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RESUMO

Introducdo: As alteracOes celulares e fisiolégicas que acompanham o processo
de envelhecimento tem efeitos pronunciados nas doencas neurodegenerativas.
Os fatores que produzem neurodegeneracdo o fazem através de diferentes
processos, que culminam em uma via comum de cascata de sinalizagdo. As
células-tronco se comunicam por mecanismos de sinalizacdo celular, que faz
parte de um complexo sistema que governa e coordena as atividades e fungbes
celulares. Compreender os mecanismos e as formas de comunicacéo intercelular
e a sua relacdo na ativacdo das cascatas de sinalizagdo, desde o receptor de
superficie até o nucleo celular, durante a neurogénese, permitira responder
algumas questdes pertinentes aos mecanismos de acdo das células-tronco no
reparo do sistema nervoso central. Objetivo: Este estudo teve como objetivo
determinar quais 0os RTKs que estdo sendo ativados durante a neurogénese de
células-tronco adultas de tecido de corddo umbilical humano. Metodologia:

Células-tronco adultas foram obtidas de tecido de corddo umbilical humano (n=3)
e submetidas a neurodiferenciacdo em meios indutores especificos. O kit Human
Phospho-RTK Array foi utilizado para avaliacdo da fosforilacdo dos RTKs e a
expressao determinada por PCR em tempo real. Resultados: As células-tronco
mesenquimais obtidas do tecido do corddo umbilical foram confirmadas através
da inducdo de diferenciacio em células adipécitas e ostedcitas. A
neurodiferenciacdo foi confirmada através da expressdo de genes que sao
expressos nas células durante a neurogénese e em ceélulas neurais, como
também a técnica de imunocitoquimica que mostrou marcac¢des nucleares (DAPI)
e prolongamentos celulares (Fluoropan). Durante os processos de neuroinducao e
neurodiferenciagdo os niveis de fosforilagdo dos RTKs foram variaveis, sem um
padrao definido. O receptor Ryk ndo apresentou alteracdes significativas nos seus
niveis de fosforilagcdo entre as trés amostras estudadas e nas diferentes etapas de
diferenciacédo, isto €, células-tronco mesenquimais, células neuroinduzidas e
células neurodiferenciadas. Conclusdes: Os receptores tirosina quinases estao
sendo ativamente fosforilados durante a neuroinducdo e neurogénese, com
padrbes variaveis entre as diferentes etapas e entre diferentes amostras,
refletindo a variabilidade das células-tronco adultas humanas.

Palavras-chave: Células-tronco; tecido de corddo umbilical humano;
neurodiferenciacédo; neurogénese, receptores tirosina quinase.




ABSTRACT

Introduction: The cellular and physiological changes that accompany the aging
process has pronounced effects in neurodegenerative diseases. Factors that
produce neurodegeneration do so through different processes that culminate in a
common signaling pathway cascade. Stem cells communicate via cellular
signaling mechanisms, which is part of a complex system which governs and
coordinates activities and cell functions. Understanding the mechanisms and
forms of intercellular communication and their relationship in the activation of
signaling cascades from the surface receptor to the cell nucleus during
neurogenesis, will answer some pertinent questions to the mechanisms of action
of stem cells in repair central nervous system. Objective: This study aimed to
determine which RTKs being activated during neurogenesis of adult stem cells
from human umbilical cord tissue. Methods: Adult stem cells were obtained from
human umbilical cord tissue (n = 3) and subjected to specific inducers in
neurodifferentiation means. The kit Human Phospho-RTK Array was used for
evaluating the phosphorylation of the RTK and the expression determined by real-
time PCR. Results: The mesenchymal stem cells obtained from umbilical cord
tissue were confirmed by differentiation induction in adipocytes and osteocytes
cells. The neurodifferentiation was confirmed by expression of genes that are
expressed during neurogenesis in cells and neural cells, as well as
iImmunocytochemistry technique markings which showed nuclear (DAPI) and cell
processes (Fluoropan). During the neuroinduction processes and
neurodifferentiation the phosphorylation levels of RTKs were variable, with no
clear pattern. The Ryk receptor showed no significant changes in their levels of
phosphorylation of the three samples studied and the different stages of
differentiation, ie, mesenchymal, neuroinductions and neurodifferentiates cells.
Conclusions: The tyrosine kinases are actively being phosphorylated during
neuroinduction and neurogenesis, with varying standards between the different
stages and between different samples, reflecting the variability of human adult
stem cells.

Keywords: Stem cells; Human umbilical cord tissue; neurodifferentiation;

neurogenesis, tyrosine kinase receptors.
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Introducdo

1 INTRODUCAO

O processo de envelhecimento tem efeitos pronunciados nas doencas
neurodegenerativas através das alteracdes celulares e fisioldgicas (SHAH;
MOORADIAN, 1997). Cerca de 400 milhdes de pessoas no mundo sofrem de
doencas do sistema nervoso central as quais podem estar relacionadas com o
envelhecimento tais como deméncia pré-senil, doenca de Alzheimer e doenca de
Parkinson (PENG et al.,, 2013). Os fatores que produzem neurodegeneracao o
fazem através de diferentes processos, que culminam em uma via comum de
cascata de sinalizacdo. Varios estudos tém avaliado o potencial das células-
tronco mesenquimais (MSCs) para a terapia celular sendo que elas podem ser
obtidas a partir de varios tipos de tecidos. Considerando que o corddo umbilical
pode ser coletado de uma forma né&o-invasiva, e que este tecido € descartado
apos o parto do recém-nascido, ele poderia ser uma promissora fonte de células,
nao soO para a terapia celular, mas também para estudar a ontogenia das doencas
humanas. Os receptores tirosina-quinases (RTKs) sdo moléculas de superficie
gque possuem uma porcao extracelular composta por varios dominios, envolvidos
na interacdo com a ligacao do polipeptidio de uma porcao transmembranar e uma
regido citoplasmatica que contém um dominio tirosina-quinase rodeado por
sequéncias reguladoras (HUBBARD, 2002). Através dos RTKs, varios estimulos
sdo emitidos para que ocorra o desenvolvimento e as funcdes do sistema
nervoso, além de manter os niveis de proteina necessaria para a sobrevivéncia, o
crescimento axonal e a coordenacédo de alteragbes na transcricdo do gene,
sintese e degradacado de proteinas (HAUSSOT et al., 2009). Para contribuir para
0 conhecimento das propriedades do tecido de corddo umbilical, foi investigado o
seu potencial de neurogénese, bem como algumas caracteristicas moleculares
ativadas durante este processo, tais como a fosforilagdo do receptor tirosina

guinase e a expressao de genes marcadores moleculares.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ENVELHECIMENTO: ASPECTOS DEMOGRAFICO

A populacéo brasileira vem envelhecendo de forma rapida desde o inicio
da década de 60, quando a queda das taxas de fecundidade comecou a alterar a
estrutura etaria, estreitando progressivamente a base da pirdmide populacional
(ARAUJO et al., 2015).

Atualmente, no Brasil, os idosos representam 13% da populacédo geral. O
censo de 2012 informou que, dos 193.976.530 milhdes de brasileiros, 26 milhdes
tém 60 anos ou mais, sendo que estimativas para os préximos 20 anos indicam
que a populacao idosa podera exceder 30 milhdes de brasileiros ao final deste

periodo, chegando a representar quase 16% da populacéo total (SAUDE, 2012).

O Rio Grande do Sul (RS) foi um dos primeiros Estados a experimentar o
aumento da longevidade e envelhecimento da sua populagcdo. Somente nos
ultimos dez anos, o indice de pessoas acima de 60 anos no RS cresceu 47%,
enguanto o da populacéo total apenas 15%. O contingente de idosos esta vivendo
em média 75,5 anos, totalizando 1,4 milhdes de pessoas, representando 13,65%
da populacao total, segundo CENSO do IBGE 2010. Na capital do estado do RS,
Porto Alegre tem uma populacéo total de 1.416.714 milhdes sendo que 213.003
mil s&o idosos conforme censo de 2012 realizado pelo IBGE (SAUDE, 2012).

Existe uma preocupacdo voltada para o envelhecimento saudavel em
detrimento do envelhecimento associado a estados patolégicos. O
envelhecimento € um processo irreversivel acompanhado pelo declinio das
funcdes fisiologicas da maior parte dos 6rgaos, como a reducao do fluxo renal, do
débito cardiaco, da tolerancia a glicose, da capacidade vital dos pulmdes, da
massa corpérea e da imunidade celular (VITORELI; PESSINI; SILVA, 2005).
Portanto, € um processo cronico-degenerativo tempo-dependente de natureza
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estocastica e com alguns determinantes genéticos por meio do qual os individuos
aos poucos vao perdendo a capacidade de responder rapido e adequadamente
as demandas ambientais (ARKING, 2006).

2.2 ENVELHECIMENTO CELULAR

O processo de envelhecimento € extremamente complexo e multifatorial e,
pela sua natureza multidisciplinar, o estudo das bases moleculares desse
fendbmeno tem gerado um grande numero de teorias e uma vasta literatura. Entre
elas, destacam-se as teorias “estocasticas”, baseadas no acumulo aleatorio de
moléculas com alteragBes estruturais e/ou funcionais, e as teorias sistémicas,
relacionadas com mecanismos programados no genoma de cada organismo
(ARKING, 2006).

Dentre as teorias estocasticas, podemos incluir a dos danos
oxidativos/radicais livres, proteinas alteradas, mutacdes sométicas, dano e reparo
do DNA, desdiferenciacdo, acumulo de metabdlitos, alteracdes pos-traducéo e
erro catastréfico na sintese de proteinas. Com relacdo as teorias sistémicas
podemos mencionar as teorias metabdlicas, teorias genéticas, teoria

neuroendocrina e teorias imunologicas (ARKING, 2006).

2.3 ENVELHECIMENTO E O SISTEMA NERVOSO

Alteracdes celulares e fisiolégicas que acompanham o processo de
envelhecimento  parecem ter efeitos pronunciados sobre doencas
neurodegenerativas (SHAH; MOORADIAN, 1997). O envelhecimento fisiologico
compreende uma série de alteracdes nas funcdes organicas e mentais devidas
exclusivamente aos efeitos da idade avangcada sobre o organismo, fazendo com
que ele perca a capacidade de manter o equilibrio homeostatico, levando ao

declinio gradual das funcdes fisiologicas (STRAUB et al., 2001).

Durante o processo de envelhecimento ocorrem diversas alteragcbes macro

e microscopicas no encéfalo que incluem a dimensdo do 6rgéo, alteracbes dos
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giros e sulcos, no volume dos ventriculos, no tamanho e nimero dos neurdnios. A
extensdo da ramificacdo dendritica, 0 numero de sinapses, o acumulo de
pigmento de lipofuscina nos neurdnios e células gliais, e o aparecimento de
modificacdbes microscépicas caracteristicas, isto €, as placas senis, 0s
enovelamentos ou emaranhados neurofibrilares, a degeneragcédo granulo-vacuolar,
0s corpos de Hirano e a angiopatia amildide cerebral sdo aumentadas no cérebro
“envelhecido” (SCAHILL et al., 2003).

O tecido neural é composto basicamente por dois tipos celulares, que sdo
0S neurbnios e as células gliais ou da neuroglia, sendo o neurbnio a unidade
funcional fundamental, com a funcdo basica de receber, processar e enviar
informacgdes (DEMIR et al., 2009).

Entre as alteracbes microscopicas, ocorre a perda de um grande namero
de neurdnios por dia, principalmente no cortex cerebral, podendo levar a
deterioracdo mental significativa. As fibras neurais perdem mielina, reduzindo,
assim, a velocidade de conducéo do estimulo, além do declinio da capacidade de
gerar neurdnios na zona subventricular. H4 uma diminuicdo dendritica, da massa
e do numero de células nervosas causando destruicdo das vias associativas
(SCAHILL et al., 2003)(BIZON; GALLAGHER, 2005).

O envelhecimento pode ser acompanhado de alteragcbes mentais
superponiveis as de uma deméncia incipiente, levando aos problemas de
diagnostico diferencial, como por exemplo, a doenca de Alzheimer
(DAMASCENO, 1999).

Existe uma proposicdo de que os diversos fatores que produzem
neurodegeneracdo o fazem através de diferentes processos, que culminam em
uma via comum de cascata de sinalizagcdo que resulta na morte celular. Essas
perdas celulares no sistema nervoso central (SNC) podem se manifestar como
disfuncbes comportamentais. Portanto, o estudo dos mecanismos responsaveis
pela neurodegeneracgéo e a identificacdo precoce de alteracdes moleculares, tem
sido cada vez mais importante para a compreensdao das bases bioldgicas

relacionadas com as alteracbes comportamentais normalmente associadas com o
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envelhecimento e/ou com as diversas neuropatologias (TROULINAKI;
TAVERNARAKIS, 2005).

2.4 DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

Cerca de 400 milhdes de pessoas no mundo sofrem de doencas do SNC
gue podem envolver o sistema neurovascular, as quais podem estar relacionadas
com o envelhecimento tais como deméncia pré-senil, doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson e doenca cerebral isquémica. As doencas
neurodegenerativas sdo caracterizadas pelo excesso de morte neuronal em
determinadas regides do cérebro, resultando em atrofia. Esta atrofia focal regional
e especifica é uma caracteristica macroscopica e da neuroimagem observada nas

doencas neurodegenerativas (PENG et al., 2013).

O aparecimento das doencas neurodegenerativas associadas ao
envelhecimento, tal como a doenca de Alzheimer se tornara ainda mais frequente
com o aumento da média de vida da populagéo (SMITH, 1999). E comum a nogao
equivocada de que todas as pessoas de idade avancada tornam-se senis, e
muitas vezes o0 estado de confusdo é atribuido ao “envelhecimento” quando a
causa pode ser alguma outra doenga. Embora ocorram alteragbes no sistema
neural, ndo se pode assumir que a senilidade € uma consequéncia normal do
processo de envelhecimento (CHAIMOWICZ, 1997).

2.5 CELULAS-TRONCO: CARACTERISTICAS, POTENCIALIDADE,
PLASTICIDADE E ORIGEM

2.5.1 Caracteristicas

As células-tronco, por definicdo, sdo aquelas capazes de auto-renovacao
ilimitada ou prolongada mantendo-se indiferenciadas, e de diferenciar em células
especializadas de um determinado tecido (Figura 1) (MORRISON; SHAH;

ANDERSON, 1997). As células-tronco sdo células ndo especializadas, isto €, ndo
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tem comprometimento morfolégico e funcional com nenhum tipo celular (HUI et
al., 2011) e sdo essenciais, ndo somente para estruturar a formacao dos orgaos
desde a fase embrionéria até o individuo adulto, mas também pelo seu papel vital
na regeneracao e reparo dos tecidos (BLAU; BRAZELTON; WEIMANN, 2001).

Figura 1. Potencial de diferenciagdo das células-tr  onco.
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Fonte: Adaptado de HowStuffWorks 2010.

A auto-renovacao € a maneira pelo qual as células-tronco produzem coépias
idénticas de si mesmas, por meio de sucessivas mitoses, 0 que indica que o
organismo é capaz de manter um “depdsito” permanente deste tipo celular
(ROCHA et al., 2012).

A regeneracdo tecidual ocorre quando as células-tronco, residentes nos
diferentes tecidos do organismo, recebem sinais especificos para se dividirem e
substituir as células perdidas no caso de leséo tecidual (KODE et al., 2009). Eles
desempenham um papel fundamental na formacdo dos tecidos, regeneracdo e

homeostasia, fornecendo novos elementos para aumentar a massa tecidual
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durante o desenvolvimento/crescimento e substituindo as células perdidas no

processo de envelhecimento e nas lesbes (PISCAGLIA, 2008).

Elas sdo divididas em dois tipos conforme a sua origem, potencialidade e
sua capacidade de diferenciacdo: células-tronco embrionéarias (ES) e células-
tronco adultas (FERNANDEZ VALLONE et al., 2013). Com relacéo a plasticidade,
ou seja, 0 seu potencial de diferenciacdo em tecidos variados, elas podem ser
classificadas em trés diferentes tipos: totipotentes, pluripotentes e multipotentes.
Essa grande plasticidade destaca a importancia das mesmas em estudos que

buscam a cura de doencas.

2.5.2 Potencialidade

As células-tronco totipotentes podem dar origem a qualquer tipo celular do
corpo inclusive, um individuo completo. Correspondem as células do embrido
desde o zigoto até a fase de blastocistos, isto €, entre o quinto e sétimo dia apos
a fecundacéo. Eles possuem o potencial para originar as células dos folhetos
extra-embrionarios, que formardo a placenta e os demais anexos responsaveis
pelo suporte ao embrido (Figura 2) (RIVEROS et al., 2007).

As células-tronco pluripotentes podem dar origem a qualquer tipo de célula
fetal ou adulta, mas ndo podem desenvolver um organismo fetal ou adulto. Elas
estdo presentes nos diferentes tecidos do individuo adulto (RIVEROS et al.,
2007).

As células-tronco multipotentes sdo células que tém a capacidade de gerar
um numero limitado de células especializadas, sdo mais diferenciadas e também
estdo presentes no individuo adulto. S&o elas as responsaveis pela constante
renovacao celular e regeneracdo dos tecidos durante toda a vida do individuo
(RIVEROS et al., 2007).
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Figura 2. Diagrama esquematico mostrando a potencialidade das células desde a fecundacao até
a vida adulta nos diferentes tecidos.
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Fonte: Adaptado de http://delatandoalaciencia2.blogspot.com.br/p/definicion-y-tipos.html

2.5.3 Origem

Como mencionado anteriormente, as células-tronco sado classificadas em

dois grupos com relacéo a sua potencialidade: ES e células-tronco adultas.

As células-tronco adultas sdo aquelas mais indiferenciadas presentes no
organismo, apés a fase de blastocisto até o final da vida do individuo. Elas sdo
uma excelente fonte alternativa de células para enfoque terapéutico devido a sua
capacidade de gerar novos tipos celulares, tanto in vivo como in vitro (KOLF;
CHO; TUAN, 2007). Elas podem ser obtidas de diversos tecidos como a medula
0ssea, pele, musculo, 0ssos, tecido adiposo, sangue e tecido de corddo umbilical,

entre outros. As células-tronco adultas, além das poucas barreiras éticas, sao
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relativamente simples de serem obtidas e com riscos bastante reduzidos. Depois
de isoladas, podem ser mantidas e expandidas, em meio e condi¢cbes de cultivo
adequado, podendo quando desejavel, se diferenciar em tipos celulares
especificos (WANG et al., 2004b).

2.6 CELULAS-TRONCO ADULTAS

2.6.1 Células-tronco hematopoiéticas

As primeiras células-tronco reportadas em humanos foram as
hematopoiéticas, que séo ditas como células multipotentes, e ddo origem a varios
tipos de células do sangue, tanto da linhagem mieldide quanto da linhagem
linfoide (GALLACHER et al., 2000). Estas sdo as células responsaveis pela
rejeicdo de medula 6ssea nos casos de leucemia. O primeiro transplante dessas
células ocorreu em 1968 e desde entdo sendo usado no tratamento de doencas

hematoldgicas.

2.6.2 Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (MSCs) estéo recebendo atencéo especial
nos ultimos anos devido a sua importancia na regeneracéao de diversos orgaos e
tecidos. Elas estdo presentes na medula éssea, no sangue e tecido de cordao
umbilical, cérebro, musculos, entre outros. As MSCs receberam essa
denominagédo, pois derivam do folheto embrionario intermediario, a mesoderme,
responsavel pela formacdo, entre outros, dos tecidos 0sseos, cartilaginoso,
adiposo e muscular (KODE et al., 2009).

As MSCs séo células multipotentes ndo hematopoiéticas com propriedade
de auto-renovacao e capacidade de diferenciagcdo em tecidos mesenquimais e
nao mesenquimais (KODE et al., 2009). Seu potencial para o reparo tecidual e
outras aplicacdes experimentais € decorrente de sua capacidade de diferenciacéo

em muitos tecidos, propriedades imunossupressoras e facilidade de obtencéo e
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cultivo. E uma importante fonte para a engenharia tecidual, tratamento de
doencas degenerativas e estudo de novos farmacos (JANZ; ROMAO,;
BYDLOWSKI, 2009). As MSCs ja foram induzidas in vitro a se diferenciarem em
0sso (AMABLE et al., 2013), cartilagem (NIRMAL; NAIR, 2013), gordura (HU et
al., 2013), pele, figado (PETERSEN et al., 1999), neurbnios e glia (SANCHEZ-
RAMOS et al., 2000), entre outros. Elas podem ser usadas para o transplante
autologo para o reparo de diversas lesbes, contornando as complicacbes da
rejeicdo e resposta imune, que podem ser associadas as terapias alogénicas
(GIORDANO; GALDERISI; MARINO, 2007).

De acordo com a Sociedade Internacional de Terapia Celular (do inglés:
International Society for Cellular Therapy=ISCT), para se definir uma célula como
sendo MSCs é necessario que ela possua a propriedade de aderéncia ao plastico
sob condi¢bes padrbes de cultura, a capacidade de se diferenciar in vitro em
osteoblastos e adipdcitos e devem expressar os marcadores de superficie CD73,
CD90e CD105; e nao expressar os marcadores de superficie CD45, CD34,
CD11b ou CD14, CD19 ouCD79 e HLA (DOMINICI et al., 2006).

2.7 MEDICINA REGENERATIVA

Os recentes avan¢os no conhecimento da biologia das células-tronco tém
contribuido para a sua aplicacdo no tratamento de diversas altera¢gfes teciduais

conhecida como Medicina Regenerativa (BAJADA et al., 2010).

As MSCs tem se mostrado promissoras para o0 tratamento de varias
doencas degenerativas por sua grande plasticidade que as tornam capazes de

originar diversos tipos celulares in vitro e in vivo (BARRY; MURPHY, 2004).

A terapia com as células-tronco adultas, em sua maioria, tem sido realizada
por meio de transplante autélogo ou alogénico na forma de infusédo sistémica ou
no local da lesdo (BARRY; MURPHY, 2004). Do ponto de vista terapéutico, 0s
diferentes tipos e a origem das células-tronco apresentam vantagens e
desvantagens que devem ser consideradas para a eficiéncia de sua aplicagao na

regeneracao de tecidos ou para a engenharia de tecidos (TROUNSON, 2009).
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2.8 CORDAO UMBILICAL HUMANO COMO FONTE DE CELULAS-TRONCO
ADULTAS

O cordao umbilical humano tem origem a partir do pedunculo embrionario,
que se liga a vesicula vitelinica e amniotica, e permite a ligacdo entre o embrido e
a placenta, sendo responsavel, entre outras coisas, pela nutricdo e respiracédo
fetal. Possui, em média, 50 cm de comprimento e é formado por uma veia e duas
artérias. A passagem de oxigénio com substancias nutritivas da placenta para o
feto ocorre através da veia e, a passagem de gas carbdnico com substancias nao
aproveitadas pelo feto ocorre através das artérias. As artérias e a veia séo
envoltas por um material gelatinoso de composicao conjuntiva denominada de
geléia de Wharton (Figura 3) (SPURWAY; LOGAN; PAK, 2012).

Figura 3. Estruturas e tipos celulares presentes no corddo umbilical humano.
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Fonte: Adaptado de Grossi et al., 2009.

O cordao umbilical € uma excelente fonte alternativa de células-tronco, pelo
fato de ser de facil obtencdo. Como este tecido € descartado apds o parto, ndo
oferece risco para a mae e/ou para o bebé, e vem sendo cada vez mais utilizado,

principalmente nos estudos experimentais in vitro. E possivel obter um grande
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namero de células-tronco, as quais representam os principais tipos celulares: as
células-tronco hematopoiéticas e as MSCs (FORRAZ; MCGUCKIN, 2011).

As MSCs estdo presentes em varios 6rgaos fetais e circulam no sangue de
fetos simultaneamente com as precursoras hematopoiéticas. Este fato fortalece a
ideia de que durante a gestacdo e conseguentemente nos recém-nascidos, o
tecido de corddo umbilical é rico em MSCs, e a parede do corddo possui
quantidades significativas de células progenitoras (CAMPAGNOLI et al., 2001).
Muitos pesquisadores tém isolado e estabelecido MSCs de tecido de cordao
umbilical com sucesso e, de acordo com (TONDREAU et al., 2005), discrepancias
nas quantidades de MSCs obtidas do tecido e/ou do sangue do corddo umbilical
sdo decorrentes das diferentes metodologias empregadas para a obtencéo e
cultura destas células.

Estudos experimentais, ensaios pré-clinicos e ensaios clinicos tém
comprovado o potencial terapéutico dessas células. Na Ultima década, um
namero consideravel de estudos comprovou que o sangue de corddo umbilical
possui células-tronco hematopoiéticas e uma pequena quantidade de MSCs
(GOODWIN et al., 2001). Porém, no tecido do corddo umbilical, a geléia de
Wharton constitui uma fonte importante de MSCs (SECCO et al., 2008). O tecido
de corddo umbilical apresenta diversas vantagens sobre as outras fontes das
células-tronco utilizadas terapeuticamente. Entre elas, o fato da coleta de células
nao ser um procedimento invasivo para a gestante e para o bebé e néo

acarretando em riscos para ambos.

2.9 DIFERENCIACAO DAS CELULAS-TRONCO IN VITRO

Até pouco tempo, acreditava-se que uma célula adulta diferenciada nao
pudesse alterar seu fendtipo, mas atualmente sabe-se que essa mudanca €
possivel. Véarios fatores como métodos de isolamento, material de superficie da
cultura, meio de cultura, densidade de inoculo, tratamento com hormonio e fatores

de crescimento, afetam a diferenciacéo das células.
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O processo de diferenciagcdo consiste no cultivo de células-tronco
indiferenciadas, em meios de cultura pré-estabelecidos com fatores que irdo
influenciar essa diferenciagdo. As ceélulas-tronco entdo adquirem caracteristicas
celulares e morfologicas de uma célula diferenciada (KOSOVSKY, 2013). A
linhagem mesodérmica que origina as ceélulas de tecido adiposo, 0sseo,
cartilaginoso e muscular ja foi diferenciada em cultura. Estudos também ja
demonstraram a capacidade de diferenciagcdo endodérmica das células-tronco em
células pancreaticas (LUMELSKY et al., 2001) e pulmonares (VAN VRANKEN et
al., 2005). Além disso, numerosos estudos tém demonstrado a capacidade de
diferenciacdo ectodérmica neuronal das células-tronco. Células neuronais
diferenciadas ja foram obtidas de diversos tipos de células-tronco como as
embrionarias, de medula éssea e pesquisas mais recentes realizaram a
diferenciacdo neuronal, inclusive de células-tronco pluripotentes induzidas (IPS),
isto &, células desdiferenciadas a partir de células diferenciadas, as quais poderao
contribuir para 0s avancos de pesquisas no campo de terapia celular e génese de
muitas doencgas humanas (ABRANCHES et al., 2009)(DIMOS et al., 2008).

7z

Resumindo, atualmente é possivel diferenciar ES e/ou células-tronco
adultas de diferentes fontes, em todos os tipos celulares presentes no individuo,
por meio do cultivo em meios definidos contendo os nutrientes e fatores

especificos conforme o objetivo desejado.

2.10 NEUROGENESE E SEUS REGULADORES

O desenvolvimento do SNC é um processo que inclui a expressao de
genes pro-neurais e o0 subsequente comprometimento e migracdo de seus

precursores, bem como a formacao de sinapses funcionais (DEMIR et al., 2009).

A descoberta da neurogénese pos-natal, quebrou um dogma presente até
entdo na neurociéncia, de que 0s neurbnios presentes no cérebro adulto dos
mamiferos ndo teriam capacidade proliferativa. Anos depois, duas regides
“neurogénicas” foram descobertas em roedores adultos e primatas (SONG et al.,
2012).
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A neurogénese € um processo essencialmente regulado por genes pro-
neurais, alguns ja identificados, que respondem a uma gama de moléculas
sinalizadoras. E consenso entre os pesquisadores, que a produgédo de distintas
subpopulac¢des neuronais, a partir das células-tronco neurais e suas progenitoras,
requer reguladores temporais e que o desenvolvimento neuronal bem sucedido
esta diretamente relacionado com a precisdo e 0 momento da entrada e saida
destas células no ciclo celular (DEMIR et al., 2009). Atualmente, ja estad bem
definido que o hipocampo é uma regido cerebral onde ocorre neurogénese
também na fase adulta (AMREIN; ISLER; LIPP, 2011).

Muitos fatores de transcricdo neuronais atuam em conjunto com proteinas
reguladoras do ciclo celular e esses mecanismos, reguladores transcricionais e
epigenéticos, sdo regulados por meio das vias de transducao de sinais (DEMIR et
al., 2009).

2.11 RECEPTORES TIROSINA QUINASES (RTKSs)

A identificacdo dos receptores que sdo ativados, das moléculas que se
ligam a esses receptores e das vias de sinalizacdo que possam atuar durante a
diferenciacdo das células-tronco adultas podera auxiliar na elucidacédo de, pelo
menos, parte dos mecanismos envolvidos na diferenciacdo de células-tronco
adultas em diversas linhagens celulares e 0s erros existentes no processamento
da informacao celular sdo responsaveis por diversas doencas (TUAN; BOLAND;
TULI, 2003).

Os RTKs sao moléculas de superficie que possuem uma porcao
extracelular composta por multiplos dominios, envolvida na interacdo com ligantes
polipeptidicos, uma porcdo transmembranica e uma regido citoplasmatica que
contém um dominio tirosina-quinase cercado por sequencias regulatérias (Figura
4) (HUBBARD:; TILL, 2000).




27
Referencial Tedrico

Figura 4. Organizacdo dos dominios dos RTKs. O prototipo do receptor de cada familia esta
indicado acima do esquema do receptor e os membros de cada familia estao listados abaixo. A
parte superior refere-se a por¢céo extracelular e a inferior a porcao citoplasméatica dos receptores
(BLUME-JENSEN; HUNTER, 2001).
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A funcdo e o desenvolvimento do sistema nervoso dependem de varios
estimulos derivados de fatores troficos, soluveis e de membrana, muitos dos
quais atuam por meio dos RTKs. Apesar de haver mais de 50 RTKs no genoma
humano, alguns desses receptores sdo comuns as vias de sinalizagdo ativadas
nas respostas celulares a multiplos estimulos externos, principalmente as vias da
MAPK, da quinase PI-3, da JAK-STAT e da PLC (NEWBERN et al., 2011).

Durante a ativacdo da cascata da MAPK por estimulos troficos, as ERK1/2
e ERK5 sdo as principais quinases ativadas, as quais medeiam a proliferacéo,
crescimento e/ou sobrevivéncia neural em contextos especificos. Essa funcéo
fundamental foi elegantemente demonstrada in vivo durante o desenvolvimento
neuronal e de células gliais (NISHIMOTO; NISHIDA, 2006).

As neurotrofinas e outros fatores de crescimento Sao expressos em
guantidades limitadas tanto no SNC quanto periférico, controlando o namero de
prolongamentos axonais necessarios para uma densidade adequada de dendritos

e conexdes neurais. Essas proteinas se ligam aos receptores das quinases
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relacionadas com a tropomiosina que, subsequentemente, emitem sinais para o

citoplasma e nucleo.

O fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o fator de crescimento
epidérmico (EGF), juntamente com outros fatores que possuem atividade
neurotroéfica, formam uma familia de RTKs associados com uma grande variedade
de respostas intra-neuronais necessarias para a sobrevivéncia, diferenciacéo,
regeneracao e plasticidade (HAUSOTT et al., 2009).

Os RTKs neuronais mais relevantes, principalmente os receptores Trks,
FGF e EGF, tem a capacidade de influenciar as vias de sinalizacdo neuronais
intrinsecas e sua expressdo génica moldando a morfologia neuronal e

determinando seu fenétipo neuroquimico.

Além de seu papel convencional no controle do desenvolvimento, as vias
de sinalizacdo das células neuronais (Figura 5) também estdo envolvidas na
plasticidade sinaptica, isto €, na variabilidade e intensidade dos sinais. A
intensidade das sinapses € coordenada por modificacdes, insercées ou remocgdes
de receptores e pelo remodelamento do citoesqueleto de actina das vizinhancas.
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Figura 5. Rede de sinalizacdo neuronal. Diagrama esquematico dos mddulos das vias de
sinalizacao das células neuronais. Abreviacdes: RTK: receptor tirosina quinase; mGIuR: receptor
metabotropico de glutamato; GPCR: receptor ligado a proteina-G; NMDAR: receptor de N-metil D-
aspartato; Gq: proteina G tipo q; Gsa: proteina-G tipo s; PLCR: fosfolipase C-B; PLCy: fosfolipase
C-y; IP3: trifosfato de inositol; DAG: diacilglicerol; Sos/GEF: Son of Sevenless/fator de troca de
nucleotideos guanina; Ca®: céalcio; PKC: proteina quinase C; AC: adenil ciclase; PDE:
fosfodiesterase; CaM: calmodulina; CaMKIl: quinase Il dependente de calcio; cAMP: adenosina
monofosfato ciclica; CaN: calcineurina; AA: &cido araquidénico; PLA,: fosfolipase A2; MAPK:
proteina quinase ativada por mitégeno; MKP-1: fosfatase da MAP-quinase tipo |; PKA: proteina
quinase A; PP1: proteina fosfatase tipo 1 (KLIPP; LIEBERMEISTER, 2006).
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A plasticidade sinaptica € conferida por dois principais tipos de transmissao
de sinais: (1) as cascatas que levam a fosforilagdo das proteinas sinapticas e (2)
alteracbes nas concentracdes dos segundos mensageiros, que regulam a
transcricdo génica e interferem nas cascatas que alteram as proteinas, incluido os
fons Ca" e os receptores NMDAR. Os sinais mediados pelas sinapses, baseados
nas alteragbes do potencial de membrana, ndo sdo os Unicos que atuam nos
neurdnios. Alguns tipos de sinais envolvem vias bioquimicas independentes de
voltagem e estas interacfes sdo consequéncias das propriedades baseadas, nao
somente nas propriedades das proteinas individuais, mas também em suas
conexdes, dupla estabilidade e oscilagbes. Gracas a esta interdependéncia, o

envolvimento das vias bioquimicas no processamento da informacdo aumenta a
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capacidade computacional e integradora dos neurbnios (KLIPP;
LIEBERMEISTER, 2006).

A ligacdo do ligante induz ativacdo e auto fosforilacdo que resulta no
recrutamento de moléculas adaptadoras aos residuos de tirosina quinase
presentes no dominio intracelular dos RTKs. Como apresentado na Figura 6, as
proteinas adaptadoras desencadeiam a ativacdo de varias vias de sinalizacao
intracelular, cuja principal cascata, ativada pelos RTKs, envolve a via da
Ras/Raf/MEK/ERK, a PI3K/Akt e a da fosfolipase C.

Figura 6. Vias de sinalizacdo do receptor de tirosi na quinase (RTK) envolvidas na
sobrevivéncia neuronal e crescimento dos neuritos e sua inibi¢cdo por meio de inibidores de
retroalimentacdo negativos. Ras/Raf/MEK/ERK e PI3K/Akt representam as duas principais vias
para a sobrevivéncia e crescimento dos neuritos induzida pelos RTKs. A inducdo do ERK por meio
das Ras/Raf/MEK promove a sobrevivéncia e crescimento dos neuritos pelos controladores de
transcricdo. A via de sobrevivéncia da PI3K inclui a Akt que fosforila a BAD e impede sua inibi¢cdo
por proteinas apoptoticas. (HAUSOTT et al., 2009)
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A principal funcao da sinalizacdo por meio dos RTKs € manter os niveis de
proteinas necessarios para a sobrevivéncia, crescimento axonal e coordenar as
alteracdes na transcricdo génica, sintese e degradacdo de proteinas. E provavel
que a plasticidade do sistema nervoso nao exija, necessariamente, uma série
distinta de programas transcricionais, mas que utilize os mecanismos existentes
de sobrevivéncia, extensdo do axdnio e outros para se adaptar as alteracdes das
condicbes ambientais. Na Figura 7 estdo descritos alguns dos principais
reguladores de transcricdo influenciados pela sinalizagdo dos RTKS. Distintos
reguladores transcricionais atuam em conjunto para modular a diferenciacao,
migracdo, posicionamento do corpo celular, crescimento axonal e sobrevivéncia
dos neurdnios durante o desenvolvimento, bem como, para o neurdnio adulto,
relacionado com as fung¢des cognitivas como aprendizado, memoria, adicao,

depresséao e ansiedade.

Figura 7. Reguladores transcricionais influenciados pela sinalizagcdo dos receptores de
tirosina quinases (RTK). A sinalizacdo por meio dos RTKs atua principalmente por meio da
transducdo de sinal da Ras/Raf/MAPK ou pela via de sinalizacdo PI3K criando uma variedade de
respostas celulares desde a sobrevivéncia neuronal até o posicionamento do neur6nio motor,
desde a extenséo do axdnio até o aprendizado e meméria (HAUSOTT et al., 2009)
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Embora cada subtipo neuronal possua uma funcdo impar, eles
compartilham eventos comuns durante o desenvolvimento embrionario e em sua
plasticidade. Grupos similares de reguladores transcricionais e de outras
proteinas atuam como efetores da sinalizacdo por meio dos RTKs em quase
todos os tipos de neurdnios, produzindo uma ampla gama de respostas e
habilidades cognitivas superiores.

Assim, a importancia da elucidacéo das vias de transducéo de sinais e das
alteracdes transcricionais induzidas pela ativacdo dos RTKs fica evidente, pois
podera levar a identificacdo de novos moduladores enddgenos ou farmacol6gicos
gue, no futuro, poderdo ser aplicados, principalmente, para o tratamento de

lesBes isquémicas, traumaticas ou doencas neurodegenerativas.

2.12 MARCADORES DA NEURODIFERENCIACAO

Um marcador ideal deve ser especifico para um tipo de célula em
condi¢cBes normais e/ou durante a neurodiferenciacdo. Um marcador da linhagem
neuronal € uma molécula endégena que é expressa nas células durante a
neurogénese e nas ceélulas diferenciadas como os neurdnios. Ele permite a
deteccdo e identificagcdo de células por meio de diferentes técnicas e pode ser
tanto DNA, mRNA, RNA ou proteina presente na célula de interesse. Sao
ferramentas valiosas para examinar a funcédo das células em condicbes normais,
bem como durante a neurodiferenciagdo. Os marcadores podem detectar
neurbnios em diferentes estagios de desenvolvimento nuclear, citoplasmatico,
entre outros (REDWINE; EVANS, 2002). Durante a neurogénese e
neurodiferenciacdo, varios marcadores sao induzidos de forma ordenada e
sequencial. A Figura 8 mostra os padrbes de expressao temporal de marcadores

durante a neurogénese e neurodiferenciagao.

Achaete-scute 1 € uma proteina que, em humanos € codificada pelo gene
Ascll. Este gene codifica um membro da familia Bhlh (basic helix-loop-helix) de
fatores de transcricdo, que €é uma classe de moléculas essenciais na
neurogénese e gliogénese. O fator de transcricdo neural Ascll esta presente na

zona ventricular, em algumas células mitoticamente ativas, em regides distintas




33
Referencial Tedrico

do eixo rostrocaudal e dorsoventral do tubo neural. Possui como funcéo induzir a
diferenciacdo neuronal, regulacdo neural e € um marcador especifico de
subconjuntos de neurdnios em diversas regides do sistema nervoso (BATTISTE
et al., 2007).

Figura 8. Marcadores dos diferentes estagios da neu  rodiferenciacéo da célula
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Fonte: Adaptado de Daniel Marinowic.

A proteina acida fibrilar da glia (GFAP) é a principal proteina do filamento
intermediario de astrocitos maduros, importantes durante a regeneracao e
plasticidade sinaptica, e € também um importante componente do citoesqueleto
dos astrocitos durante o desenvolvimento. A GFAP é expressa no SNC e esta
envolvida em muitos processos importantes, incluindo a comunicac¢édo da célula e
acdo da barreira hemato-encefalica. Atua nas interacbes dos astrocitos para

neurdénios, bem como a comunicacao célula-célula (MIDDELDORP; HOL, 2011).

Os genes Sox codificam proteinas que se ligam ao DNA, desempenhando
um papel fundamental em praticamente todos os estagios do desenvolvimento
dos mamiferos. Ja foram identificados mais de vinte genes pertencentes a esta
familia, sendo o seu prototipo o gene Sry (sex-determining region Y). O Sox 2 é

um fator de transcricdo essencial para a manutencdo da auto-renovagao das
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células-tronco neuronais e € intensamente expresso desde a fase
neuroectodérmica até as precursoras neurais. E encontrado nas células
precursoras neurais que persistem como células-tronco neurais nos nichos
neurogénicos do cérebro adulto. Na maioria das células precursoras neurais
torna-se regulado negativamente no final do ciclo celular logo antes da
diferenciacdo e, a partir dai, ndo é mais expresso nos neurbnios imaturos
(WEGNER, 2011).

As sintaxina sdo proteinas essenciais para muitos eventos celulares que
requerem fusdo de membrana, incluindo a exocitose, neurotransmissao, trafico
intracelular e proliferacdo celular. S&o proteinas especificas do sistema nervoso
associadas com o ancoramento de vesiculas sinapticas na membrana pré-
sinaptica. O Stx 1A é um membro da superfamilia das sintaxinas, fundamental na
regulacdo dos canais ibnicos e exocitose nas vesiculas sinapticas, portanto, sdo

fatores essenciais para a neurotransmisséo (ULLOA et al., 2015).

Os microtubulos representam um dos sistemas de fibras do citoesqueleto
eucariotico, essenciais para inumeras funcdes celulares como: motilidade,
transporte, forma, polaridade e mitose. As proteinas associadas aos microtubulos
(microtubule-associated proteins=MAPS) representam um complexo grupo de
proteinas que se ligam, de maneira reversivel, as subunidades de tubulina que
formam os microtubulos, regulando sua estabilidade. A manutenc¢do da morfologia
neuronal bem como o crescimento e plasticidade dos neuritos tem sido atribuida a
presenca da MAP 1 que se dissocia dos microtubulos formando complexos
agregados com feixes intermediarios de filamentos. Esta proteina esta presente
no desenvolvimento do citoesqueleto e funcdo do sistema nervoso (NEVE et al.,
1986)(MANDELKOW; MANDELKOW, 1995).

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é uma enzima glicolitica
que catalisa especificamente a conversao reversivel de gliceraldeido-3-fosfato (G-
3-P) em 1,3-difosfoglicerato. Embora sua expresséo varie em diferentes linhagens
celulares, ainda é considerado um gene normalizador, isto €, um gene constitutivo
que nao sofre alteracdo com o tratamento do experimento, e tem sido
amplamente usado como controle interno na avaliacdo da expressdo de
proteinas, mMRNA e DNA (ZHANG et al., 2015).
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O gene Neuro D6 é um membro da subfamilia NeuroD (neurogenic
differentiation), Neuro D2 (NDFR) e Nex-1 (MATH-2) de fatores de transcricdo
bHLH. Possuem caracteristicas de fatores de diferenciacdo, estdo relacionados
com a sinaptogénese e neuritogénese poés-mitoticos até a maturidade neuronal
(UITTENBOGAARD; CHIARAMELLO, 2005)(UITTENBOGAARD;
CHIARAMELLO, 2004).

Os neurofilamentos sé@o proteinas exclusivamente expressas nos neurdnios
e um dos principais componentes do citoesqueleto neuronal. As trés subunidades
neurofilamentosas sao NFL,NFM e NFH (Neurofilament light, medium and heavy).
Os neurofilamentos sdo os principais filamentos intermediarios presentes na
maioria dos neurdnios terminalmente diferenciados, ao passo que a a-internexina
€ mais abundantemente no sistema nervoso em desenvolvimento e no cerebelo
do adulto. O NFL € o mais abundante das trésproteinas do neurofilamento e tem
como funcdo a montagem correta de neurofilamentos e manutencdo do calibre
axonal (AL-CHALABI; MILLER, 2003).
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3 JUSTIFICATIVA

As células-tronco vém se tornando alvo crescente de estudo envolvendo
diversos tipos de patologias, pelo seu poder de regeneracao e diferenciacdo em
diversos tipos de tecidos do organismo. As células-tronco, como todas as outras,
também se comunicam por mecanismos de sinalizacdo celular, que faz parte de
um complexo sistema de comunicacdo que governa e coordena as atividades e
funcdes celulares. A habilidade que as células possuem em perceber e responder
corretamente ao seu ambiente forma a base do desenvolvimento, reparo e
homeostasia dos tecidos. Erros existentes no processamento da informacéao

celular sdo responsaveis por diversas doencgas.

As doencas neuroldgicas, além de serem responsaveis por uma grande
parcela das doencgas cronicas e debilitantes, tem sido alvo da terapia celular que
explora o potencial de diferenciacdo das células-tronco adultas. O processo de
neurogénese e neurodiferenciacdo tem sido intensivamente investigado e a
melhor compreensdo dos processos moleculares que coordenam o
direcionamento das células indiferenciadas para tipos celulares especificos

permitira, no futuro, o melhor manejo das doencas neuronais.

Na ultima década houve um progresso significativo a respeito dos eventos
celulares e moleculares induzidos pela ativagdo dos diferentes tipos de
receptores, celulares, como a ativagdo e reciclagem dos RTKs, a ligacdo e
alteracdes nas moléculas de sinalizacéo e a regulacdo dos eventos nucleares que
levam a alteracdes na expressao génica durante a diferenciacao de células-tronco
e/lou células precursoras neurais durante a neurogénese. Entretanto, ainda ha
muito a ser esclarecido a respeito dos mecanismos de comunicacao intracelular e
a sua relacdo com ativacdo das cascatas de sinalizacdo, desde o receptor de
superficie até o nucleo celular, durante a neurodiferenciacao e a neurogénese. Os

mecanismos de acao das células-tronco em reparos do sistema nervoso central.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Determinar quais os RTKs que estdo sendo ativados durante a

neurogénese de células-tronco adultas de tecido de corddao umbilical humano.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Isolar células-tronco mesenquimais adultas a partir de tecido de cordao

umbilical humano;

* Neurodiferenciar as células-tronco mesenquimais adultas obtidas do tecido

de cordéao umbilical;
* Quantificar a expresséo dos genes de neuroinducédo e neurodiferenciacao;

* Avaliar os niveis de ativacdo dos RTKs durante o processo de

neuroinducao e neurodiferenciacao.
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5 METODOLOGIA

5.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo esta em conformidade com as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (Resolugéo n° 466
do Conselho Nacional de Saude, de 12 de dezembro de 2012).

Esta pesquisa foi avaliada e aprovada pela Comissdo Cientifica do Instituto
de Geriatria e Gerontologia, pelo Comité de Etica em Pesquisas da PUCRS (CEP)
e Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) com o nimero: 1.108.833.

Este projeto foi uma continuidade e complementagcdo do projeto
“Neurodiferenciacdo de Células-Tronco de Corddo Umbilical Humano” (Of. CEP
11/05504) ja aprovado pela Comissao Cientifica da Faculdade de Medicina e pelo
Comité de Etica em Pesquisas da PUCRS, para o qual foi submetida uma

ementa, a qual foi avaliada e aprovada conforme mencionado acima.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia Celular e

Molecular no Centro de Terapia Celular do Instituto de Pesquisas Biomédicas.

5.2 AMOSTRAS

A coleta do tecido do cordao umbilical foi realizada pela enfermeira que se
encontrava de plantdo no Centro Obstétrico do Hospital Sdo Lucas (HSL), apds a
concordancia da gestante pela cedéncia da placenta e do corddo umbilical. As
amostras foram numeradas consecutivamente e o nome da paciente nao foi mais

utilizado, visando preservar o sigilo.




42
Metodologia

5.3 CALCULO DO NUMERO DE AMOSTRAS

Como o presente estudo utilizou metodologia com avaliacéo in vitro, fez-se
necessario o calculo visando a obtencdo de um numero suficiente de células, a
partir do conhecimento prévio de sua capacidade de replicagcédo, para possibilitar
0s experimentos e todas andlises necessarias em cada etapa. Para deteccéo da
diferenca dos fatores analisados entre os grupos e considerando um nivel de
confianca de 95%, foram necesséarios seis ambientes (pocos) de cultura celular
para cada um dos parametros analisados. Para esse calculo amostral, foi utilizado

o programa WinPepi v11.43.

Com base no conhecimento prévio da capacidade de replicacdo das MSCs,
a partir de um segmento de corddao umbilical é possivel obter células necessarias
para desenvolver todos os experimentos do estudo. Considerando a diversidade
genética da populacao, embora estejamos trabalhando com células supostamente
mais indiferenciadas, isto €, sem importantes variacdes genéticas, neste estudo

foi utilizado células de trés diferentes corddes de parturientes saudaveis.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Para compor o grupo de participantes, foram incluidas na pesquisa
mulheres, maiores de 18 anos, admitidas para o parto no Centro Obstétrico do
HSL e que concordaram participar da pesquisa por meio da cedéncia do cordao

umbilical apés assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

N&o foram empregados critérios de exclusédo especificos.
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5.5 OBTENCAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DE TECIDO DE
CORDAO UMBILICAL HUMANO

O tecido de cordao umbilical humano foi obtido de trés parturientes. Um
segmento do corddo umbilical foi colocado em um recipiente estéril e transportado

para o Centro de Terapia Celular para posterior obtencéo das células.

O tecido do corddo umbilical foi lavado com DPBS (Dulbecco’s Phosphate-
Buffered Saline) para a retirada do excesso de sangue. As artérias e veias foram
isoladas, cortadas em pedacos pequenos e cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina, 100 uyg/mL de
gentamicina e 20 ng/mL de FGF em placas de cultura de seis pogos com
ranhuras no fundo para melhor fixacdo e proliferacdo. Essas culturas foram
mantidas em estufa a 37°C, com 5% de CO, por 10 dias. Apés este periodo, 0s
fragmentos de corddo foram retirados, restando apenas as MSCs aderidas na

placa.

Quando as culturas atingiram a densidade de 107 células, o meio foi
retirado, as células foram lavadas com DPBS e dissociadas com tripsina/EDTA.
Apos a dissociacao, a tripsina foi inativa com igual volume de DMEM e as células
foram centrifugadas. Neste estudo esta etapa corresponde as MSCs. Esse
procedimento de tripsinizacao, isto €, de retirar as células de um recipiente por
métodos enzimaticos e transferi-las para outro com o objetivo de aumentar a
quantidade de células fornecendo novos nutrientes, é definido como subcultivo ou
passagem. Uma aliquota (1/6) das células foi transferida para garrafas de cultura

de 25 cm? e cultivada e o restante foi congelado para posterior anélise.
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56 CARACTERIZACAO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS
CONFORME A SOCIEDADE INTERNACIONAL DE TERAPIA CELULAR

Uma aliquota das células foi submetida a caracterizacdo conforme
preconizado pela ISCT (International Society for Cell Therapy) que considera
MSCs somente aquelas capazes de adesao a superficie de cultura, que possuem
capacidade de diferenciacdo adipogénica e osteogénica e que apresentem um
determinado perfil de marcadores de superficie celular, isto é, 95% da populacéo
celular deve expressar os antigenos CD105, CD73 e CD90 e, no maximo, 2%
expressar os antigenos de superficie CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou
CD19 e HLA classe Il.

A determinacgéo do perfil de marcadores de superficie celular foi realizada
por meio da técnica de Citometria de Fluxo no FACScalibur (B&Dickinsons Inc.)

com anticorpos especificos para cada marcador.

A diferenciacdo adipogénica foi induzida pelo cultivo das células obtidas do
tecido de corddo umbilical em meio DMEM suplementado com 10° mol/L de

dexametasona e 5 pg/mL de insulina, por quatro semanas.

Para confirmacéo da diferenciacdo adipogénica, os meios de cultura foram
retirados e a cultura foi lavada com DPBS. As células foram fixadas com
paraformaldeido (PFA) 4% a temperatura ambiente por 1 hora. Apds esse periodo
o PFA foi retirado, as células foram lavadas com DPBS e coradas com a solucao
Oil Red O por 5 minutos (PHINNEY et al., 1999).

A diferenciacao osteogénica foi induzida pelo cultivo das células obtidas do
tecido do corddo umbilical em meio DMEM suplementado com 10° mol/L de
dexametasona, 5ug/mL de &cido ascoérbico 2-fosfato e 10° mmol/L de B-
glicerolfosfato durante quatro semanas. Para a deteccédo dos depdsitos de calcio,
as culturas foram lavadas com DPBS e coradas por cinco minutos a temperatura
ambiente com Alizarin Red Sem pH 4,2 (PHINNEY et al., 1999).
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5.7 NEURODIFERENCIACAO

O método de neurodiferenciacdo utilizado foi adaptado a partir daquele
descrito por Song et al.,(2008). Apds a quinta passagem, as MSCs foram
cultivadas em meio DMEM suplementado com 0,001% de B-mercaptoetanol, 10%
de SFB, 100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina e 100ug/mL de
gentamicina por um periodo de trés dias a 37°C com 5% de CO,. Neste estudo,
as células nesta etapa de diferenciagcdo foram consideradas neuroinduzidas, ou
simplesmente induzidas. O término desse periodo, as células foram dissociadas e
cultivadas em um meio distinto, isto €, DMEM/F12 suplementado com 10% de
SFB, 100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina e 100 pg/mL de
gentamicina por um periodo de trés dias a 37°C com 5% de CO, Apos
tripsinizacdo, as células foram cultivadas em N5 (Neurobasal Medium)
suplementado com 20ng/mL de BDNF (Brain Derived Neurotropic Factor), 20
ng/mL de GCSF (Ganulocyte Colony Stimulating Factor), 10% de SFB, 100 U/mL
de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina e 100 pg/mL de gentamicina por um
periodo de sete dias a 37°C com 5% de CO,, estabelecendo a fase final do

experimento, isto €, células neurodiferenciadas.

5.8 DETERMINACAO DOS MARCADORES DE CELULAS PROGENITORAS E
NEURAIS POR IMUNOCITOQUIMICA

Com o objetivo de confirmar a neurodiferenciagcdo, a maioria dos estudos
avaliam, além das alteracdes na morfologia das células, a expressao de alguns
marcadores neurais por meio de microscopia Optica ou eletrbnica por

imunocitoquimica.

Para isso, apos a finalizacédo do protocolo de neurodiferenciacdo, o meio de
cultura foi aspirado e as células foram fixadas com PFA 4% por trinta minutos a
temperatura ambiente. As células foram lavadas com DPBS e foi adicionado 1 mL
por poco do tampao de bloqueio (Albumina Bovina Fragao V) e incubado por 60

minutos a temperatura ambiente. A seguir, as células foram incubadas com o
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anticorpo Fluoropan Neuronal Marker (Millipore, MA USA) conjugado com
Isotiocinato de Fluoresceina (FITC) diluido no tampao de bloqueio (1:100). Esse
anticorpo € composto de um conjunto de anticorpos formado por anti-nucleo
neuronal (NeuN), anti-citoesqueleto neuronal (NF-H), anti-microtibulo neuronal
(MAP 2) e anti-microtubulo neuronal (B-tubulina IIl) para caracterizacdo do corpo
celular, nucleo, dendritos e axdnios neurais. As células foram incubadas a
temperatura ambiente por duas horas. A seguir, foi adicionado o DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole) a 0,01% para marcacao nuclear e, apds cinco minutos,

as células foram lavadas duas vezes com tampé&o DPBS.

As células foram analisadas utilizando microscopio confocal Zeiss LSM-5
exciter. Para analise quantitativa, foram selecionados cinco campos visuais em

cada lamina aleatoriamente utilizando lentes objetivas de 20X.

5.9 EXTRACAO DO RNA

O RNA foi extraido das culturas nas trés etapas estudadas, isto &, células
mesenquimais, neuroinduzidas e neurodiferenciadas. Apés a retirada do meio de
cultura e lavagem com DPBS, o RNA total foi isolado por meio do método que usa
isotiocinado de quanidina (Brazol, Labtrade, Sdo Paulo). As células foram lavadas
com 1 mL de DPBS, centrifugadas a 18.000 g por cinco minutos, o sobrenadante
descartado seguido da adicdo de 800uL de Brazol. As células foram incubadas
por cinco minutos a temperatura ambiente para destruicdo das membranas
celulares e nucleares e liberacdo dos acidos nucleicos. Apds o periodo de
incubacédo, foi adicionado 160uL de cloroformio gelado, as amostras foram
homogeneizadas e incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds este
periodo, as amostras foram centrifugadas a 18.000 g por 15 minutos a 4°C, e o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, onde foram adicionados 400uL
de alcool isopropilico gelado. Apds incubacdo -20°C por 18 horas, as células
foram novamente centrifugadas a 18.000 g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi aspirado e os tubos permaneceram a temperatura ambiente por,
aproximadamente, 30 minutos para secar o precipitado. Uma vez secos, 0s RNAs

foram solubilizados com 20 pL de H,O tratada com dietilpirocarbonato (DEPC)
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contendo 1 pL de inibidorde RNase. Para evitar uma possivel contaminacdo com
DNA, as amostras foram tratadas com a enzima Deoxirribonuclease |, a qual cliva
o DNA de fita simples e dupla que contém extremidades 5’ fosfato. As amostras
foram incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo,
a enzima foi inativada pela adicdo de 1 yL de EDTA a 25 mM e incubadas por 15

minutos a 65°C. Nesta etapa, temos o conteido de RNA total das células.

5.10 TRANSCRICAO REVERSA PARA OBTENCAO DO cDNA

A solucdo de RNA total foi submetida a uma reacéo de transcricdo reversa
para a sintese da primeira fita de DNA complementar (cDNA), utilizando-se 0,5uL
da enzima Superscript Ill, 0,2 uL de oligo-dT, 4,5 uL de DTT (0,1M), 4,1 uL de
dNTPS (100 mM), 4,5 pyL de MgCI2 (50 mM) e 9 pL de tampéao da enzima (5x),
para um volume final de 45 pL. Todos os reagentes empregados nesta etapa
foram adquiridos da Life Technologies (Termo Fischer Scientifc Inc, Waltham, MA
USA).

As reacOes foram incubadas no termociclador StepOnePlus (Applied
Biosystems, Termo Fischer Scientifc Inc, Waltham, MA USA) e submetidas ao
seguinte programa: 10 minutos a 25°C, 45 minutos a 42°C, e 3 minutos a 99°C.
ApOs o término da transcricdo reversa foi adicionado 2 pL de inibidor de
Ribonuclease H a cada tubo e as amostras foram incubadas a 37°C por 20

minutos. Os cDNAs foram armazenados a -20°C até o uso.

O cDNA foi quantificado por espectrofotometria em comprimento de onda

de 260 nm e 280 nm em espectrofotometro e no Qubit® (Life Technologies).
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511 DETECCAO DA EXPRESSAO DOS GENES ENVOLVIDOS NA
NEURODIFERENCIACAO E NEUROGENESE

A técnica utilizada para a quantificacdo da expressao dos genes foi a PCR
em tempo real em termociclador StepOnePlus (Applied Biosystems, Termo
Fischer Scientifc Inc, Waltham, MA USA). Os genes alvos investigados foram:
SOX2, GFAP, GAPDH, MAP1, NFL, ASCL1, STX1A e NEURO D6, com os
oligonucleotideos iniciadores apresentados na Tabela 1. Esta analise foi realizada
com cDNA das trés amostras de tecido de corddo umbilical nas trés etapas:
células mesenquimais, células neuroinduzidas e células neurodiferencias. Cada
amostra foi analisada em duplicata. A amplificacéo foi feita com 20 ng de cDNA
usando SYBR Green Master Mix (Life Tecnologies) em um volume final de reacdo
de 25 pL. A organizacdo das amostras nas placas esta representada no diagrama

da Figura 9.

Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores empregados na PCR em

tempo real e gene alvo.

Gene Forward (5'- 3") Reverse (5- 3")
SOX2 AGTCTCCAAGCGACGAAAAA GGAAAGTTGGGATCGAACAA
GFAP GTGGTACCGCTCCAAGTTTGCAG AATGGTGATCCGGTTCTCCTC
GAPDH TGAAGG TCG GAG TCAACG GATTTG GT  CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC
MAP1 ACTGCAGGACCAGGAACTAC CAGTGTCACCTGCATGTTGC
NFL TGAACACAGACGCTATGCGCTCAG CACCTTTATGTGAGTGGACACAGAG
ASCL1 AAGCAAGTCAAGCGACAGCG AGTCGTTGGAGTAGTTGGGG
STX1A ATCGCAGAGAACGTGGAGGAG AGCGTGGAGTGCTGTGTCTTC
NEURO CTGAGAATCGGCAAGAGACC CTGCACAGTAATGCATGCCG
D6

As condi¢des da PCR foram: 94 °C por 1 minuto, seguido de 40 ciclos de
94 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos e 60 °C

por 35 segundos. No estagio final, 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto e
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95 °C por 15 segundos para determinar a curva de dissociacdo do produto

amplificado.

Figura 9. Placa utilizada no PCR em Tempo Real.
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1 e 4: Células mesenquimais; 2 e 5: células

neuroinduzidas; 3 e 6: células neurodiferenciadas.

A expressdo do GAPDH foi selecionada como referéncia por se tratar de
um gene constitutivo. Para a mensuragdo, o valor do ciclo limiar, (Ct), foi
determinado pelo StepOne ™ Software, especifico para o termociclador utilizado.
O Ct é definido como o ciclo da reacao de PCR no qual o sinal fluorescente do
corante sinalizador atravessa uma linha arbitraria denominada limiar. Foi utilizado

método de quantificacdo relativa utilizando gene de referéncia e analise por 2
AACT
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5.12 DETERMINACAO DA ATIVACAO DOS RECEPTORES TIROSINA
QUINASES (RTKS)

Para determinar os RTKs que estdo sendo fosforilados, isto €, ativados
durante a neurodiferenciagcdo e neurogénese, foi utilizado o kit Human Phospho-
RTK Array (R&D Systems). Este kit permite a deteccdo, em duplicatas, da
fosforilacdo de 49 receptores em membranas de nitrocelulose contendo
anticorpos de captura (Figura 10). Cada ponto é referente a uma proteina
incluindo quatro controles positivos e cinco controles negativos, em duplicata. Os
controles positivos sdo RTKs fosforiladas, que séo reconhecidos pelo anti-RTK.
Neste estudo, foram analisados as proteinas: Erb B2, Erb B3, FGF R2, RYK, ROR

1, ROR 2, Trk A, Trk B, VEGFR 1, VEGFR 2, Eph A6 e Eph A7.

Figura 10. Membrana de nitrocelulose para determina  ¢do da fosforilagdo dos RTKs.

Human Phospho-RTK Array Coordinates

- MmO >

Os lisados celulares foram preparados conforme orientacdes do fabricante.
Resumindo, as células foram lavadas com PBS, lisadas por 30 minutos com
tampao de lise contendo os inibidores de proteases (10pg/mL de Aprotinin, 10
ug/mL de Leupeptin e 10 pg/mL de Pepstatin) para uma densidade de 1X10’
células/mL. Os lisados foram centrifugados a 14.000 g por 5 minutos e o0s
sobrenadantes foram transferidos para novos tubos. A quantificacdo de proteina
foi avaliada utilizando um espectrofotdmetro em comprimento de onda de 280 nm.

Um total de 500 puL de amostra foi usado para cada membrana.
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Para evitar a ligacdo inespecifica das proteinas, as membranas foram
bloqueados com 2 mL de Tampdao Array durante 1 h a temperatura ambiente em
plataforma orbital. Subsequentemente, os lisados celulares foram colocados
sobre as membranas e incubadas por 18 horas a 4°C com agitagdo. As
membranas foram entdo lavadas por 10 minutos com tampao de lavagem. O
anticorpo de deteccdo Anti-Phospho-Tyrosine-HRP foi acrescentado as
membranas seguido de incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente com
agitacdo. ApoOs as lavagens, foi adicionado um reagente a base de luminol. As
membranas foram secas e digitalizadas usando o scanner Chemi Doc MP de
microarray. Apos a obtencdo das imagens, o numero de pixels de cada marcacéao

foi analisado com o software Imagem J.

5.13 ANALISE ESTATISTICA

5.13.1 Andlise estatistica dos dados de fosforilagdo dos Rtks

Os valores obtidos com o Image J foram transferidos para uma planilha do
Excel onde foram calculadas as meédias das duplicatas. As meédias foram
comparadas entre as amostras. Os valores foram analisados por teste t de
Student (Software GraphPad Prism 5).

5.13.2 Andlise estatistica dos dados da PCR em tempo real

As medianas e o intervalo interquartil (25%-75%) dos valores do ACt
correspondentes aos niveis de expressdo génica foram obtidos apoOs teste de
Kruskal-Wallis com o software SPSS v. 13.0.

Em todas as analises os dados foram considerados significativos quando p
foi < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 OBTENGCAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS A PARTIR DE
TECIDO DE CORDAO UMBILICAL HUMANO

As células-tronco mesenquimais (MSCs) foram obtidas apds o cultivo de
fragmentos de tecido de corddo umbilical humano em placas de cultura de seis
pocos (Figura 11). Na Figura 11A observa-se os fragmentos de tecido de corddo
umbilical colocados sobre ranhuras (Figura 11B) que facilitaram a aderéncia dos
fragmentos nos primeiros dias de cultura. Apos alguns dias em cultura (5 a 10
dias), o tecido foi retirado, e as MSCs encontravam-se aderidas ao substrato
(Figura 11C). Observa-se as células mesenquimais aderidas e cobrindo quase a
totalidade da superficie de cultura.

Figura 11. Imagens da cultura de tecido de corddo umbilical humano. A: fotografia de tecido
de corddo umbilical fragmentado e colocado em cima de ranhuras em um poco de uma placa de
cultura. B: Fotomicrografia das células-tronco mesenquimais do tecido se aderindo a placa de

cultura (200 X). C: Fotomicrografia das células-tronco mesenquimais aderidas a placa apés
retirada do tecido (200 X).
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6.2 DIFERENCIACAO MESODERMICA DE CELULAS DO TECIDO DE CORDAO
UMBILICAL HUMANO

As células do tecido do corddo umbilical apos cultivo por quatro semanas
em meios especificos para diferenciacdo mesodérmica (osteogénica e
adipogénica) foram caracterizadas por métodos de coloracdo especificos para

células ésseas e de gordura.

O processo de diferenciagdo das MSCs para a linhagem o6ssea foi
comprovado com por meio do corante Vermelho de Alizarina que permite a
identificacdo dos depodsitos de calcio (Figura 12, setas). Encontram-se regides
avermelhadas nas células diferenciadas, isto €, depositos de minerais
provenientes da formacdo de uma matriz mineralizada, semelhante a do tecido

06sseo.

e

Outra caracteristica marcante € a mudanca de morfologia das células
osteodiferenciadas, que alteram o seu formato para células mais largas,
alongadas e alinhadas, recobrindo toda placa de cultura e em alguns lugares

formando aglomerados celulares.

Figura 12. Fotomicrografias de culturas de células- tronco mesenquimais submetidas a

diferenciacéo osteogénica. Setas: depésitos de calcio em vermelho (400 X).
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A inducdo adipogénica foi demonstrada apés trés semanas de cultivo
guando foi possivel identificar uma grande quantidade de vesiculas lipidicas
intracelulares coradas com Oil Red O (Figura 13, setas), que evidencia as

goticulas lipidicas.

Figura 13. Fotomicrografias de culturas de células- tronco mesenquimais submetidas a

diferenciacdo adipogénica . Setas: depositos lipidicos (400 X).

6.3 AVALIACAO DA NEURODIFERENCIACAOPOR MEIO DA TECNICA DE
IMUNOCITOQUIMICA POR FLUORESCENCIA

A avaliacdo da neurodiferenciacdo foi realizada nas culturas de células
derivadas dos trés corddes umbilicais (Figuras 14, 15 e 16). Ap6s o periodo de
treze dias em cultura, anticorpos especificos para proteinas neurais foram
utilizados. As imagens identificadas com “FLUOROPAN”" mostram, em verde, as
estruturas neuronais coradas com o conjunto de anticorpos especificos para as
proteinas MAP-2, NEUN, NF-H e B Ill Tubulina (Fluoropan), em (DAPI) o nucleo
celular e a “SOBREPOSICAQ” das imagens (merge).

As imagens mostram que as MSCs de tecido de corddo umbilical humano
se neurodiferenciaram com marcacfes distribuidas ao longo das células,
indicando a positividade do conjunto de diferentes anticorpos utilizados no estudo.
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Figura 14. Fotomicrografia da imunofluorescéncia da s células-tronco mesenquimais

neurodiferenciadas da amostra 1.

FLUOROPAN & SOBREPOSICAO#
i

Figura 15. Fotomicrografia da imunofluorescéncia de células-tronco mesenquimais

neurodiferenciadas da amostra 2.

FLUOROPAN

SOBREPOSICAO
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Figura 16. Fotomicrografia da imunofluorescéncia de células-tronco mesenquimais

neurodiferenciadas da amostra 3.

FLUOROPAN

SOBREPOSICAO

6.4 PERFIL DA EXPRESSAO DOS GENES ENVOLVIDOS NA
NEURODIFERENCIACAO E NEUROGENESE

A analise da expressao dos genes nas diferentes amostras estudadas
mostra que houve uma variacdo na expressdo de alguns genes alvos nas
diferentes etapas estudadas (Figura 8). Em todas as amostras, a expressao dos
genes estudados estava aumentada nas culturas neuroinduzidas e

neurodiferenciadas.

O gene Neuro D6 (Figura 17) apresentou um aumento na expressao de
22,62 X nas células neuroinduzidas e 31,10 X nas células neurodiferenciadas em

relacdo as MSCs.
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Figura 17. Gréfico de coluna representando a expres sao do gene NeuroD6 nas diferentes

etapas estudadas.
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O gene GFAP (Figura 18) apresentou um aumento na expresséao de 11,45
X nas células neuroinduzidas e 6,20 X nas células neurodiferenciadas em relagéo
as MSCs.

Figura 18. Gréfico de coluna representando a expres séo do gene GFAP nas diferentes
etapas estudadas.
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O gene Sox 2 (Figura 19) apresentou um aumento na expressao de 3,42 X
nas células neuroinduzidas e 2,24 X nas células neurodiferenciadas em relacao
as MSCs.
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Figura 19. Grafico de coluna representando a expres sdo do gene SOX2 nos diferentes

tempos estudados.
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A expressdo de alguns genes foi semelhante quando as etapas de

neurogénese e neurodiferenciacdo foram comparadas entre si.

Os genes ASCL1 (neuroinduzidas= 14,72X) (neurodiferenciadas= 14,75 X)
e NFL (neuroinduzidas= 19,22 X e neurodiferenciadas=18,91X) (Figura 20) nao
apresentaram diferencas significativas em suas expressdes, assim como 0S
genes STX1 (neuroinduzidas= 307,54 X e neurodiferenciadas=301,84X) e MAP1
(neuroinduzidas=31,61 X e neurodiferenciadas=32,31 X) (Figura 21). Entretanto,
novamente, tiveram suas expressdes aumentadas quando comparado com as

culturas na etapa MSCs.
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Figura 20. Gréafico de coluna representando a expres s&o dos genes ASCL1 e NFL nas

diferentes etapas estudadas.
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Figura 21. Grafico de coluna representando a expres sdo dos genesSTX1A e MAP1 nas
diferentes etapas estudadas.
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Na Tabela 2 esta apresentado um resumo da expressao relativa dos genes
marcadores de neurogénese nas etapas de inducéo e diferenciacdo com relacdo

a expressao nas culturas de células mesenquimais.
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Tabela 2. Resumo da expressao relativa* dos genes marcadores de neurogénese

nas culturas neuroinduzidas e neurodiferenciadas.

Gene Neuroinduzidas  Neurodiferenciadas
STX 1A 307,54 301,84
MAP1 31,61 32,31
NEURO D6 22,62 31,10

SOX 2 3,42 2,24

GFAP 11,45 6,20

ASCL 1 14,72 14,75

NFL 19,22 18,91

*dados representam a expressdo nas etapas com relacdo as

culturas mesenquimais.

Para andlise dos dados dos valores do ACt correspondentes aos niveis de

expressao génica foi aplicado o teste do qui-quadrado. Entretanto, como né&o foi

obtido significancia, na Tabela 3 estdo apresentados os dados descritivos das

medianas e intervalos interquartil.

Tabela 3. Mediana e intervalo interquartil dos dados do ACt para a expressao dos

marcadores de neurogénese.

Gene Mesenquimal Neuroinduzidas Neurodiferenciadas

STX 1A 1,15 (0,71-4,68) -5,73 (-7,23-4,88) -5,58 (-7,25-2,03)
MAP1 0,29 (0,15-2,15) -4,36 (-4,97-3,12)  -4,54 (-4,91-4,64)
NEURO D6 -4,07 [-4,20- (-1,38)] -8,27 [-8,33-(-0,82)]  -8,43 (-9,03-1,51)
SOX 2 4,20 (2,04-6,14) 2,04 (1,60-6,11) 2,43 (2,40-6,55)
GFAP 3,17 (2,86-4,06) -0,13 (-1,09-3,31) 1,24 (-0,42-4,43)
ASCL 1 2,42 (2,31-2,99) -1,04 (-2,40-4,50)  -1,83 (-1,95-5,86)

NFL -2,51[-3,10 - (-1,82)] -7,32[7,37- (-1,17)]  -7,28(-7,37-0,87)
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6.5 ATIVACAO DOS RECEPTORES RTKs NAS DIFERENTES AMOSTRAS E
ETAPAS ANALISADAS

Na Figura 22 esté representado um exemplo da avaliacdo da fosforilagéo.
O quadrado corresponde a duplicata da intensidade de fosforilacdo do receptor

EGFR e a seta mostra o controle positivo.

Figura 22. Fotografia da marcacéo da fosforilacdo e = m uma membrana.

(+)—>h.

o
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Para avaliar se houveram diferencas significativas, foi feito uma analise de
variancia (ANOVA) do numero médio de pixels para cada proteina nas diferentes
etapas em uma mesma amostra (Figuras 23, 24 e 25) e na mesma etapa entre as
diferentes amostras (Figuras 26, 27 e 28).

Quando a fosforilacdo detectada nas células mesenquimais foi comparada
com os niveis de fosforilagcdo das células neuroinduzidas ou neurodiferenciadas
da amostra 1, todos o0s receptores avaliados apresentaram diferenca
estatisticamente significativa com um aumento dos niveis nas etapas de
neuroinducao e neurodiferenciacdo. Entretanto, apos a neuroinducao os niveis de
fosforilacdo ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas, isto €, na
comparacao entre as culturas neuroinduzidas com as neurodiferenciadas (Figura
23).
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e de fosforilacdo do s receptores

Figura 23. Gréafico de barras representando a intensidad

nas diferentes etapas do estudo.
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Figura 24 . Gréfico de barras representando a intensidade de

nas diferentes etapas do estudo.
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Quando a fosforilacdo detectada nas células neuroinduzidas foi comparada
com os niveis de fosforilagdo das células neurodiferenciadas da amostra 2,
somente os receptores FGF R2, TRK B, VEGF R1 e EPH A6 ndo apresentaram
diferencas significativas (Figura 24).

Quando a fosforilacdo detectada nas células mesenquimais foi comparada
com os niveis de fosforilagdo das células neuroinduzidas da amostra 3, 0s genes
RYK, ROR 1, TRK A, Eph A6 e Eph A7 apresentaram niveis significativamente
distintos. Na comparagdo entre as culturas de células mesenquimais com as
neurodiferenciadas, somente os genes ROR 1, ROR2 e Eph A7 apresentaram
diferencas nos niveis de fosforilagdo estatisticamente significativas. Ainda, nas
culturas da amostra 3, diferencas significativas nos niveis de fosforilagdo foram
detectadas nos receptores: Erb B2, Erb B3, Trk A, Trk B, VEGF R1, Eph A7.

Figura 25. Gréfico de barras representando a intensidade de fosforilacdo do s receptores

nas culturas da amostra 3 nas diferentes etapas do estudo.
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Quando os niveis de fosforilagdo de cada receptor foram comparados entre

as trés amostras, nao foi detectada diferencas significativas nas culturas

mesenquimais (Figura 26).

Figura 26 . Grafico de barras representan do a intensidade de fosforilagdo do s receptores

nas culturas na etapa mesenquimal nas amostras 1 e 3.
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Entre as culturas neuroinduzidas (Figura 27) houve diferengca na
fosforilacdo dos receptores: FGF R2, ROR 2, Trk A, Trk B, VEGF R1 e Eph A7

(Tabela 2).
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Figura 27 . Gréfico de barras representando a intensidade de fosforilacdo do s receptores

nas culturas na etapa de neuroinducdo  nas amostras estudadas.
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Nas culturas neurodiferenciadas, niveis de fosforilagdo significativamente
distintos foram detectados em todos os receptores, com excec¢ao do FGF R2 e

RYK, como pode ser observado na Figura 28.

Figura 28 . Gréfico de barras representando a intensidade de fosforilacdo do s receptores

nas culturas na etapa de neurodiferenciacdo  nas amostras estudadas.
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Nas Tabela 4 estdo descritos os receptores cujos niveis de fosforilacdo
foram significativamente distintos em pelo menos uma das etapas de

diferenciacao avaliadas.

Tabela 4. Receptores com niveis de fosforilagdo distintos entre as amostras com
0s respectivos niveis de significancia em cada etapa analisada.

Proteina Neuroinduzida  Neurodiferenciada
ROR 2 p = 0,0013 p = 0,0002
Trk A p=0,0171 p = 0,0032
Trk B p = 0,0010 p = 0,0190

VEGFR 1 p = 0,0346 p =0,0277

Eph A7 p = 0,0010 p = 0,0006

FGF R2 p =0,0167 NS
Erb B2 NS p = 0,0105
Erb B3 NS p = 0,0042
ROR 1 NS p = 0,0030

VEGFR 2 NS p = 0,0017

Eph A6 NS p = 0,0240
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7 DISCUSSAO

A primeira fonte de células-tronco mesenquimais (MSCs) identificada foi a
medula 6ssea (CAPLAN, 1991). A partir dai muitos estudos mostraram que as
MSCs poderiam ser encontradas em uma grande variedade de tecidos. Além da
medula Ossea, estas células foram identificadas e isoladas do tecido adiposo
(ZUK et al., 2001), corddo umbilical (WANG et al.,, 2004b), polpa dental
(GRONTHOS et al., 2000), membrana sinovial (DE BARI et al., 2001), placenta
(MIAO et al., 2006), entre outros. Em uma comparacao entre o sangue e o tecido
do cordao umbilical, o numero de MSCs que podem ser obtidas a partir do tecido
€ superior ao numero obtido do sangue do corddo umbilical (SECCO et al., 2008).
Mesmo que a obtencdo das duas fontes ndo acarreta nenhum risco ou
desconforto para a parturiente e seu bebé, o tecido do cordao umbilical tem sido
considerado a melhor e mais rapida alternativa fonte de MSCs (SECCO et al.,
2009). Apesar disso, existem poucos estudos que empregaram as MSCs a partir
do tecido do cordao umbilical humano, sendo o sangue do corddo o mais utilizado
nas pesquisas (SECCO et al., 2008)(SECCO et al., 2009), assim como a medula
0ssea (MUELLER; GLOWACKI, 2001).

Este estudo foi desenvolvido a partir da obtencdo de tecido de trés cordbes
umbilicais distintos. Por meio do emprego de metodologias descritas na literatura
e adaptadas as condi¢gbes de cultura, foi possivel obter MSCs em quantidades
suficientes para o prosseguimento das andlises. As MSCs foram caracterizadas
conforme os critérios estabelecidos pela ISCT (DOMINICI et al., 2006). As trés
amostras comprovaram a plasticidade, através da inducdo quimica de
diferenciacdo. A morfologia celular foi alterada quando submetidas ao processo
de diferenciacdo adipogénica. Estas observacdes também foram descritas em
outros trabalhos, incluindo os de (RAGNI et al., 2013), (HAYWARD et al., 2013),
(AN et al., 2015), (CUI et al., 2015) e (PANEPUCCI et al.,, 2004). A inducédo

osteogénica também resultou na alteracdo de morfologia. Nédulos mineralizados
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corados pelo Alizarina Red S foram observados, assim como ja descrito por
(KADAM; BHONDE, 2010), (AMABLE et al., 2013), (HU et al., 2013), (WANG et
al., 2004a) e (CUIl et al., 2015).

As MSCs tem se mostrado promissoras para o0 tratamento de varias
doencas degenerativas por sua grande plasticidade que as tornam capazes de
originar diversos tipos celulares in vitro e in vivo (BARRY; MURPHY, 2004). Entre
as diversas aplicacdes das MSCs, estdo as doencas neurodegenerativas, para as
quais as células-tronco vém sendo consideradas como uma opcao, devido a sua
capacidade de diferenciacdo em tipos de neurbnios especificos ou de glia, o que
podera substituir as células perdidas em uma determinada doenca ou lesdo
neurolégica (MENDEZ-OTERO et al., 2009).

Um grande numero de métodos e meios de cultivo e uma grande
variabilidade nos resultados ja foram descritos com relagdo ao processo de
diferenciacéo neural in vitro com células obtidas de medula 6ssea (WOODBURY
et al., 2000), de tecido adiposo (FUJIMURA et al., 2005)(FRANCO LAMBERT et
al., 2009), de polpa dental (KERKIS et al.,, 2007)(ARTHUR et al.,, 2008), de
sangue de corddo umbilical (SECCO et al., 2008)(SECCO et al., 2009), dentre
outras. Entretanto estudos empregando células obtidas de tecido de corddo

umbilical ainda sao limitados.

No presente estudo, foi possivel observar mudancas morfolégicas
confirmadas por meio da expressdo de marcadores das estruturas neuronais. No
entanto, um neurénio maduro no SNC nao pode ser definido como tal por suas
caracteristicas citologicas, nem pela expressdo 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 acdo e, assim,
comunicar-se com outras células através de neurotransmissores nas sinapses
(LU; TUSZYNSKI, 2005). Embora neste estudo nao tenha sido possivel a
continuidade e comprovagao da funcionalidade neuronal, outras propriedades e
caracteristicas especificas de células neurais foram detectadas. As células em um
processo inicial de neurodiferenciacdo também possuem um papel importante na
medicina regenerativa podendo ser aplicadas para a prevencdo de doencas. Na

revisdo de Lu e Tuszynski (2005) foram apresentados alguns estudos que
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demonstraram que neurdnios funcionalmente maduros podem ser gerados in vitro
a partir de células tronco embrionarias (ES) e/ou células tronco adultas (LU;
TUSZYNSKI, 2005). Segundo Croft et al.,, (2006), 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 néo diferenciadas (CROFT; PRZYBORSKI, 2006). Estes achados
corroboram a hip6tese de que as células, em um processo inicial de
diferenciagcdo, como no presente estudo, podem ser capazes de completar o

desenvolvimento in vivo e trazer beneficios na regeneragdo dos tecidos.

O processo de diferenciacdo neural € acompanhado pela expressédo de
marcadores moleculares, como de células-tronco neurais (Ascll, Neuro D6), de
neurénios (MAP1, NFL, Stx1A) e de astrocitos (GFAP) (REDWINE; EVANS,
2002).

O fator de transcricdo Sox esta envolvido na especificacéo, diferenciacéo e
maturacdo das ES. Para conduzir a neurogénese, ha uma ligacdo de Sox com um
conjunto de potencializadores génicos. Inicialmente, o Sox auxilia a pré-selecionar
genes neurais e, a seguir, assegura a ativacdo dos precursores neurais e
neurdénios. O Sox 2 é necessario para o estabelecimento de ES, mantendo a sua
pluripoténcia, garantindo sua auto-renovagao. Este gene faz parte da combinacéao
de fatores de transcricdo que sdo capazes de restabelecer as caracteristicas
pluripotentes de células-tronco em células terminalmente diferenciadas. O Sox 2
liga-se a varios locais no genoma atuando como um fator precursor nas ES.
Adicionalmente, o Sox 2 tem outras funcdes durante o desenvolvimento: é
fortemente expresso em todo o0 neuroectoderma e nas células precursoras
neuronais e pode ser encontrado em células precursoras neuronais que persistem
como células-tronco neurais nos nichos neurogénicos do cérebro adulto
(WEGNER, 2011). Todas essas afirmacdes corroboram com o0s niveis de
expressao desse gene detectado nas culturas do presente estudo tendo
aumentado sua expressao nas culturas neuroinduzidas e reduzindo nas culturas
neurodiferenciadas, mas sempre em maior quantidade quando comparado as

culturas mesenquimais.
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O gene ASCL1, é um fator de transcricdo envolvido no comprometimento
neuronal,é um gene pro-neural que codifica um grupo de proteinas bHLH que
atuam como reguladores transcricionais com func¢ao fundamental na diferenciacao
neuronal. Durante a embriogénese € essencial para diferenciagdo neural além de
ser um fator chave para a reprogramacao de fibroblastos em neurdnios funcionais
in vitro (KIM et al., 2011). O ASCL1 se restringe a zona ventricular no tubo neural
e € conhecido por ser necessério para a diferenciagdo neuronal e a especificacdo
de subconjuntos de neurbnios em diversas regides do sistema nervoso
(BATTISTE et al., 2007). Os resultados aqui obtidos mostraram que o ASCL1 foi

expresso igualmente nas duas etapas.

O gene Neuro D6 é expresso, especificamente no sistema nervoso com
niveis mais elevados na placa cortical do cérebro. Este gene pode estar envolvido
na diferenciacdo e manutencdo de células neurais. No sistema nervoso em
desenvolvimento, Neuro D6 € expresso na placa cortical, onde as células neurais
maduras estdo presentes, e na zona intermédia, mas ndo na zona ventricular, em
gue as células precursoras neurais estdo a dividir. Neuro D6 é também expresso
no cérebro adulto, onde a neurogénese ja esta completada (SHIMIZU et al.,
1995)(MONTZKA et al., 2009). Neste estudo, foi possivel comprovar, mais uma
vez, que este gene € um marcador de maturidade neural pois sua expressao

estava ainda maisaumentada nas culturas neurodiferenciadas.

O marcador neural MAP1 apresentou 0s mesmos niveis de expressao nas
células neuroinduzidas e neurodiferenciadas. Provavelmente, por se tratar de
proteinas de microtubulos, ndo é possivel que, no processo de neurogénese esta
proteina possa ser dispensada. De fato, MAP1 e MAP2, sdo as MAP mais
abundantes no cérebro e estdo localizadas, principalmente, nos compartimentos
somato-dendriticos dos neurénios (GOEDERT; CROWTHER; GARNER, 1991). A
MAP1 é também componente principal nas ligagdes cruzadas entre microtubulos
ou entre microtubulos e outros componentes do citoesqueleto nos dendritos,
como ja revelado por métodos de microscopia (SHIOMURA; HIROKAWA, 1987).
A expressdao de MAP1 resulta na agregacao intracelular de microtubulos,
manutencdo da morfologia neuronal e formacédo e crescimento de neuritos em
células ndo-neuronais (GOEDERT; CROWTHER; GARNER, 1991).
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O GFAP é um marcador de células acessorias da glia ja bem estabelecido
desde a década de 80 como marcador de astrécitos do SNC, de glia, de células
de Schwann e de células satélites ganglionares (ENG, 1985)(JESSEN; THORPE;
MIRSKY, 1984). Sua localizagdo é no citoesqueleto (HANSSON; RONNBACK,
2003). Assim como Jadhay et al., (2011), que sugeriram que as ce€lulas gliais ndo
expressam esta proteina nos estagios iniciais e nem finais do desenvolvimento
(JADHAV; ROESCH; CEPKO, 2011), o presente estudo mostrou uma maior
expressdo de GFAP nas células neuroinduzidas, reduzindo nas culturas
neurodiferenciadas. Esses achados também sao corroborados por Song et al.,
(2002), que demonstraram que nos astrocitos em desenvolvimento, o GFAP é

mais expresso pois € um componente importante do citoesqueleto (SONG;
STEVENS; GAGE, 2002).

Os neurofilamentos séao filamentos intermediarios de neurbnios que
conferem rigidez, resisténcia e orientacdo para 0 transporte intracelular de
axonios e dendritos (LIU et al., 2004). S&do marcadores amplamente utilizados
para os neurdonios (MONTZKA et al, 2009) e possuem trés subunidades
expressas em fases distintas do desenvolvimento. Segundo (LIU et al., 2004), o
NFL é expresso no inicio da diferenciagcdo neuronal. Assim, espera-se detectar
sua presenca em todas as etapas da neurogénese como foi observado nas

células neuroinduzidas e neurodiferenciadas do presente estudo.

As sintaxinas (Stx) sdo proteinas especificas do sistema nervoso
relacionadas com o ancoramento das vesiculas sinapticas, crescimento axonal e
migracdo neural (BENNETT et al., 1993) (ULLOA et al., 2015). Tem sido
relacionada a progressao e invasao de tumores de glioblastomas (ULLOA et al.,
2015). Surpreendentemente, no presente estudo sua expressao foi trezentas
vezes mais elevada nas culturas neuroinduzidas e neurodiferenciadas, do que
nas culturas mesenquimais provavelmente refletindo a intensa atividade

proliferativa desencadeada durante a neurogénese.

Neste estudo a fosforilagdo dos receptores tirosina quinases foi investigada
durante o processo de neurogénese, isto €, desde a célula mesenquimal,
passando pela etapa de neuroinducdo e finalmente no final da etapa de

neurodiferenciacéo.
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A proteina ROR 2 atua como um receptor ou co-receptor
na via de Wnt (ENDO et al., 2012) e tem como funcéo regular diversos processos
biolégicos, incluindo a proliferacdo celular, diferenciagdo, migracéo, polaridade e
crescimento axonal (CADIGAN; NUSSE, 1997). ROR 2 é expressa no sistema
nervoso em desenvolvimento, incluindo o neocértex (AL-SHAWI et al., 2001).
Esta ativacao foi também detectada neste estudo, nas culturas neuroinduzidasdas

amostras 1 e 3.

Os receptores Eph séo proteinas de membrana com 14 membros distintos,
que estao presentes em diversos tipos celulares embrionarios e que participam de
varios processos do desenvolvimento e idade adulta. Estes processos vao desde
o direcionamento da migracdo celular por estimulo ou repulsdo, associacdo a
moléculas de adesdo e do citoesqueleto, angiogénese e direcionamento da
formacdo neuronal do SNC e periférico (KRULL et al., 1997). Como RTKs, o0s
Ephs possuem dominios intracelulares envolvidos na transducdo de sinal. A
familia Eph é a maior entre as familias de RTK. O Eph A7 tem um papel
importante no desenvolvimento embrionario sendo expresso antes do fechamento
do tubo neural, nas bordas da placa neural em embriées de galinha (ARAUJO;
NIETO, 1997). Eph A7 € um mediador ativo e complexo de maturagédo e funcao
neuronal cortical (CLIFFORD et al.,, 2014). Entretanto, no presente estudo os
niveis de fosforilacdo do Eph A7 foram mais elevados na etapa de neuroinducao
tendo seus niveis reduzidos nas culturas neurodiferenciadas, talvez isso implique
em uma funcdo anterior a maturidade neuronal como ja descrito por alguns
autores citados acima que sugerem uma acdo deste receptor também nos

estagios inicias do desenvolvimento.

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) tem um papel
importante no desenvolvimento e na funcdo dos sistemas circulatério e nervoso,
exercendo efeitos troficos e de protecdo dos neurbnios (GREENBERG; JIN,
2014). Esta envolvido na sinalizacdo vascular (PIERCE et al., 1995) e a sua
suplementacdo exogena sustenta a sobrevivéncia de células neuronais e gliais
depois de lesdes toxicas e isquémicas (MATSUZAKI et al., 2001). Este fator de
crescimento induz a neurogénese em células progenitoras neuronais in vitro e in

vivo (JIN et al., 2002) e facilita tanto a mobilizacdo de células quanto a
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revascularizacdo (KWAK et al., 2000). Entre os RTKs, o receptor do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGFR) foi originalmente identificado por seu
papel crucial no desenvolvimento, manutencdo e funcdo do sistema vascular
(SCHNEIDER; SCHNEIDER; PLATE, 2013). Este RTK esta vinculado aos
membros da familia VEGF que contém seis glicoproteinas homologos distintas. O
VEGFR-1 ndo produz um forte sinal mitogénico e modula negativamente a
proliferacdo de células endoteliais durante o desenvolvimento embrionario
(ROBERTS et al., 2004). Em células neuronais maduras, ele estd envolvido na
sobrevivéncia e sinalizacdo (SCHNEIDER; SCHNEIDER; PLATE, 2013). Este
efeito também pode ser observado nas culturas das amostras 2 e 3, onde os
sinais de fosforilagcdo estavam aumentados tanto no VEGFR1 quanto no
VEGFR2. Em efeito inverso foi detectado nas culturas da amostra 1 em ambos

receptores.

As neurotrofinas compreendem uma familia de proteinas secretadas, em
sua maioria, pela via dependente de calcio, capazes de promover o crescimento,
proliferacao, diferenciagéo, sobrevida e a mielinizagdo de neurdonios do SNC e
periférico, dentre outros efeitos (AREVALO; WU, 2006). As acdes exercidas pelas
neurotrofinas sdo mediadas por dois tipos principais de receptores membranares,
0os RTKs do tipo Trk (quinase relacionada a tropomiosina) e o receptor p75,
pertencente a familia de receptores do fator de necrose tumoral. O gene Trk
confere a ativacado constitutiva da atividade da tirosina quinase de induzir a
proliferacdo continua das células (HUANG; GRONTHOS; SHI, 2009). Os
receptores Trks sao divididos em subtipos, TrkA, TrkB e TrkC. As neurotrofinas
possuem certo grau de seletividade para os subtipos de receptores Trk, sendo
gue o NGF (fator de crescimento do nervo) é mais seletivo para o subtipo TrkA, o
BDNF (fator neurotrofico derivado do cérebro), NT-4 (neurotrofina 4) e NT-5
(neurotrofina 5) se ligam preferencialmente ao subtipo TrkB e, por fim, a NT-3
(neurotrofina 3) se liga mais seletivamente ao subtipo TrkC (ZAMPIERI; CHAO,
2006). Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, os niveis de NT3 (Trk C)
sdo maiores nas fases iniciais e diminuem ao longo do desenvolvimento. O
contrario ocorre com BDNF (Trk B) e NGF (Trk A), cuja expressao aumenta

durante o desenvolvimento. Estas trés moléculas estdo expressas no hipocampo
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adulto (HUANG; GRONTHOS; SHI, 2009)(MAISONPIERRE et al., 1990).
Resultados discordantes foram obtidos nesta investigacdo onde a fosforilacdo do
TrkA e TrkB estava aumentada nas culturas neuroinduzidas e reduzida apés
neurodiferenciacao, isto €, o perfil de fosforilacdo aqui observado foi similar ao

descrito na literatura para o TRK C.

A associacgao do receptor Erb B com seu ligante (NRGL1) regula as funcdes
e 0 comportamento neuronal, incluindo a proliferagéo, diferenciacdo, migragéo de
células progenitoras neurais e células gliais, bem como a mielinizagéo,
sinaptogenese e plasticidade sinaptica. (SATO et al., 2015), demonstraram que a
sinalizacdo por meio do receptor Erb B estimula a divisdo celular produzindo
neurdnios, a partir de células progenitoras neurais no cérebro dos vertebrados. No
presente estudo, resultados inconclusivos com relagédo aos niveis de fosforilacao
foram obtidos. Por exemplo, nas amostras 1 e 2 houve reducdo na fosforilacéo,
tanto do Erb B2 quanto Erb B3, nas células mais maduras, isto &,
neurodiferenciadas. Entretanto, um padréo inverso foi detectado nas culturas da

amostra 3.

Poucos estudos tém demonstrado a importancia do FGFR no
desenvolvimento neuronal, muitos deles associando sua funcdo com a do EGFR.
Aparentemente, ambos receptores sdo expressos nas células tronco precursoras
neurais (NSCs) em r4pida proliferacdo. Em modelos animais nocautes, a infusao
dos ligantes FGF ou EGF no cérebro é capaz de restabelecer e promover a
proliferacdo das NSCs, confirmando sua funcdo central na neurogénese
(SUTTERLIN et al., 2013). Neste estudo, somente durante a fase de

neuroinducdo houve discrepancias nos niveis de fosforilagdo deste receptor

O receptor Ryk desempenha uma fungé&o primordial na orientacédo do
crescimento axonal durante o desenvolvimento do sistema nervoso central de
mamiferos, principalmente quando associado a um de seus ligantes, o Wnt.
Alguns estudos mostraram que a ativagdo do Ryk causa uma quimiorepulsao
axonal e coordena o estabelecimento espacial dos ax6nios principais como no
corpo caloso e trato corticoespinhal. Além disso, as interagcdes Ryk-Wnt sdo
fundamentais na orientacdo espacial dos axbénios das células ganglionares da

retina para a regido lateral do teto éptico no cérebro de embrides de galinha
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(KEEBLE; COOPER, 2011). Provavelmente, as funcbes do Ryk nas células do
sistema nervoso central sd0 mais necessarias Nnos estagios posteriores a
neurodiferenciagdo, isto €, maturagdo neural. Nas amostras 2 e 3 este receptor
encontrava-se mais fosforilado nas culturas neurodiferenciadas. Possivelmente,
seus niveis de fosforilagcdo estariam mais aumentados ainda se estas culturas
fossem direcionadas a diferenciacdo terminal em tipos neuronais especificos.
Ainda, surpreendentemente, este foi o Unico receptor que ndo apresentou
alteracdes significativas nos seus niveis de fosforilacdo entre as trés amostras
estudas e nas células das trés diferentes etapas de diferenciacdo estudadas, isto
€, Células tronco mesenquimais, células neuroinduzidas e células

neurodiferenciadas.

Finalmente, os dados obtidos no presente estudo estdo de acordo com
outros publicados na literatura, como os relatados por (MONTZKA et al., 2009).
Esses autores apontam uma grande variacdo entre doadores com relacdo a
expressdo de genes neurais corroborando a heterogeneidade das células
mesenquimais humanas, neste caso derivadas de medula Ossea. Este fato
podera dificultar a possibilidade do emprego dessas células na medicina
regenerativa, tornando sua aplicacao tdo complexa quando os transplantes, do
ponto de vista da histocompatibilidade. Entretanto, o transplante autélogo

permanece a melhor estratégia.
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8 CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente estudo indicam que:

- células-tronco mesenquimais podem ser obtidas de tecido de corddo

umbilical humano;

- as ceélulas-tronco mesenquimais obtidas de corddo umbilical possuem

plasticidade para neuroinducéo e neurodiferenciacéo;

- entre 0s genes envolvidos na neurogénese, o STX 1A encontrava-se mais

expresso, ao passo que o SOX 2 apresentou menor nivel de expressao;

- todos os receptores analisados apresentaram niveis de fosforilacao

aumentado em relacdo as células tronco mesenquimais;

- quando os niveis de fosforilagdo foram comparado entre as diferentes

etapas da neurogénese, houve grande variagéo;

- na comparacdo entre as amostras, os niveis de fosforilacdo dos

receptores tirosina quinases aqui investigados também foram variaveis;

- somente o0 receptor Ryk ndo apresentou variagdo entre os niveis de

fosforilacdo entre as amostras e as etapas da neurogénese.
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9 PERSPECTIVAS

Novas estratégias de analise dos dados obtidos neste estudo ainda serédo
realizadas, pois das 49 proteinas receptoras, até o0 momento apenas doze foram

avaliadas.

Adicionalmente, sera verificado se ha relacdo entre os niveis de

fosforilacdo dos RTKs com a expressdo dos genes marcadores neurais.

Considerando o custo dos materiais utilizados para este estudo, apés uma
analise mais detalhada, e se for possivel definir poucos receptores que
fundamentais para o processo de neurogénese, técnicas alternativas e de menor
custo poderdo ser empregadas para uma avaliagdo de um maior nimero de
amostras na tentativa de definir as funcbes temporais e especificas dos

receptores.

Ainda, 0 emprego dessas mesmas estratégias em culturas induzidas a
diferenciacdo tipos neuronais distintos, podera fornecer dados adicionais para a
melhor compreensdao e manejo das células neurais em estados fisiologicos e

patoldgicos.
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ANEXO 1 - APROVACAO DA COMISSAO CIENTIFICA
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

CONSENTIMENTO PARA DOAGAO DE SANGUE E/OU TECIDO DE CORDAO UMBILICAL
PARA REALIZACAO DO PROJETO DE PESQUISA:

“NEURODIFERENCIAGAO DE CELULAS-TRONCO DE CORDAO UMB ILICAL HUMANO.”

A — PROPOSTA DO PROGRAMA: Vocé estd sendo convidado a participar do projeto de
pesquisa: “Neurodiferenciacéo de células-tronco de cordao umbilical humano”.

B — OBJETIVOS DO PROGRAMA: Durante a gravidez, o oxigénio e nutrientes essenciais
passam do sangue materno para o bebé através da placenta e do cordao umbilical. Ap6s o parto,
0 sangue que permanece no corddo umbilical e na placenta é geralmente descartado assim como
o corddo umbilical. Este sangue contém um grande ndmero de células-tronco, que sao células
jovens, que conseguem se reproduzir. Pesquisas em andamento buscam utilizar essas células na
regeneracao de 6rgdos, como o coragdo e o cérebro, pois estas células podem se transformar em
diversas outras células, tais como, células sanguineas, musculares e nervosas (neurfnios). A
coleta ocorrera apos o nascimento do seu bebé e ndo afetard de nenhuma maneira o parto ou os
cuidados dispensados ao seu filho. O objetivo deste trabalho € avaliar se as células-tronco de
corddo umbilical humano podem transformar-se em células nervosas para o tratamento de
doencas neuroldgicas de diversas ordens. Com a sua permisséo, o sangue do corddo umbilical de
seu filho assim como o tecido do cordao umbilical podera ser usado para os objetivos citados
anteriormente. O sangue do corddo umbilical de seu filho ndo sera usado para doagdo para
pacientes que precisam de transplante, sera apenas para pesquisa.

C - RISCOS E DESCONFORTOS ESPERADOS: N&o existe qualquer tipo de risco ou
desconforto para vocé ou para o seu bebé na participacdo do programa. O sangue coletado da
placenta e o tecido do corddo umbilical ndo sdo necessarios para o seu bebé apos o nascimento,
uma vez que este material seria descartado. Todas as informacgBes coletadas serdo mantidas
confidenciais. Nem vocé e nem o seu bebé serdo identificados em qualquer publicacdo dos dados.

D — BENEFICIOS: O unico beneficio em participar deste programa é que, doando o sangue da
placenta de seu bebé ou o tecido do corddo umbilical para a pesquisa, vocé podera ajudar-nos a
conhecer o tratamento de lesdes no cérebro com o uso de células-tronco de corddo umbilical.

E — CUSTOS: Nao havera, para o participante, nenhum custo com a realizacdo da pesquisa
proposta. Caso vocé decida ndo participar do programa, ndo sofrera nenhum prejuizo no
atendimento dispensado a vocé e a seu filho. A decisdo de ndo participar do programa néo ira
afetar o seu atendimento no hospital.

F — TERMO DE PARTICIPACAO: Assuntos de importancia para vocé serdo esclarecidos antes do
consentimento ser assinado. Vocé e seu bebé nao sofrerdo nenhum prejuizo em seu atendimento
no hospital caso nao queira participar da pesquisa. Para dlvidas ou esclarecimentos, a senhora
podera entrar em contato com a pesquisadora Rachel Dias Molina pelo telefone 51 84309004 ou
pelo email rachelmolinal6@hotmail.com ou através do Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS
pelo telefone 3320 3345.
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G — ALTERNATIVAS PARA PARTICIPACAO: Vocé pode decidir ndo doar o sangue da placenta
de seu filho ou o tecido do corddo umbilical para o projeto. Caso decida ndo participar do
programa, o sangue da placenta ou o tecido ndo sera coletado, serd desprezado, ndo sendo
utilizado na pesquisa.

CONSENTIMENTO PARA DOAGAO DE SANGUE E/OU TECIDO DO CORDAO UMBILICAL

Declaro que li as informacfes anteriormente descritas a respeito do projeto de pesquisa
“Neurodiferenciacdo de células-tronco de corddo umbilical humano” e tive a oportunidade de
esclarecer todas as minhas duvidas.

Aceito participar da doacdo de sangue e/ou tecido do corddo umbilical para o projeto proposto,
com o objetivo de pesquisa, ndo sendo usado para doacao. Este material podera ser depositado,
armazenado e utilizado durante o prazo de vigéncia do projeto.

Nome da Mae Assinatura do Pesquisador

Assinatura da Mae Data
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Anexos

ANEXO 3 - TABELA COM VALORES DE “p”

Tabela 1. Valores de p obtidos nas comparacfes das  culturas da amostra 1.

Erb B2 0,0074 0,0120 0,1306

FGF R2 0,0040 0,0147 0,1662

ROR 1 0,0213 0,0061 0,0916

Trk A 0,0069 0,0014 0,7603

VEGF R1 0,0150 0,0099 0,5636

Eph A6 0,0044 0,0004 0,6970

Células tronco mesenquimais:MSCs; neuroinduzidas:NI ;neurodiferenciadas:ND.
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Tabela 2. Valores de p obtidos nas
comparacbes das culturas da

amostra 2.

Erb B2 0,0171

FGF R2 0,5528

ROR 1 0,0164

Trk A 0,0172

VEGF R1 0,0507

Eph A6 0,0803

Células neuroinduzidas:NI; neurodiferenciadas: ND.
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Tabela 3. Valores de p obtidos nas comparacfes das  culturas da amostra 3.

Erb B2 0,0505 0,4134 0,0392

FGF R2 0,6855 0,1215 0,2285

ROR 1 0,0229 0,0128 0,4768

Trk A 0,0007 0,5582 0,0278

VEGF R1 0,1486 0,4930 0,0454

Eph A6 0,0442 0,6335 0,2450

Células tronco mesenquimais:MSCs; neuroinduzi  das:NI; neurodiferenciadas: ND.
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Tabela 4. Valores de p obtidos nas
comparacgfes entre as amostras 1 e 3

das culturas mesenquimais.

Erb B2 0,6731

FGF R2 0,9463

ROR 1 0,7965

Trk A 0,9998

VEGF R1 0,5802

Eph A6 0,9234
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Tabela 5. Valores de p obtidos nas

comparacdes entre as amostras 1, 2 e 3

das culturas neuroinduzidas.

Erb B2 0,1643

FGF R2 0,0167

ROR 1 0,2248

Trk A 0,0171

VEGF R1 0,0346

Eph A6 0,3468
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Tabela 6. Valores de p obtidos nas
comparacfes entre as amostras 1 e 3 das
culturas mesenquimais.

Erb B2 0,0105

FGF R2 0,2513

ROR 1 0,0003

Trk A 0,0032

VEGF R1 0,0277

Eph A6 0,0240




