o complexo TIP60 é capaz de interagir com
receptores de andrégenos e é um co-ativador de receptores de esterdides,

0s quais possuem um papel-chave na transdiferenciacdo celular (Gaughan
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et al., 2001). Durante o desenvolvimento do coracdo de galinhas, a TIP60
apresentou um aumento de expressao nos estagios iniciais de diferenciacao
celular, diminuindo nos estadgios mais tardios (Lough, 2002). Em
Caenorhabditis elegans, a TIP60 evita a parada do ciclo celular e o processo
de diferenciacado, pré-requisito necessarios para a proliferacdo continuada
(Ceol e Horvitz, 2004). Em estudo recente, utilizando a tecnologia de RNA
interferente  em células-tronco embrionarias de camundongos, foi
demonstrado que a Tip60 € necessaria para a diferenciacdo das células-
tronco. Para complementar, uma vasta andlise da expressao génica revelou
que na auséncia de Tip60, varios genes importantes na diferenciacao sao
suprimidos (Fazzio et al., 2008). Dessa forma, acredita-se que a proteina
TIP60 € necessaria para a pluripotencialidade das células-tronco
embrionarias. Estes resultados suportam a hip6tese de que a TIP60 poderia
exercer uma funcdo importante durante a proliferacao e a diferenciacao de

células-tronco (Voss e Thomas, 2009).

TRRAP

A proteina TRRAP (Transactivation/transformation-domain associated
protein), assim como o ortélogo de leveduras Trap1p, foram identificadas
como subunidades protéicas formadoras de diferentes complexos HATSs, tais
como o PCAF/SAGA, a TIP60/NuA4, o TFTC, a SILK e a SLIK (Herceg et
al., 2003). Varios fatores de transcricdo interagem com os complexos
TRRAP/ HAT e séo regulados ou mediados pela atividade de TRRAP na

modificagcdo da cromatina (Yanagisawa et al., 2002; Cheng et al., 2006;
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Sierra et al., 2006). Entre eles, foi demonstrado que a interacao entre a
oncoproteina c-Myc e o complexo TRRAP/HAT €& necessario para a
atividade da transcricdo e transformacdo (Bouchard et al., 2001). As
proteinas c-Myc e N-Myc regulam uma variedade de genes envolvidos no

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

A auséncia do gene TRRAP em células de mamiferos € letal,
resultando na inviabilidade do embrido, devido ao bloqueio da proliferacao
dos blastocistos (Herceg et al., 2001). A deficiéncia de TRRAP parece afetar
varios genes relacionados ao ciclo celular, a transcricdo, a reparacao de
DNA e a supressao de tumores (Herceg et al., 2003). Varios resultados tém
demonstrado que a TRRAP controla os mecanismos dos pontos de
checagem durante a transicdo da fase G, para a M, cuja auséncia resulta
em instabilidades cromossémicas (Herceg et al., 2001). Além disso, estudo
utilizando a tecnologia de RNA interferente em células-tronco embrionérias
de camundongos revelaram que o complexo Tip60/HAT é necessario para a
manutengdo da identidade das células tronco embrionarias (Fazzio et al.,

2008).

Loizou et al. (2009) desenvolveram camundongos knockout que
permitem a inativagdo do gene TRRAP de maneira temporal in vivo. Com
essa tecnologia foi possivel estudar a funcdo de TRRAP/HAT e a acetilagao
de histonas em camundongos adultos e em células-tronco adultas. Este
estudo revelou que TRRAP apresenta um papel fundamental no mecanismo
de manutencdo das células-tronco hematopoiéticas e no sistema

hematopoiético. Além disso, foi evidénciado a importancia de TRRAP e das
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modificacdes nas histonas para a homeostasia dos tecidos (Loizou et al.,
2009). O papel das HAT e da acetilagdo das histonas na manutencao de
padrdes distintos de cromatina exclusivos para as propriedades das células-

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

A Familia MCM

O complexo de manutengcdo de minicromossomos (minichromosome
maintenance; MCM) é formado por seis proteinas relacionadas (MCM 2-7)
que atuam como helicases replicativas, tendo um papel fundamental na
estabilidade gendémica durante a replicacao do DNA (Labib e Diffley, 2001;
Maiorano et al., 2006). As proteinas MCM sao necessarias para a
processividade da replicacdo do DNA e sao alvos de pontos de checagem
da fase S. A perda da funcdo das MCM leva a danos no DNA e a

instabilidade gendémica.

A expressao das MCM estd 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 gendmica
mostra atividade tanto na forquilha de replicacdo ativa como distante da
forquilha (Bailis e Forsburg, 2004). As proteinas MCM s&o expressas em
células que estao se dividindo, porém apresentam expressao diminuida e
estdo dissociadas da cromatina em células em repouso (Madine et al.,
2000). Um dos maiores mecanismos pelo qual as proteinas MCM promovem
a estabilidade genémica é por limitar a replicacdo do DNA a uma vez por

ciclo (Bell e Dutta, 2002). Esse papel fundamental torna as proteinas MCMs
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alvos potenciais de oncogenes celulares, os quais inibem ou desregulam o
processo de replicacdo. A disfuncdo da MCM pode contribuir para
proliferacdo celular anormal acompanhada de uma instabilidade gendémica.
Os defeitos na sintese de DNA e aumento dos niveis de proliferacéo celular
em tumores estdo associados ao aumento da expressao da cinase de MCM
Cdc7/Dbf4 e das proteinas MCM (Hess et al., 1998; Freeman et al., 1999;

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

As proteinas MCM s&o altamente expressas, ndao somente em células
em replicacéo ativa, mas também em células com potencial de proliferagao.
Testes diagnésticos recentes apontam uma forte correlagdo entre células
pré-cancerosas e células que expressam altos niveis das proteinas MCMs
(Williams et al., 1998; Tan et al., 2001; Sirieix et al., 2003). As proteinas
MCM sao, contudo, marcadores moleculares sensiveis de células que tém 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 proteina MCM2, como os outros membros da mesma familia,
também tem demonstrado ser um marcador de células proliferativas. Em
megacariécitos, a expressao de MCM2 é maior do que a expressdo do
marcador proliferativo Ki-67 (Lampert et al., 2005). Em céancer renal, a
MCM2 tem utilidade clinica como marcador prognéstico (Rodins et al., 2002).
Um estudo realizado para verificar a expressao de MCM2 em cancer colo-
retal apresentou correlagao entre alta expressdo de MCM2 e a presenca de

metastases em linfonodos (Guzinska-Ustymowicz et al., 2008).
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A MCM-2 ¢ fosforilada pela ATR e outras proteinas da familia PI3K,
em resposta as multiplas formas de danos no DNA e as ssDNAs geradas na

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

Telomerase

Os teldbmeros sao regides altamente repetitivas de DNA que se
encontram na extremidade dos cromossomos. As repeticdes teloméricas das
células somaticas humanas agem como um "reldgio celular”, pois diminuem
com as divisGes. Assim, quanto mais vezes uma linhagem celular se divide,
mais os teldmeros encurtam, até que atinjam um tamanho minimo que limita
as novas divisdes celulares. Isso ocorre porque o DNA n&do pode mais ser
duplicado corretamente nas extremidades da molécula de DNA. Este
encurtamento promove a ativacdo de uma ribonucleo-proteina chamada
telomerase, que adiciona novas repeticdes teloméricas nas extremidades
cromossdmicas (Blackburn, 1991; Blackburn, 2001). Em humanos, este
processo € normalmente ativado somente em linhagens germinativas e em
embrides nos estagios iniciais do desenvolvimento. Quando a telomerase
esta ativa em células somaticas, estas se tornam imortais. Por este motivo, a
atividade da telomerase e o encurtamento do teldbmero tém sido estudados
em diversos tipos de cancer, tendo valor progndéstico em muitos deles (Ju e

Lenhard Rudolph, 2008).

Os telébmeros nas células somaticas se encurtam pela falta de

telomerase, desta forma limitando o numero de divisbes celulares pelas
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quais as células podem passar. No entanto, em células germinativas e em
células-tronco embrionarias, a elevada atividade da telomerase mantém a
capacidade replicativa. A reducédo da atividade da enzima de linhagens em
cultura esta associada a uma diminuicdo dessa capacidade replicativa (Ju e
Lenhard Rudolph, 2008). Por outro lado, o processo de “imortalizacdo” de
linhagens celulares é acompanhado do aumento da atividade da telomerase,
e a transfeccdo do gene da hTERT em linhagens celulares epiteliais e
fibroblastdides suprime a senescéncia (Wang et al., 1998), e prolonga a
sobrevida de células estromais da medula éssea murina em cultura (Mori et

al., 2005).

A estabilidade dos teldbmeros € regulada por duas proteinas
especificas ligadas aos telomeros, a TRF1 e a TRF2, as quais protegem os
teldmeros da degradacdo, recombinacdo homoéloga e nao-homobloga (de
Lange, 2002). A inibicdo da ligagdo do TRF2 leva a instabilidade dos
telémeros e dispara o gatilho de ativacao da apoptose ou da senescéncia via
ATM/p53. Além disso, mutacdes nas proteinas de reparacao do DNA; DNA-
PKcs, Ku70, Ku80, a ATM tém sido associadas a disfuncao na estrutura dos

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

Nao € surpreendente que as mutagcbes nos componentes da
telomerase estejam associadas a doengas nas células-tronco, como na
disqueratose congénita, uma doenca rara caracterizada por falhas na
medula 6ssea e anemia aplasica (Yamaguchi et al., 2003). As familias com
heranca autossdmica dominante para disqueratose congénita apresentam

mutagcdo no gene que codifica o componente de RNA da telomerase, TERC
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(Yamaguchi et al., 2003). Nessas familias, bem como em camundongos
Terc-/-, a doengca comeca mais severa em geracdes subseqlentes por

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

Existe um consenso geral de que as células-tronco embrionarias
apresentam altos niveis de telomerase para a manutencao do tamanho dos
telomeros (Carpenter et al., 2004). No entanto, para as células-tronco
adultas, os achados apresentam variagdes. Técnicas altamente sensiveis
demonstraram baixos niveis de telomerase na maioria das células-tronco
adultas, o que levaria a um encurtamento gradual dos teldmeros durante a
vida (Serakinci et al., 2008). A expressao de telomerase é cuidadosamente
regulada de diversas formas nas células que necessitam da telomerase

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

Os baixos niveis de telomerase e os teldbmeros relativamente curtos
observados nas células-tronco adultas devem ser suficientes para uma
proliferacdo “normal”. No entanto, varias situagdes patolégicas podem levar
a uma extensiva apoptose ou necrose em certas populacées celulares,
resultando em um periodo de proliferagcdo mais intensa das células-tronco a
fim de restabelecer o tecido lesado. Os baixos niveis de telomerase e o
tamanho curto dos teldbmeros em células-tronco adultas, nesta situacao,
parecem ser inadequados. Entretanto, este pode ser considerado como um
mecanismo de defesa contra o desenvolvimento de canceres. Esta deve ser
a razao para a existéncia de um cuidadoso balango entre as necessidades
de replicacao e a expressao da telomerase em células-tronco adultas. Deve

existir um mecanismo regulatério muito cuidadoso e rapido que, quando
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necessario, € capaz de induzir a proliferacdo sem levar a perda extensiva
dos telémeros ou levar ao aumento dos telémeros (Serakinci et al., 2008).
Dessa forma, acredita-se que a telomerase tenha um papel fundamental na
manutencdo das células-tronco e possivelmente também no processo de

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

Esta tese tem como objetivo geral a andlise da expressao de algumas
proteinas e genes importantes para a sinalizacdo dos danos no DNA,
remodelagem de cromatina e proliferacdo celular, durante o processo de
diferenciacao de células-tronco derivadas do tecido adiposo, especialmente
na neurogénese, bem como a viabilidade e integridade celular durante este

processo.

Objetivos especificos

e Revisar os dados da literatura sobre o processo de diferenciacao de
células-tronco do tecido adiposo humano em células neurais - “Estado
da arte”

e Induzir o processo de diferenciagdo neural em células-tronco
derivadas do tecido adiposo humano;

e Avaliar, utilizando ensaios de genotoxicidade, a integridade e
viabilidade das células-tronco durante o processo de diferenciacao;

e Analisar a expressao das proteinas ATM, ATR, TRRAP, TIP60, MCM
e 7-H2AX por imunocitoquimica durante o processo de diferenciacao

de células-tronco na neurogénese;
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Analisar a expressao dos mRNAs de ATM, ATR, TRRAP, TIP60 e
MCM por qRT-PCR durante o processo de diferenciacao de células-
tronco na neurogénese;

Avaliar a expressao da telomerase nas células-tronco e nas células
diferenciadas;

Relacionar os niveis de expressdo das proteinas de reparacao do
DNA, de remodelagem da cromatina e de proliferacdo celular ao
processo de diferenciacao para tecido neural;

Comparar a viabilidade e a integridade celular com a expressao das

proteinas estudadas.
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CAPITULO 1

Artigo: “Differentiation of human adipose-derived adult stem
cells into neuronal tissue: does it work?”’

A necessidade de entender como ocorre 0 processo de diferenciagcao
resultou no desenvolvimento de um artigo de revisédo, que foi publicado em
2009 no periodico cientifico Differentiation. Neste artigo de revisdao sao
abordados aspectos relevantes sobre as células-tronco derivadas do tecido
adiposo (ADAS), sobre o processo de isolamento das mesmas, 0s principais
marcadores neurais utilizados para confirmar a diferenciacdo, meios de
indugédo da diferenciagdo para tecido neural, como confirmar se a indugao
levou a formagao de neurénios funcionais e finalizando com um panorama
geral sobre as principais implicacbes dos estudos de diferenciacdo das
células ADAS para tecido neural
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Adipose tissue contains many cells and proteins that are of value not only for their potential therapeutic
applications, but also for the low cost of their harvest and delivery. Mesenchymal stem cells {MSC) were
originally isolated from the bone marrow, although similar populations have been isolated from adipose
and other tissues. At one time, neural tissues were not regarded as regenerative populations of cells.
Therefore, the identification of cell populations capable of neuronal differentiation has generated
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neuronal differentiation, potentially enhancing its use in the treatment of neurological disease. The aim
of this review is to cover the current state of knowledge of the differentiation potential of human
adipose-derived stem (ADAS) cells, specifically their ability to give rise to neuronal cells in vitro. This
review presents and discusses different protocols used for inducing human ADAS cells to differentiate in
vitro, and the neuronal markers utilized in each system.
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1. Introduction

Stem cells represent a population of cells that possess the
following characteristics: the capacity to self-renew, long-term

viability, and multi-lineage potential. The multi-lineage potential
of embryonic stem cells and adult stem cells from the bone
marrow has been extensively characterized. Although embryonic
stem cells have enormous potential, there are many ethical and
political issues associated with their use. Therefore, adult stem
cells from the bone marrow stroma (i.e., mesenchymal stem cells,
MSCs) have been proposed as an alternative source (Zuk et al.,

* Corresponding author at: Departamento de Biofisica/Centro de Biotecnologia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Av. Bento Goncalves 9500,
Porto Alegre, RS 91507-970, Brazil. Tel: +555133087602; fax: +55 513308 6084.

E-mail address: pegas@chiotufrgs.br (LA, Pégas Henrigues).

2002). MSCs are multipotent somatic cells that hold promise for
applications in regenerative medicine. Given the appropriate
microenvironment, MSCs can differentiate into almost any kind

0301-4681/% - see front matter & 2009 International Society of Differentiation. Published by Elsevier Lrd. All rights reserved.

doi: 101016 [§.di f.2008.10.016

38



poa ] AP Franco Lambert et al. / Differentiation 77 (2009) 221-228

of cell in the body. MSCs were originally isolated from bone
marrow, although similar populations have been isolated from
adipose and other tissues (Schwartz et al., 2002; Zuk et al., 2002;
Wagner et al., 2005). Adipose tissue contains many cells and
proteins that are of value not only for their possible therapeutic
applications, but also for the low costof their harvest and delivery.
Plastic surgeons have an operative domain that covers almost
every major fat deposit, and therefore have a unique opportunity
and a vested interest in expanding basic and clinical research into
the various facets of adipose biology. The harvest and manipula-
tion of adipose-derived adult stem (ADAS) cells originated as an
innovation in the plastic surgery field, and promises to have
implications for every major field of medicine. Due to the ease and
efficiency of obtaining ADAS cells from autologous donors, and the
ability to administer them in large numbers, ADAS cells are
practical, appealing, and a potentially valuable clinical therapy
(Tholpady et al., 2005).

At one time, neural tissues were not regarded as regenerative
populations of cells. Consequently, the identification of cell
popularions capable of neuronal differentiation has generated
immense interest (Reynolds and Weiss, 1992; Richards et al,
1992; Safford et al., 2002). Safford et al. (2002) reported that
murine and human ADAS cells can be induced to undergo
morphologic and phenotypic changes consistent with neuronal
differentiation. Adipose tissue may represent an alternative source
of cells capable of neuronal differentiation, potentially enhancing
their use in the treatment of neurological disease. The aim of this
review is to cover the current state of knowledge on the
differentiation potential of human ADAS cells, specifically their
ability to give rise to neuronal cells in vigo. This review presents
and discusses different protocols used for inducing human ADAS
cells to differentiate in vitro, and the neuronal markers utilized.

2. The nature of the source of ADAS cells

Adipose tissue contains a fraction of multipotent cells that can
be isolated (Gronthos et al., 2001; Zuk et al., 2001). These cells
have previously been referred to using avariety of different names
(Table 1) In this review, the term “adipose-derived adult stem”
cells will be used.

Many reports have shown that ADAS cells have similar
phenotypes and gene expression profiles to those derived from
bone marrow stem cells (BMSC) (Gronthos et al., 2001; Zuk et al,,
2001, 2002; De Ugarte et al, 2003; Lee et al, 2004; Case et al,,
2005; Dicker et al., 2005; Strem et al., 2005a; Wagner et al., 2005).
However, in a recent study by Traktuev et al. (2008) conclude that

Table 1
Different names used to designate “adipose-derived adult stem (ADAS)" cells.

Used name  Meaning Used for {authors)
(abbreviation )
PLA Processed lipoaspirate  Zuk et al. (2001)
ATSC, AD-  Adipose tissue-derived  Song et al. (2005)
MSC mesenchymal stem cells
MADS Multipotent adipose- Rodriguez et al. (2005a)
derived stem
ASC Adipose tissue-derived  Fujimura et al. (2005)
stem cells
ADSC, ATSC  Adipose tissue-derived Caustad et al. (2004 ), Yang et al. (2004}
stromal cells Seo et al. (2005), Hattori et al. (2006)
ADAS Adipose tissue-derived Safford et al. (2002)
adult stem
ADAS Adipose tissue-derived Cowan et al. (2004)
adult stromal
ADC Adipose tissue-derived  Strem et al. (2005b)
cells

‘Table 2
ADAS cell differentiation potential

Cell type Authors of the research

Adipocytes Zuk et al. (2002), Rodriguez et al. (2004, 2005b)
Cardiomyocytes Gaustad et al. (2004 ), Planat-Benard et al. (2004a), Strem et al.
(2005b)

Chondrocytes  Erickson et al, (2002); Zuk et al. (2002); Huang et al. (2004);
Betre et al. (2006)

Endothelial Planat-Benard et al. (2004}, Cao et al. (2005)

cells

Epithelial cells Brzoska ef al. (2005)

Hepatocytes Seo et al (2005)

Myocytes Mizuno et al. (2002); Rodriguez et al. (2005b)

Neurons Safford et al. (2002, 2004), Zuk et al. (2002), Ashjian et al, (2003),
Kang et al. (2003), Tholpady et al. (2003), Yang et al. (2004), Case
et al. (2005), Fujimura et al. (2005), Jack et al. (2005), Guilak et al.
(2006)

Osteoblasts Zuk et al. (2002), Cowan et al. {2004), Cho et al. (2005), Dragoo

et al. (2005) Rodriguez et al. (2005a), Yang et al. (2004), Hattori
et al. (2006)

ADAS cells present in quiescent adipose tissue contains a majority
of pericytic properties, while harboring the hability to differenti-
ate into multiple other distinct lineages (Traktuev et al., 2008).

In addition to their capacity for self-renewal and long-term
growth, ADAS cells are capable of differentiating into diverse cell
types (Table 2).

3. Applied methods of ADAS isolation

The first stage of ADAS cell isolation is essentially performed
the same way in each protocol. Briefly, lipoaspirates are washed
extensively with equal volumes of phosphate-buffered saline to
remove contaminating red blood cells and debris. The extra-
cellular matrix is subsequently digested with collagenase. The
enzyme activity is reduced by dilution in 10% fetal bovine serum
(FBS) and the cells are centrifuged. The resulting pellet, containing
ADAS cells, is resuspended in complete culture medium consisting
of Dulbecco's modified eagle medium (DMEM) containing FBS,
and antibiotic /antimycotic agents.

After many washes, and collagenase treatment, the cells can be
cultured. Prior to inducing neuronal differentiation, it is important
to determine the appropriate time to start the process, and
whether this is the time when the cell culture is enriched with
pluripotent cells.

In this review, we discuss protocols for neuronal induction that
have previously been reported in Woodbury et al. {2000) and
Sanchez-Ramos et al. (2000), that used MSCs derived from bone
marrow, and also the data from other reports that tested this
protocol in human ADAS cells.

In the classical work of Woodbury et al. (2000) with MSCs
derived from bone marrow, the cells were originally cultured in
DMEM supplemented with 20% FBS, 2mM 1-glutamine, 100 Ujml
penicillin, 100 mg/ml streptomycin, and 25 ng/ml amphotericin B.
At each passage, the cells were plated at about 8 x 10 cells/cm?
and grown to confluency. At passage 6, the cells were transferred
to DMEM with 20% FBS without additional supplementation, and
were maintained beyond passage 20, when they were induced to
differentiate into neuronal cells {(Woodbury et al.,, 2000).

Alternatively, Sanchez-Ramos et al. (2000) used a magnetic cell
sorting kit to label bone marrow cells with Scal+ or CD34+
microbeads. These label bone marrow cells that express a specific
stem cell antigen (Scal in mice and CD34 in humans). The labeled
bone marrow cells were passed through a magnetic cell sorting
column, allowing positive selection of the Scal+ or CD34+ cells
(Sanchez-Ramos et al,, 2000).
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Subsequently, many research groups based their investigations
upon one of these protocols, using MSCs derived from fat. Safford
et al. (2002), cultured human ADAS cells with DMEM supple-
mented with 20% FBS and penicillin/streptomycin for 7 days and
replated the cells at 8 x 10°-1 10" cells/well. After 24 h, they
removed the non-adherent cells and expanded the adherent ADAS
cells by serial passaging. For all experiments, they used cells at
passages 4-5 (Safford et al., 2002).

Before attempting neuronal differentiation, Zuk et al. (2002)
attempted to confirm whether processed lipoaspirated cells
represented a stem cell population. In order to achieve this, they
conducted an extensive molecular and biochemical characteriza-
tion of the ADAS cell population and several clonal isolates. The
putative ADAS cells were plated at limiting confluence to obtain
single isolated cells. Cultures were maintained in control medium
until well-defined colonies were formed. The colonies derived from
single ADAS cells were harvested using sterile cloning rings and
expanded in cloning medium (15% FBS, 1% antibiotics/ant mycotics
in F-12/ DMEM [1:1]). Expanded clones were sub-cloned by
limiting dilution. All clones were analyzed for osteogenic, adipo-
genic, chondrogenic, and neurogenic proteins (Zuk et al., 2002).

Ashjian et al. (2003) incubated the adipose-derived cells with
no-inductor medium. Cells were washed thoroughly with phos-
phate-buffered saline after 24 h of incubation, and non-adherent
cells were discarded. Fresh complete culture medium was added
every 3 days. The cells were grown to 50-60% confluency, at which
point neural differentiation was initiated (Ashjian et al., 2003).

Krampera et al. (2007) collected the stromal fraction from
adipose tissue by centrifugation, and filtered it through a 70 pm
nylon mesh to remove cell debris. Cells were then cultured in

Table 3
Common markers used to confirm neuronal induction.

Protein Expressing cells or tissue
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25cm? flasks at a concentration of 3 < 107 nucleated cells in high
glucose DMEM (GLUTAMAX ™), 15% FBS, penicillin and strepto-
mycin. After 72 h, non-adherent cells were removed, and there-
after medium was changed twice a week. When adherent cells
were 70-80% confluent, they were trypsinized, harvested and
expanded in larger flasks. A more similar cell population in terms
of morphology was normally obtained after 3-5 weeks of culture
(Krampera et al., 2007).

In all the studies that we reviewed, the cells were passaged a
number of times before beginning neuronal induction. This is
because it is essential to have a homogenous population of cells
for neurenal induction.

4. Markers of neuronal tissues

In order to assess whether neural induction was effective, most
researchers have used immunocytochemistry or western blotting
to detect specific proteins, and/or RT-PCR for respective mRNAs.
Table 3 presents the most common markers used to confirm
neuronal induction of ADAS cells.

5. How ADAS cells differentiate into neuronal cells

In 2000, neural differentiation from bone marrow-derived cells
was first described by two groups; Sanchez-Ramos et al. and
Woodbury et al. These experiments were extended to ADAS cells
by several other research groups (Ashjian et al., 2003; Safford
et al, 2002, 2004; Tholpady et al, 2003; Zuk et al, 2002;

Additional information

Chat (choline
acetyltransferase)

Cholinergic neurons

GADES (glutamic acid Cytoplasm of GABAergic neurons in the central nervous
decarboxylase) system, pancreatic beta cells, testis, oviduct and ovary
GalC (galactoc ide)  Oli yie lineage

GFAP (glial fibrillary acidic =~ Mature glial cells (astrocyte)

protein)
IF-M (i filament ly in neurons
protein M)/NF-M
(meurofilament M)
MAP-2 {major microtubule  Mature lineage. MAP-2 i

associated protein of
brain tissue)
MBP (myelin basic protein)

in some types of neurons than in other types

Oligodendrocyte

Nestin (neuroepithelial stem
cell intermediate filament
protein)

Developing nervous system, neural stem and early
pregenitor cells, myogenic cells, endothelial cells, and
hepatic cells

fi Il Tubulin (neuron-specific Abundant in the central and peripheral nervous systems
where it is prominently expressed during fetal and postnatal specific

[ 1T tubulin)
development
NeuN (neuronal nuclear
antigen)
NF-70(70 kDa neurofilament)

post-mitofic neurons
Most neurons and neuronal processes in central and
peripheral nerves (mature neuronal lineage)

Choline acetyltransferase (ChAT) catalyzes the synthesis of the
neurotransmitter acetylcholine (ACh) from choline and acetyl-CoA in
cholinergic neurons

GAD catalyzes the conversion of --glutamate to y-aminobutyric acid (GABA),
the main inhibitory neurotransmitter in the brain, and a putative paracrine
signal molecule in pancreatic islets. GAD has a restricted tissue distribution.
Involved in development and plasticity

ide is a major galac i

Galactoc

in myelination
GFAP is specifically found in astroglia, a cell type which is highly responsive
to neurologic insults

Neurofilaments are composed predominantly of three major proteins called
NF-L, NF-M, and NF-H. NF-M is the middle or medium neurofilament subunit

id of myelin that plays a role

at higher levels MAP-2 is known to promote microtubule assembly and to form side-arms on

microtubules. It also interacts with neurofilaments, actin, and other elements
of the cytoskeleton

The classic group of myelin basic proteins {(MBP) has a role in both the
formation and stabilization of myelin. The smaller isoforms might have an
important role in the remyelination of denuded axons in multiple sclerosis.
The non-classic group of MBP isoforms (isoforms 1 to 3/Golli MBPs) may
preferentially have a role in the early developing brain long before
myelination, perhaps as components of transcriptional complexes, and may
also be involved in signaling pathways in T cells and neural cells

Nestin is expressed in the developing central nervous system in early
embryonic neuroe pithelial stem cells. Furthermore, it is a superior angiogenic
marker for the evaluation of neovascularity of endothelial cells in tumors

In adult tissues, the distribution of beta Il is almost exclusively neuron-

Neuronal nuclei, terminal differentiation of developing and NeuN protein distribution is apparently restricted to neuronal muclei,

perikarya and some praximal neuronal processes in both fetal and adult brain
They are particularly abundant in the large projection axons of neurons. They
probably function to provide structural support for neurons and their
synapses and to support the large axon diameters required for rapid
conduction of impulses
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Table 3 (continued )

AP Franco Lambert et al. / Differentiation 77 (2009) 221-228

Protein

Expressing cells or tissue

Additional information

NSE2 (neuron-specific
enolase 2}

PMP-22

PSA-NCAM (neural cell
adhesion molecule)

5100

Tau

Trk-A

Vimentin

Early neuronal marker

Immature and mature oligodend rocytes

Oligodend rocyte marker
NCAM is on most al-derived cell
lines

5100 Protein is found in the cytoplasm and nuclei of
astrocytes, Schwann cells, ependy and astrogli

Enolases have been characterized as highly conserved cytoplasmic glycolytic
enzymes that may be involved in differentiation. Three isoenzymes have been
identified, enolase molecules are dimers composed of three distinct subunits
{alpha, beta and gamma). Enolase expression has been detected in most
tissues, whereas beta enolase is expressed predominantly in muscle tissue
and gamma enolase is detected only in nervous tissue

Oligodendrocytes and astrocytes are derived from common precursor cells,
glioblasts. 04 Antigens are sulfatides, which function as differentiation
markers on the surface of oligodendrocytes of the central nervous system
PMP-22 is a glycoprotein expressed in the compact myelin of the peripheral
nervous sysiem. PMP-22 is produced by myelinating Schwann cells and is co-
expressed with the genes for myelin basic protein (MEP) during nerve
development and regeneration

As a member of the immunoglobulin superfamily of adhesion molecules is
char, d by several i in (Ig) like d The extracellular
part of NCAM consists of five of these Ig domains and two fibronectin type [Il
homology regions. NCAM is exp on most 'mal-derived cell
lines, tissues and neoplastic tissues, such as retinoblastomas,
medulloblastomas, astrocytomas and neuroblastomas.

5100 belongs to a family of calcium-binding proteins, and other members

Tau is a neuronal microtubule-associated protein found
predominantly in axons

Expressed in central and peripheral nervous systems

Peripheral nerve (Schwann)

include and troponin C. S100 proteins are localized in the
cytoplasm and/or nucleus in a wide range of cells, and are involved in the
regulation of a number of cellular processes, such as cell cycle progression
and differentiation. Reduced expression of this protein has been implicated in
cardiomyopathies

The function of tau is to promote tubulin polymerization and stabilize
microtubules, but it alse serves te link certain signalling pathways to the
cytoskeleton

TrkA binds to nerve growth factor (NGF) and autophosphorylates tyrosine
residues. It is variably expressed throughout the central and peripheral
nervous systems and activates multiple downstream effector proteins. The
Trk proto-oncogene family contains four members: TricA, TrkB, TrkC, and TrkE
Maost normal mesenchymal cells such as fibroblasts, smooth muscle cells,
lipocytes. cells, vascular endothelial cells, macrophages (including Kupffer
cells), as well as myoepithelial cells of sweat and salivary glands and breast
cells express this protein

Some large lymphocytes have also shown cytoplasmic immunoreactivity for
this protein

Information extracted from http:/fwww.scbt.com, http://www.dakousacom, http:/{www.antibodystation.com/.

Table 4
ic medium o

and ic markers used in vira.

Author

Special compounds of neurogenic medium

Markers expressed Markers not expressed

Bone marrow

Sanchez-Ramos et Transferrin, putrescine, insulin, progesterone, selenium,

classical  al {2000) all-trans-retinoic acid, and (BDNF)
Woodbury et al.  Pre-induction: {BME). Induction: BME or DMSO
(2000) and BHA
ADAS Safford et al. BHA, KCl, valproic acid, forskolin, hydrocortisone, and
{2002) imsulin.
Zuk et al. (2002) Pre-induction: BME. Induction: BME or DMSO
and BHA
Ashjian et al. Insulin, indomethacin, isobutylmethylxanthine
(2003)

Krampera et al.
(2007)

Pre-induction-{BME). Induction-BME or DMSO
and BHA

Co-cultures with ADAS and Schwann cells

Very low expression of Nestin, Mot specified
MNeuN, and GFAP
Very high expression of NSE, Mot specified

NeuN, NF-M, and tau

Strong expression of [F-M, NeuN, Not specified

and nestin

Expression of NSE and NeuN Mo expression of MAP-2, NF-70 GalC, and
CFAP was observed

Increased expression of NSE, Mo expression of GFAP, MAP 2, and tau

vimentin, trieA,

and NeuN

Intense expression of PMP-22,  Not specified

CFAF, NeuN,

PSA-NCAM, nestin, 5-100, MAP 2

and Gal-C

Expression of PMP-22 and 5-100 No expression of central nervous system,
glial or neuronal markers

Adipose-derived adult stem [ADAS), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), B-mercaptoethancl (BME), butylated hydraxyanisole (BHA), dimethylsulfoxide {DMSO),
galactocerebroside (GalC), glial fibrillary acid protein (GFAP), intermediate filament M (IF-M), microtubule-associated protein (MAP), neurofilament-M (NF-M), neuron-
specific enolase (NSE), potassium chloride (KCI).

Krampera et al, 2007).

developed for neurogenesis from adult human stem cells.
Sanchez-Ramos et al. (2000} replated BMSCs after their first

or second passage into

Table 4 shows the different protocols

35-mm culture dishes in the presence

of neuronal

growth medium (N5; Kaufman and Barrett,
1983), supplemented with 5% horse serum, 1% FBS, 100mg/ml
transferrin, 60 mM putrescine, 25 mg/ml insulin, 0.02mM pro-
gesterone, 0.03 mM selenium, 0.5 mM all-trans-retinoic acid, and
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brain-derived neurotrophic factor (BDNF) at a concentration of
10ng/ml. They found that a small proportion (0.5-1%) of cells
expressed the neuroepithelial stem cell marker nestin, the
neuronal marker NeuN and the glial marker GFAP (Sanchez-
Ramos et al., 2000; Table 4).

Woodbury et al. (2000) worked with bone marrow stromal
cells, and subsequently with cells derived from adipose tissue
(Zuk et al., 2002; Krampera et al., 2007). They replaced the culture
media 24 h prior to neuronal induction with pre-induction media
consisting of DMEM with 20% FBS, 1mM pB-mercaptoethanol
(BME). To initiate neuronal differentiation, the pre-induction
medium was removed, the cells were washed with PBS, and
incubated with neuronal induction media composed of DMEM
with 1-10mM BME or DMEM, (2%) dimethylsulfoxide (DMSO)
and 200pM butylated hydroxyanisole (BHA; Woodbury et al.,
2000). Within hours, 80% of these cells reportedly expressed NSE,
NeuN, neurofilament-M (NF-M), and tau. The dramartically
different results reported by Woodbury and Sanchez-Ramos are
most probably due to the different cell induction and MSC
isolation protocols (Table 4).

6. Induction of adipose-derived adult stem cells

Safford et al. (2002) modified the following published proto-
cols by Sanchez-Ramos et al. (2000), Woodbury et al. (2000}, and
O'Shea (2001) (0'Shea Neuronal medium: DMEM containing 10%
FBS, 1.000U{ml leukemia inhibitory factor, and 0.1 mM BME). In
order to initiate neuronal differentiation, they replaced the control
medium with neurenal induction medium composed of DMEM
with 200 pM BHA, 5 mM KCl, 2 pM valproic acid, 10 uM forskolin,
1 uM hydrocertisone, and 5 g/ml insulin. They changed the culture
medium every 3 days for the duration of each experiment. They
analyzed cultures of cells at intervals from 3 h to 14 days following
neuronal induction, and found that the ADAS cells displayed
changes in cellular morphology. Te verify neuronal induction, they
used human antibodies directed against IF-M, nestin, and NeuN
for immunocytochemistry, and other antibodies against GFAP,
NeuN, and nestin for western blot analysis. They found that
human ADAS cells growing under control conditions did not
express nestin or NeuN, but did express low levels of [F-M.
Following 24h of neuronal induction, they detected strong
staining for intermediate filament protein M (IF-M), NeuN, as
well as nestin in the majority of cells (Safford et al., 2002; Table 4).

Safford et al. (2002) found no expression of GFAP, nestin, or
NeuN in human ADAS cells before neuronal induction. After 24 h
of neuronal induction, analysis of cell lysates confirmed the
presence of GFAP, nestin, and NeuN. In a subset of experiments,
they tested the effect of growth factors on the proliferation and
differentiation of ADAS cells. Prior to neuronal induction, they
cultured ADAS cells for 7 days in control media supplemented
with 10 ng/ml epidermal growth factor (EGF) and 20ng{ml basic
fibroblastic growth factor (bFGF). They found that the pre-
treatment induced neuronal morphological and immunocyto-
chemical changes, and augmented the neuronal phenotype
changes observed 24h after neuronal induction (Safford et al.,
2002; Table 4).

Zuk et al. (2002) induced neuronal differentiation following
the protocols published by Woodbury et al. (2000). They analyzed
the expression of NeuN, NSE, NF-70, MAP-2, GFAP, and Gal-C
through immunehistochemistry. Samples were also analyzed by
RT-PCR for nestin, GFAP, MBP, Chat, and GADE5. Neurogenic
induction for 30 min resulted in a change in ADAS cell morphol-
ogy, with 10% of the cells assuming a neuronal-like phenotype.
Induction for three hours increased this phenotype to a maximum
of 70%, and a non-significant increase in neurogenic induction was
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observed beyond this induction time. Induction in neural medium
resulted in NSE and NeuN expression, consistent with the
neuronal linage. No expression of MAP-2, NF-70 Gal-C, and GFAP
was observed. The control ADAS cells did not express any markers
by immunocytochemistry. RT-PCR analysis revealed that the
expression of nestin was detectable in induced and non-induced
ADAS cells. A similar gene expression profile was also observed in
ADAS cells induced for 9h in neuronal medium, followed by
maintenance for up to 1 week in a medium designed to maintain
neurogenic precursors (NPMM). No expression of GFAP, MBP, Chat
or GADGS5, was observed. These results suggest that ADAS cells
may be capable of assuming an early neuronal or neural precursor
phenotype (Zuk et al., 2002; Table 4).

Ashjian et al. (2003) used neural induction media composed of
DMEM with 10% FBS, 1% antibiotics/antimycotics, 5 pg/ml insulin,
200pM indomethacin, 0.5mM isobutylmethylxanthine. The in-
duction media was replaced every 3 days during the 2 weeks of
differentiation. To determine the degree of neural differentiation,
they evaluated cell morphology, and performed western blot,
immunocytochemistry and electrophysiology analyses. As early as
3 days after neural induction, they observed morphologic changes.
Specifically, the ADAS cells changed from flat, elongated, spindle-
shaped cells to rounded cells with several branching extensions
and refractile characteristics. Neuronal induction was conducted
for 14 days, during which time the number of cells exhibiting the
neuronal phenotype increased to a maximum of 20-25% of the
total ADAS cell population (Ashjian et al., 2003; Table 4)

Ashjian et al. (2003) observed that non-induced ADAS cells
(controls) expressed several markers characteristic of neural cells
such as NSE, vimentin, trk-A, and NeuN. They also found that
cells cultured in neural induction medium had an increased
expression of NSE, vimentin, and trk-A, whereas the expression of
MNeuN remained unchanged. No expression of GFAP, MAP2, and tau
was noted in either the induced or non-induced ADAS cells. By
immunocytochemistry, the non-induced cells showed no expres-
sion of Trk-A, NeuN, MAP2, GFAP, and expressed NSE at low levels.
In induced cells, expression of NSE, Trk-A, and NeuN was detected.
Only cells that exhibited a neural-like structure stained positive
for these markers. No inward currents were observed by
electrophysiology at this stage of differentiation (Table 4).

Krampera et al. (2007) sought to evaluate and compare the
neural differentiation potential of adult human MSCs obtained
from different tissues (BM, fat, thymus, and spleen) using the
Woodbury et al. (2000) protocol of chemical induction. They
specifically analyzed the duration and selectivity of the process. In
addition, they assessed the effects of co-culturing MSCs and
Schwann cells on the process of neural differentiation of MSCs
with different origins. The MSC populations used for differentia-
tion were phenotypically homogeneous. After exposure to neural
induction medium (Woodbury et al., 2000), the MSCs of all types
exhibited morphological changes that occurred very rapidly. Most
cells retracted their cytoplasm, forming spherical cell bodies,
emitted cellular protrusions and completely ceased to proliferate,
when compared to MSCs under basal conditions (BrdU experi-
ments). At the end of this process, the authors identified three
morphologically distinct subsets of MSCs: astro/neural-like,
oligodendroglial-like, and MSC-like. About 50-70% of MSCs
appeared as sharp, elongated bi- or tripolar cells with primary
and secondary processes, morphologically reminiscent of neurons
or astrocytes and expressed PMP-22, GFAP, NeuN, PSA-NCAM,
nestin, S-100, MAP2, and Gal-C at high levels. The second
population (about 15%) was characterized by irregular-
shaped cells with short, multi-branched processes that were
morphologically similar to cells of the oligodendroglial lineage,
and selectively expressed Gal-C. The final population (15-20%)
was similar to MSCs in basal conditions, ie, they remained
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undifferentiated and did not upregulate any neural markers.
Alternarively, the neural differentiation induced from co-cultures
with human Schwann cells established important and long-
lasting (up to 12 days) morphological and phenotypic changes
in all the types of MSCs. The process was typical of Schwann cell
differentiation, thus indicating that cell plasticity is a common
feature of all MSC types. In fact, co-culture with Schwann cells
resulted in the selective expression of the Schwann cell-specific
proteins PMP-22 and S-100 in MSCs, but no expression of central
nervous system glial or neuronal markers. Comparison of the
biological changes in the MSCs derived from different tissues after
co-culture with Schwann cells demonstrated that the percentage
of fat-derived MSCs undergoing Schwann cell differentiation was
significantly greater than the differentiation achieved with MSCs
derived from other tissues. In these latter cases, pre-treatment
with neural differentiation medium increased the capability of the
MSCs to differentiate towards a Schwann cell phenotype, up to
levels comparable with the fat-derived MSCs. These observations
suggest that neural differentiation medium may initiate the first
steps of neural differentiation, as observed by Wenisch et al
(2006). In addition, the Schwann cell co-culture may provide the
necessary conditions to complete such a process. With regard to
the mechanisms underlying the Schwann cell differentiation of
MSCs, the authors showed that direct contact between Schwann
cells and MSCs was necessary to induce morphological and
phenotypic changes in the MSCs. This was demonstrated by the
absence of any differentiation effects when the supematant from
Schwann cells was simply added to MSC cultures (Krampera et al,,
2007; Table 4).

7. How to confirm differentiation into functional neurons?

The important question to address is whether trans-differ-
entiated neuronal cells from adipose tissue become functional
neurons. A normal mature central nervous system neuron is
defined not only by its polarity in cytology and specific protein
expression in defined locations, but also more importantly, by its
excitability, or its ability to fire action potentials and to
communicate with other cells by releasing neurotransmitters at
synapses (Lu and Tuszynski, 2005). Lu and Tuszynski (2005)
reported the details of several studies that demonstrated that
mature functional neurons can be generated in vitro from
embryonic stem and embryonic or adult neural stem cells. [n
comparison, no study has shown that adipose tissue-derived stem
cells can generate functional neurons. Most studies rely only upon
morphological changes and/or neuronal marker gene expression
at the mRNA or protein level. Some previous studies have
attempted to perform electrophysiological analysis on potential
bone marrow-derived neurons (Hofstetter et al., 2002; Padovan
et al., 2003), however, these neuron-like cells lacked voltage-gated
Na“" and K" currents and action potentials, as well as functional
neurotransmitter receptors. However, other researchers have
reported that bone marrow-derived neurons have electrical
properties (Kohyama et al., 2001; Hung et al, 2002). However,
the recorded resting membrane potentials were either higher than
normal in functional neurons (Kohyama et al, 2001), or the
observed elevation in [Ca®"]; response induced by glutamate or
high K" buffer was slow or delayed (Hung et al,, 2002). In addition,
these studies did not report the establishment of neuronal
polarity and synapses. To date, only one study (Jiang et al,
2003) demonstrated electrophysiological properties typical of
neurons following long-term cell culture and a complicated
neuronal induction protocol (Jiang et al, 2002, 2003). However,
additional evidence of neuronal polarity and synapse formation
has not been provided as of yet (Jiang et al., 2003).

8. Conclusion

A number of diverse protocols and a variety of results have
been described with respect to the induction of neural cells. The
variety of neuronal cell morphologies and the different neuronal
protein expression profiles observed by different research groups
is probably due to factors such as differences in the protocols, cell
passage numbers, cell densities, donor age, time in culture, etc.
Experimental protocols used to induce ADAS cell neural differ-
entiation were largely adopted from earlier studies of neural
differentiation using MSCs from bone marrow. These protocols
generally relied on exposing cells to retinoic acid and cocktails of
cytokines (Sanchez-Ramos et al, 2000; Case et al, 2005),
butylated hydroxyanisole, di-methyl-sulfoxide (DMSO) (Wood-
bury et al., 2000, 2002; Safford et al., 2002; Zuk et al, 2002;
Yaghoobi et al,, 2005; Guilak et al., 2006), and agents that elevated
intracellular cAMP levels (Deng et al., 2001; Ashjian et al, 2003;
Suon et al., 2004; Fujimura et al., 2005).

Two independent studies by Neuhuber et al. (2004) and Lu et
al. (2004) suggested that the simple chemical neuronal induction
protocol of Woodbury et al. (2000), might in fact be an arrifact of
cell stress due to toxic chemicals. This hypothesis was based on
the fact that not only MSCs, but also several other cell types
lacking any stem cell characteristics (primary rat fibroblasts, HEK
293, PC-12 cells) responded rapidly to exposure to BME or DMSO/
BHA by adopting a neuron-like appearance. These features are due
to disruption of the cytoskeleton rather than true differentiation.
The increased immunohistochemical staining observed for neu-
ronal proteins was due to an increase of antigen levels per unit
area, as opposed to an increase of overall protein concentrations
(Neuhuber et al., 2004; Lu et al,, 2004).

Several laboratories have found evidence for ectodermal
differentiation of ADAS cells towards neuronal lineages, suggest-
ing thar there is a range of plasticity much broader than was
originally thought.

Several studies observed multiple molecular markers being
expressed simultaneously (Table 4). The simultaneous expression
of both nestin (a marker of immature neural cells) and NeuN a
marker that indicates the presence of mature neural cells) is
considered unusual and is not an indicative of differentiation per
se. 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. Zuk et al.
(2002) explain that nestin expression has also been observed in
myogenic cells, endothelial cells, and hepatic cells, showing that it
cannot be used as a marker for putative neurogenic potential.
However, neurogenic induction of ADAS cells also resulted in the
assumption of a neuronal-like morphology supported by the
increasing expression of two neuron-specific proteins, NSE and
NeuN (Zuk et al., 2002). Other important issue is the fact that
there is a pool of heterogeneous cell population in culture
media where each cell population can express different types of
marker. Yang et al. (2008) concluded that neural stem cells
underwent deregulation of self-renewal related genes in long-
term culture adaptation, leading to malignant transformation.
This also could be occurring in ADAS cells in long-term culture
and the variety of expression of neuronal marker may be an
indicative of a tumor differentiation. Further studies are needed to
evaluate various in vitro culture conditions and in vivo models to
examine if ADAS cells will eventually form mature neurons and/or
glial cells and participate in central nervous system integration
and repair.

To date, no research group has produced clear evidence that
ADAS cells are capable of differentiating into mature or functional
neuronal cells in vitro. Expression of a delayed-rectifier type of K"
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current may be indicative of a more functional neuronal
phenotype; however, as yet, there has been no demonstration of
neurcnal depolarization or synaptic functioning in differentiated
cells cultured in vitro. Perhaps new methods to induce trans-
differentiation could improve the existing neuronal differentiation
techniques. Neural-like morphelogy or expression of selective
neuronal or glial markers does not appear to result from
aberrantly induced gene expression. Instead, genuine neuronal
differentiation of adult stem cells requires full cell functionality,
which may be demonstrated through electrophysiology and
expression of the complete profile of neuronal genes.
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CAPITULO 2

Artigo: “The viability and integrity of ADAS cell differentiated in
neural like cells”

Este capitulo aborda um estudo de viabilidade e integridade das células
tronco derivadas do tecido adiposo (ADAS) durante o processo de
diferenciacdo para o tecido neural por meio do teste cometa, micronicleo e
viabilidade celular. Além disso, foi verificada a expressdo de proteinas
relacionadas com sinalizagdo de danos no DNA, remodelagem de cromatina e
proliferagédo celular. Com essas analises € possivel ter uma idéia da integridade
gendmica das células ADAS durante o processo de indugdo da diferenciacao
neuronal. A manutencao da integridade genémica das células-tronco durante a
cultura celular e o processo de diferenciacao é fundamental para uma posterior
utilizacao dessas células na pratica 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 Sao Lucas of Pontificia
Universidade Catélica 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 | 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% CO; 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/cm® 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 -
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 (DMSQO) and 200 uM 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 200x 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 pL 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 1-2x the diameter of the head; (4)
Class 3 cells had a tail longer than 2x 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

52



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 cm? 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 Azso nm/Azso 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). gPCR 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

2 -AACT

statistically significant above background. values <0.5 or 21.5 were considered significant

for down- or up- regulated levels respectively. The mRNA level relative to that of B2-
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microglobulin (PPHO1094E) was analyzed using the comparative critical threshold (AACt)
method in with the amount of target RNA is adjusted to a reference (internal target RNA). The

2'AACT

relative expression was calculated using the method as previously described (30).

Results

ADAS cells undergo neurogenic differentiation in vitro

Induction of ADAS cells with Woodbury’s protocol, containing p-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 mMRNA 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 gRT-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
gRT-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 mMRNA

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). ltis
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 MCMS3 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 MCMS3, 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

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).
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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 200x 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).

Mean percentage of positive label cells
Cell Marker* Specificity Non-induced Induced
MNESTIN marker of immature neural cells .
T~
3%
GFAP mature glial cells (astrocyte) =
0% Less then 1%
NSE early neuronal
0%
$100 nuclei of astrocytes and Schwann
cells
0% ' 0%

* 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).

Characteristic of label cells
Proteins Putative function
Non induced Induced
ATM detection of DMA damage
MNuclear expression Muclear expression
cell cycle progression, DA
ATR recombination, detection of
DA damage
Muclear exprassion Muclear expression
\
cell cycle progression, /s L
TRRAP detection of DNA damage 5 {
/ | -
Mo or Low Muclear expression Mo or Low Muclear expression
4 © L |
g Y
\ A AN |
HAT that regulates 2 F g Tl
TIP&0 chromatin remodeling and o { &
trascription ¥ A 78 ¥ )
- - .\- " ] ﬁh
Citoplasmatic in foci expression Higher citoplasmatic in foci expressian
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Characteristic of label cells

Proteins Putative function
Non induced Induced
MCM2 regulators of DNA replication
Muclear expression Muclear expression
MCM3 regulators of DNA replication
Citoplasmatic and higher nuclear
Citoplasmatic and nuclear expression eXpression
aH2AX mark of DSB

Mo expression

Mo expression

HAT-histone acetyltransferase, DSB- Double-strand breaks.
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DISCUSSAO GERAL
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Nesta discussdo geral serdo abordados alguns pontos importantes,
relacionados aos capitulos 1 e 2 desta tese. Também serao discutidos alguns
resultados apresentados no anexo 2 desta tese (resultados de gRT-PCR para
proteinas sinalizagdo de danos no DNA, remodelagem de cromatina e
proliferacdo celular em células-tronco derivadas do tecido adiposo induzidas

para células neurais).

As implicacoes do processo de neurodiferenciacao in vitro

Os avancos recentes dos estudos sobre a biologia das células-tronco
vao ao encontro dos conceitos de medicina regenerativa. Esta area de
pesquisas esta centrada no potencial uso das células-tronco para o desenho de
terapias voltadas para a reparacao de lesdes teciduais. Além de lesbes, estas
mesmas terapias poderdo ser usadas para o tratamento de desordens de
natureza degenerativa que estao associadas a perda de células-tronco adultas,
como doencas hematoldgicas, cardiovasculares, musculares e neuroldgicas.
Um exemplo claro da aplicacdo potencial das terapias regenerativas é no
sistema nervoso. Diferente de muitos outros tecidos, o sistema nervoso tem
uma capacidade limitada de auto-reparacdo. As células nervosas maduras
apresentam-se incapazes em regenerar o tecido lesionado e as células-tronco
neurais apresentam uma limitada habilidade para gerar neurdnios funcionais
em resposta a uma lesdo. A maioria dos tratamentos das lesGes neuronais
limita-se ao alivio dos sintomas e a prevencao de danos adicionais. Por esta
razao, ha grande interesse na possibilidade de reparagdo do sistema nervoso

por células neurais produzidas in vitro.
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Ao elaborar o artigo de revisdo “Differentiation of human adipose-derived
adult stem cells into neuronal tissue: Does it work?” publicado no periddico
Differentiation (Capitulo 2) foi possivel compreender o “estado-da-arte”
relacionado ao processo de diferenciagdo de células-tronco adultas derivadas
do tecido adiposo in vitro. Um grande numero de protocolos € uma grande
variabilidade nos resultados ja foram descritos em relagdo ao processo de
diferenciagcao neural in vitro (Franco Lambert et al., 2009). A grande
variabilidade na morfologia das células induzidas e no perfil de expressao das
proteinas neurais observadas por diferentes grupos de pesquisas €,
provavelmente, em funcao dos diferentes protocolos usados, do numero de
passagens, da densidade celular, da idade do doador, do tempo que

permanecem em cultura, entre outros fatores.

Com o objetivo de verificar a inducdao neural, a maioria das pesquisas
tém usado imunocitoquimica ou imunodeteccao (western blotting) para detectar
proteinas especificas e/ou RT-PCR para o seu respectivos mRNAs (veja tabela
3, do Capitulo 1) (Franco Lambert et al., 2009). No Capitulo 2, o processo de
diferenciacdo foi observado pelas mudangas morfolégicas e confirmado por
meio da expressdo de marcadores neuronais como nestina GFAP, NSE por
imunocitoquimica e pela quantificagdo do mRNA por gRT-PCR. No entanto, um
neurdnio maduro no sistema nervoso central ndo pode ser definido com tal por
suas caracteristicas citologicas, nem pela expressao de proteinas especificas.
O fator mais importante que define a funcionalidade de um neurbnio é a sua
excitabilidade ou a sua habilidade de ativar o potencial de agédo e, assim,
comunicar-se com outras células através de neurotransmissores nas sinapses

(Lu e Tuszynski, 2005). Na revisdo de Lu e Tuszynski (2005) foram
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apresentados alguns estudos que demonstraram que neurdnios funcionalmente
maduros podem ser gerados in vitro a partir de células-tronco embrionarias e
células-tronco neurais adultas ou embriondrias (Lu e Tuszynski, 2005). Com
relagdo as células-tronco derivadas do tecido adiposo, até o momento nenhum
grupo produziu evidéncias claras de que essas células sejam capazes de
transdiferenciarem-se em neurbnios maduros e funcionais in vitro (Franco
Lambert et al., 2009). Talvez este processo ndo possa ser completado
totalmente in vitro, considerando a complexidade de um neurdnio e a precisao
necessaria para o desenvolvimento da neurdgenese. No entanto, as células em
um processo inicial de neurodiferenciagao talvez possuam um papel importante
na medicina regenerativa e possam ser aplicadas para a reparacao dos tecidos
e prevencao de doencas. Segundo Croft et al. (2009), o tratamento de lesdes
cerebrais com células-tronco neurodiferenciadas in vitro apresentou um
aumento da neurogénese no local da lesdo quando comparado com o
tratamento com células-tronco nado diferenciadas (Croft e Przyborski, 2009).
Estes achados corroboram a hipdtese de que as células, em um processo
inicial de diferenciacéo, podem ser capazes de completar o desenvolvimento in

vivo e trazer beneficios na regeneracao dos tecidos.

A reparacao do DNA e remodelagem de cromatina na

manutencao das células-tronco adultas

A estabilidade genética das células-tronco é essencial tanto para a sua
auto-renovacao quanto para a sua capacidade de diferenciacdo em outros tipos

celulares (Cai et al., 2004; Park & Gerson, 2005). As células-tronco conservam
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a sua integridade gen6mica de uma forma muito superior a das células
diferenciadas de um organismo adulto, indicando a existéncia de uma base
fisioldgica para a manutencao de células-tronco adultas (Park & Gerson, 2005).
Esta estabilidade genémica deve ser mantida, principalmente por meio de
mecanismos de reparacdo de DNA (Park & Gerson, 2005), que reconhecem e

reparam os danos presentes no genoma.

Estudos de expressao génica demonstraram que os genes de reparacao
de DNA apresentam uma expressdo muito mais elevada em diferentes
populacdes de células-tronco quando comparado com células diferenciadas.
Como exemplos de genes de reparacao 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 (lvanova et al., 2002),
pertencentes as vias de excisdo e de recombinagdo. No nosso estudo foi
observado uma maior expressao 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 frequéncia e no indice de dano nas
células-tronco induzidas (Capitulo 2), percebeu-se que a perda da “stemness’

poderia estar influenciando esse aumento de danos.

Uma questdo importante para o entendimento da biologia das células-
tronco € saber como se mantém o “pool’ de células-tronco adultas e como
ocorre a renovacao dessas células. Estudos recentes indicam que
modificagdes nas histonas tém um papel essencial no estabelecimento e na
propagacao de diferentes padrdes de expressao de genes necessarios para a

manutencdo desse conjunto (Bernstein et al.,, 2006; Buszczak e Spradling,
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2006). A importancia do estado da cromatina na manutencido da
pluripotencialidade das células-tronco foi ilustrada pelo fato de que
“virtualmente” todas as células podem ser convertidas a estagios mais imaturos
com alto potencial de diferenciacdo (Niwa, 2007). Segundo os estudos de
Loizou et al, (2009) a proteina TRRAP apresenta uma funcdo essencial na
manutencao 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 necessaria para a
pluripotencialidade das células-tronco embriondrias e que tem a funcao de
reprimir varios genes que sao expressos durante o processo de diferenciacao
(Fazzio et al., 2008). Com esses achados, podemos supor que uma diminuicao
na expressdao de TIP60 e TRRAP sao necessarias para a inducdo da
diferenciacdo, o que corrobora com nossos achados de qRT-PCR (anexo 2).
Contudo, o mecanismo exato de como as proteinas remodeladoras de
cromatina alteram a fisiologia das células-tronco ainda é amplamente

desconhecido (Park & Gerson, 2005).

Evidéncias sobre o processo de reparacao do DNA,
remodelagem de cromatina e expressao da telomerase na

neurogénese das células-tronco

O sistema nervoso é formado de neurbnios pds-mitéticos e de células
mitéticas da glia. Por serem células excitaveis e com alta demanda metabdlica,

estas sao submetidas a altos niveis de estresse oxidativo. A sensibilidade dos
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neurbnios a uma resposta debilitada aos danos do DNA é demonstrada em
desordens humanas hereditarias causadas por mutacées em proteinas de
reparacao do DNA. Como exemplo pode-se citar a ataxia telangectasia (AT),
na qual ocorre degeneracdo dos neurbnios cerebelares e a Sindrome de
Cockayne, onde vaérias partes do sistema nervoso sofrem danos (Rotman e
Shiloh, 1997; Brooks, 2002). Os camundongos deficientes em algumas
enzimas de reparagdo do DNA, como a subunidade catalitica da proteina
cinase dependente de DNA (DNA-Pkcs) e da uracil DNA glicosilase (UDG),
exibem aumento da vulnerabilidade a danos oxidativos, metabdlicos e
excitotoxicos (Culmsee et al., 2001; Kruman et al., 2004a). Outros achados
sugerem que neurdnios pos-mitéticos podem sofrer apoptose quando eventos
do ciclo celular sao 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 neurénios pds-mitéticos terminalmente
diferenciados. (Kruman et al., 2004b; Zhang et al., 2007). Deve ser ressaltado
que, na presente tese, ndo foi verificado diferengas na expressao de ATM em
células induzidas e nao-induzidas por imunocitoquimica (Capitulo 2).
Entretanto, para a expressdao do mRNA da ATM por gRT-PCR, as amostras
nao apresentaram o mesmo padrdao de expressdo. Um dos pacientes
apresentou aumento e os outros dois apresentaram diminuicao da expressao
de ATM nas células induzidas (anexo 2). No entanto, percebemos uma
diminuicdo na expressao de proteinas de sinalizacdo do dano no DNA, de
remodelagem de cromatina e proliferacao celular (ATR, TRRAP, TIP60,
MCM2.) nas células induzidas para tecido neural por gRT-PCR (anexo 2). Esta

diminuicdo da expressdo pode ser considerada como um mecanismo de
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sobrevivéncia da célula neuronal, por nao levar a ativacdo dos mecanismos de

reparacao do DNA, que resultariam na apoptose das células.

Alguns autores demonstram que as células-tronco neurais, bem como os
neurdnios pos-mitdticos recém gerados, sao particularmente vulneraveis a
danos no DNA, indicado pela presenca em larga escala de quebras duplas no
DNA e de morte celular no inicio do desenvolvimento do sistema nervoso
(Gilmore et al., 2000; Zhang et al., 2007). No presente estudo foi observado um
aumento do indice e da frequéncia de danos em células que sofreram inducao
neural. No entanto, a presenca de quebras duplas no DNA ngo foi confirmada
pela presenga da proteina gama-H2AX, o que também justificaria a expressao
diminuida de ATM em dois pacientes. Como a maioria das células somaticas,
0s neurdnios e os astrocitos completamente diferenciados sédo 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 expressdo da TERT e a atividade da
telomerase aumentam em astrécitos (Flanary e Streit, 2004), neurénios (Kang
et al., 2004) e células da microglia (Fu et al., 2002; Flanary e Streit, 2004).
Contudo, a funcao da reativacao da indugdo da telomerase pelo estresse nao
esta claro. Masutomi et al. (2005) sugerem que a reativacdo poderia estar
envolvida no reparagado do DNA e na remodelagem de cromatina (Masutomi et
al., 2005). Além disso, algumas evidéncias sugerem que a telomerase
apresenta outras atividades além das teloméricas, como mediadoras da
sobrevivéncia celular e das fungdes anti-apoptéticas contra varios tipos de

estresses citotoxicos (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 irdo recrutar proteinas associadas aos telémeros,
como a telomerase e TRF2, para regides nao teloméricas dos cromossomos,
onde teriam como funcao o reparagcdaodo DNA e a remodelagem de cromatina
(Zhang et al., 2007). O deslocamento do TRF2 dos teldmeros pode contribuir
para efeitos nos genes vizinhos dos telémeros, incluindo aqueles que codificam
enzimas envolvidas na neurogénese (Ai et al., 2002). Além disso, Zhang et al
observaram associagao entre o dano no DNA e a diferenciagéo neural (Zhang
et al., 2007). Durante a neurogénese, as alteracées no padrao de silenciamento
telomérico podem ser relacionadas com mudangas no padrao de transcricao.
Os telébmeros sao replicados ao final da fase "S”. Acredita-se que no inicio da
fase “S” existam condicdes necessarias para que a transcricdo ocorra, € no
final da replicagdo os genes estariam envolvidos na cromatina, tornando-se
transcricionalmente inativos (Zhang et al., 2007). Achados recentes
demonstraram que alguns genes especificos da neuroectoderma podem mudar
da fase tardia para a fase precoce de replicacdo, e assim se tornarem

transcricionalmente ativos (Hiratani et al., 2004).

Um melhor entendimento da manutencdo dos teldbmeros em células-
tronco neurais e em neurdnios pds-mitdticos ird ajudar no esclarecimento dos
mecanismos de sobrevivéncia neural e de diferenciacdo na neurogénese, e
podera acrescentar para o desenvolvimento de novas estratégias para a

aplicacao das células-tronco para o tratamento de desordens neurol6gicas.
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Evidéncias da transformacao maligna no processo de

diferenciacao 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 expressdao de telomerase nas células
diferenciadas (Figura 4, Capitulo 2). Além disso, 0 meio de indugéo usado, bem
como uma maior expressdao nuclear de MCM3 e uma maior expressao
citoplasmatica in foci de TIP60 em células induzidas (Tabela 3, capitulo 2)
remete a possibilidade de que estas células poderiam estar passando por um
processo de transformacdo, isto é, uma diferenciacdo neural anormal.
Sabemos que o processo de transformacao maligna requer um passo inicial de
imortalizacdo e subsequiente aquisicao de fenétipos malignos. Varios eventos
sdo necessarios para a formacao de células malignas, entre eles podemos
citar: (i) mutacoes; (ii) expressdao de oncogenes e (iii) efeitos epigenéticos,
como metilacdo do DNA. Existem varias evidéncias experimentais mostrando
que as células-tronco adultas estdo envolvidas na formacdo dos mais
agressivos canceres humanos (Bapat et al., 2005; Ginestier et al., 2007;
Mimeault et al., 2007; Aubert e Lansdorp, 2008). Em funcédo da longevidade e
da alta capacidade de proliferacao, as células-tronco adultas sdo capazes de
acumular alteracdes genéticas e epigenéticas que podem, subseqlentemente,
resultar em sua disfungdo e na sua transformacao em células-tronco tumorais
(Mimeault et al., 2007). Novos conceitos sobre células-troncos tumorais
sugerem que a maioria das células cancerosas e suas progénies malignas sao

dotadas de um alto potencial de auto-renovacéao e habilidade em diferenciacao
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anormal. As células-tronco tumorais tém um papel critico na determinacao do
crescimento de tumor primario, de metastases nos tecidos em 6érgaos
distantes, de resisténcia as terapias convencionais e na presenga de recidivas
da doenca (Ginestier et al., 2007; Mimeault et al., 2007; Fillmore e
Kuperwasser, 2008; Matsui et al., 2008). Essas evidéncias 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
s6 sera possivel frente a inimeros estudos que comprovem a seguranca,
integridade/viabilidade e a capacidade de geracao de neurénios 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 ird ajudar tanto na promissora medicina
regenerativa quanto no entendimento de outros processos celulares, como o

surgimento de tumores e de cancer.
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CONCLUSAO
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Conclusao Geral

Pesquisas clinicas recentes e com resultados satisfatérios em um curto
prazo tém levado a um aumento do uso de células-tronco para o tratamento de
diversas doengas ou lesbes teciduais na pratica clinica. Nossos estudos
apresentam evidéncias claras que alertam sobre a importancia e necessidade
de realizar estudos sobre a biologia das células-tronco durante o processo de
diferenciacdo. As células-tronco apresentam a capacidade de proliferar e gerar
novas células iguais a original ou diferenciadas. No entanto, essas células-
tronco podem sofrer danos que direcionam a formacao de células anormais
com caracteristicas malignas e a formacao de células-tronco tumorais. Um
maior entendimento sobre a biologia das células-tronco é necessario para
avaliar quais alteragbes fazem parte de um processo normal ou anormal de
diferenciacdo. Portanto, € importante ter muita cautela no uso de células-tronco

cultivadas e pré-diferenciadas in vitro.

Conclusoes especificas

e O processo de inducao de células-tronco para tecido neural encontra-se
sobre intensa investigacdo. Existem diversos sinais da capacidade de
inducéo para tecido neural, no entanto nenhum estudo conseguiu provar
a funcionalidade dos neur6nios induzidos a partir de células-tronco

derivadas do tecido adiposo.
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Observou-se alteragcdes morfologicas e expressdo de marcadores
neurais (nestina e NSE por imunicitoquimica e GFAP e NSE por qRT-
PCR) compativeis com a indugcdo de um processo de diferenciacao
neural.

O meio de indugédo utilizado leva a um aumento do indice e da
frequéncia de danos no DNA das células induzidas. No entanto, estes
danos nao levaram a diminuicdo da viabilidade celular nem a formacéao
de micronucleo.

Evidéncias apontam uma menor expressdao de ATR, TRRAP, TIP60 e
MCM2 por gRT-PCR e o aumento do indice e da freqiiéncia de danos no
DNA nas células induzidas podem estar relacionados com a perda da
“stemness”. Entretanto, estudos adicionais sao necessarios para
confirmacao.

As células induzidas para tecido neural podem estar passando por um
processo de diferenciacdo anormal por apresentarem aumento da
telomerase por qRT-PCR, aumento da expressao in foci citoplasmatica
de TIP60 e aumento da expressdao nuclear de MCM3 por

imunicitoquimica.
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PERSPECTIVAS
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As conclusdes sobre o estudo da integridade génomica durante a
inducao da neurogénese de células-tronco derivadas do tecido adiposo, obtidas
nesta tese, sugerem diversos outros estudos. Estes estudos subsequentes séo
necessarios para melhor compreensdo dos mecanismos € para melhorias no

processo de inducao da neurogénese. Entre estes estudos, destacam-se:

¢ Incrementar, com outros agentes indutores, o0 meio de inducao da
neurogénese, com a finalidade de obter um processo de inducao neural
mais efetivo.

e Verificar, polaridade, receptores de glutamato, sinapsinanas por
imunocitoquimica e por meio da eletrofisiologia, a funcionalidade das
células induzidas.

e Utilizar uma linhagem de células-tronco que apresente um
comportamento homogéneo em todas as células, com a finalidade de
evitar a variabilidade encontrada com o uso de um “pool’ de células
derivadas do tecido adiposo.

e Testar outros meios de cultura propostos por outros autores, e verificar
se 0s danos e a expressao das proteinas de reparacao e remodelagem
de cromatina apresentam o mesmo padrao de comportamento.

e Investigar a expressao de varios genes envolvidas em outros
mecanismos de reparacdao do DNA por meio de arrays, para ter uma
compreensao mais abrangente destes mecanismos.

e Investigar a expressao de proteinas de reparacado do DNA, de
remodelagem de cromatina e de proliferacdo celular em outros

processos de diferenciacdo, como por exemplo, na osteogénese.
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Utilizar metodologias de alta resolucao para a analise da instabilidade
gendmica, estruturais e funcionais nas células-tronco como: analise de
metilacdo, captura de mutagdes pontuais, cariotipagem, entre outras
tecnologias.

Verificar a presenca de danos oixidativos nas células induzidas.
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ANEXO I- Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo da pesquisa: QUANTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE CELULAS
TRONCO ADULTAS DERIVADAS DA MEDULA OSSEA E DO TECIDO
ADIPOSO

A justificativa e objetivos da pesquisa.

As células tronco s@o fundamentais, ndo somente para a coordenar a formagao dos
orgdos desde a fase embriondria até o individuo adulto, mas também pelo seu papel na
regeneragdo e reparo dos tecidos.

Ha trés tipos principais de células tronco, classificadas de acordo com a sua origem: as
células tronco embriondrias, as células tronco do corddo umbilical e as células tronco
adultas. Essas ultimas estdo localizadas na medula 6ssea e na gordura, miisculos e
tecido nervoso. Devido as dificuldades praticas de obtengdo de células tronco dos
embrides, e considerando os aspectos éticos e legais, as pesquisas com células tronco
adultas estdo sendo feitas com células derivadas da medula 6ssea. Mais recentemente,
conseguiu-se separar células tronco da gordura, através da lipoaspiracao.

O objetivo desta pesquisa € comparar, num mesmo individuo, as células tronco adultas
da gordura com as células tronco adultas da medula dssea.

Os procedimentos a serem utilizados.

A cirurgia para o tratamento do seu problema de coluna serd realizada pelo seu
ortopedista. No inicio desse procedimento, serd necessario retirar um fragmento de osso
(enxerto dsseo) da regido direita da bacia.

A coleta das células tronco da gordura e da medula dssea serd realizada pela Equipe da
Cirurgia Plastica.

Antes da retirada do enxerto 0sseo, a equipe da cirurgia plastica fard a coleta da gordura
da regido lombar através da lipoaspiracdo. O volume a ser aspirado serd de 10 ml.

Ap6s a retirada do enxerto 6sseo, a medula dssea serd aspirada com seringa. O volume
a ser aspirado serd de 5 ml.

Todos os procedimentos serdo realizados sob anestesia geral.

Os desconfortos ou riscos esperados.

O desconforto possivel da lipoaspiragdo e da puncdo da medula éssea serd dor pds-
operatodria localizada na regido da retirada do enxerto dsseo da bacia. Excluindo outras
complicagdes que podem ocorrer em qualquer cirurgia, esta pesquisa ndo acarretard
nenhum incdémodo, a mais, aos pacientes.

Esses procedimentos ndo aumentardo a média de tempo de duragdo da retirada do
enxerto 0sseo.

Os beneficios que se pode obter.

Poderd haver uma constatacido de que, num mesmo individuo, héd diferenga quantitativa
e qualitativa entre as células tronco adultas derivadas da gordura e da medula 6ssea. A
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obten¢do de células da gordura por lipoaspiracdo é mais facil e menos dolorosa do que a
aspiracdo da medula dssea.

Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos.

Nenhum.

Garantia de resposta a qualquer pergunta

O Pesquisador e a equipe médica responsavel garantem, aos pacientes desta pesquisa,
prestar a assisténcia médica assegurada pelo SUS, além de responder as suas perguntas
e esclarecer suas duvidas.

Liberdade de abandonar a pesquisa sem prejuizo para si

A paciente terd liberdade em abandonar a pesquisa, sem que isso acarrete qualquer
prejuizo para si ou na continuidade do seu tratamento.

Garantia de privacidade

B, o ettt aas (paciente ou
responsdvel) fui informada dos objetivos desta pesquisa de maneira clara e detalhada.
Recebi explicagdes do tratamento que receberei e esclareci todas as minhas dividas. O
pesquisador responsavel Dr. Pedro Djacir Escobar Martins certificou-me que durante o
desenvolvimento desta pesquisa serd mantido todo o sigilo, de acordo com os preceitos
da ética médica. Os dados desta pesquisa sdo confidenciais. E garantida a privacidade
das pessoas que dela participarem.

Compromisso com informacao 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 responsédvel, Dr. Pedro
Djacir Escobar Martins no telefone xxx 51 33158455 ou xxx 51 99774980

Disponibilidade de tratamento médico e indenizacio em caso danos

Fui informado que caso existirem danos a minha satde, causados diretamente por esta
pesquisa, terei direito a tratamento médico e indenizacdo conforme estabelece a lei.

Garantia de que custos adicionais serao absorvidos pelo orcamento da pesquisa

Também fui informado que, caso existirem gastos adicionais, nesta pesquisa, esses
serdo absorvidos pelo seu orgamento.

Como participante deste estudo, se eu necessitar de mais esclarecimentos sobre os meus

direitos ou se me sentir prejudicado pela participagcdo, 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 formulario 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 proteinas de
sinalizacao do dano no DNA, remodelagem de cromatina e
proliferacao celular em células-tronco derivadas do tecido

adiposo induzidas para células neurais.

[ 1Nao-induzidas
Induzidas

1 1 |
ATR TRRAP TIP60 MCM2

Figura 1. Expressdo de mRNA de ATM, ATR, TRRAP, TIP60 e MCM2 em células ADAS

induzidas e ndo induzidas.

Os detalhes sobre os materiais e métodos destes resultados estdo descritos no capitulo 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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