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RESUMO

Estudos tém mostrado a possibilidade da ocorréncia de plasticidade carcinogénica em
células tronco, nas quais certo nimero de genes ativados no processo de diferenciacao
normal poderia estar envolvidos com a carcinogénese. A participacdo de elementos
genéticos envolvidos com renovagdo tecidual e/ou diferenciagdo de células-tronco poderia
ser uma das causas da origem do cancer a pertir de células tronco adultas. Para testar essa
hipétese, primeiramente padronizamos um sistema-modelo no qual células-tronco
mesenquimais humanas (MSC) de duas fontes diferentes (medula dssea ou corddao umbilical)
foram isoladas, cultivadas e diferenciadas in vitro sobre estimulos quimicos com beta-
glicerofosfato, dexametazona e acido ascérbico. Em segundo lugar, estudamos os perfis de
expressao génica em grande escala durante o processo de diferenciacdo (24 h a 21 dias)
dessas células utilizando o método de cDNA microarrays. Analise de dados utilizando
programas de bioinformatica dedicados a microarrays como o Cluster-Tree View permitiu
identificar assinaturas de expressdo génica particulares de células MSC controle e daquelas
em diferenciacdo. Para termos assesso as possiveis interacdes entre os genes expressos e
envolvidos com o processo carcinogénico, reanalizamos os dados utilizando o programa
GeneNetwork, o que permitiu a reconstrugao de redes transcricionais a partir dos dados
atuais de microarrays. Foram comparadas células MSC indiferenciadas com aquelas em

diferenciacdo in vitro durante os tempos de 24h, 48h e 7 dias. Com esses dados,



reconstruimos redes de regulagdo transcricionais. As entdao chamadas “redes génicas”
permitiram identificar aqueles nds génicos particulares e comuns, dependendo da origem
das células tronco (medula dssea ou corddo umbilical), todos envolvidos com carcinogénese.
Dentre os nds génicos comuns, foi possivel identificar aqueles que mostraram grande
numero de interagdes como PRKDC e GNG12. Dentre os nds exclusivos de MSC de medula
Ossea foram identificados os genes ALCAM e TP53. Aqueles que identificaram as células MSC
de corddo umbilical foram NRCAM e PI3K1. Todos esses nds génicos sdo considerados como
elementos importantes no controle da carcinogénese. Além disso, a identificacdo de
seqliéncias que interagem com fatores de transcricdo que participam das redes génicas
obtidas reforca a possibilidade da ocorréncia das interacGes propostas. Esses resultados
permitem uma idéia panoramica do mecanismo de controle observado nas MSC os quais
estdo envolvidos com a diferenciacdo normal e com a carcinogénese em dois niveis; 1)
mecanismo de interacdo transcricional entre mRNAs e 2) seus elementos genéticos
reguladores (fatores de transcricdo). Essas observacbes mostram a participacdo de
elementos genéticos (MRNAs e fatores de transcri¢cdo) os quais dependendo do controle fino
da cascata de interacdes poderao decidir o destino das células tronco a diferenciacdo normal

Ou ao cancer.

Palavras chave: célula-tronco mesenquimal, diferenciacdo osteogénica, cancer, redes

transcricionais géncias, expressao génica.
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ABSTRACT

Studies have showed the possibility of carcinogenic plasticity in adult stem cells in
which a number of genes activated in normal cellular differentiation process might be
involved in carcinogenesis. The participation of genetic elements involved with normal self-
renewal and/or differentiation of stem cells might be one of causes of cancer origin from
adult stem cells. To test this hypothesis we firstly setup a model-system in which human
mesenchymal stem cells (MSC) from two different origins (bone-marrow or umbilical cord)
were isolated, cultured and differentiated in vitro under chemical stimuli with beta-
glycerophosphate, dexamethazone and ascorbic acid. Secondly, the large scale gene
expression profile during the differentiation process (24h to 21 days in culture) of these cells
was studied by using the cDNA microarray method. Data analysis using dedicated microarray
bioinformatics programs as SAM (significance analysis of microarrays) and Cluster-Tree View
have permitted to identify particular expression signatures identifying control MSC or
differentiating cells. In order to assess the possible interactions among the expressed genes
involved in the carcinogenic process, we reanalyzed the data using the GeneNetwork
program allowing reconstructing transcriptional networks from actual microarray data. Were
analyzed the expression of transcripts (mRNAs) involved in carcinogenic pathways. Were
compared undifferentiated MSC with in vitro differentiating cells in time points of 24h, 48h
and 7 days. With these data, we reconstructed transcriptional regulation networks. The so-

called gene networks allowed identifying those particular or common gene nodes depending



on cellular origin (bone marrow or umbilical cord MSC), all involved with carcinogenesis.
Among the common gene nodes, it was possible to identify those featuring large number of
interactions such as PRKDC and GNG12. Among the particular nodes exclusive for bone
marrow MSC were identified the genes ALCAM and TP53. Those identifying umbilical cord
MSC were NRCAM and PI3K1. All these gene nodes are considered as important elements
controlling carcinogenesis. Moreover, the identification of sequences interacting with
transcription factors participating in the gene networks obtained, reinforce the possibility for
the occurrence of the proposed interactions. These results allow a panoramic idea for the
controlling mechanism found in mesenchymal stem cells involved with normal
differentiation and carcinogenesis at two levels; 1) transcriptional interaction mechanism
between mRNAs and 2) their genetic regulatory elements (transcription factors). These
observations show the participation of genetic elements (mRNAs and transcription factors),
which depending on the fine cascade control may decide the stem cell fate to normal

differentiation or cancer.

Key words: mesenchymal stem cells, osteogenic differentiation, cancer, gene networks and

gene expression.
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1. INTRODUCAO

1.1. Conceitos basicos sobre as células-tronco

As células-tronco apresentam trés caracteristicas que as definem, ou seja, (a) sao
células indiferenciadas e ndo-especializadas; (b) sdo capazes de se multiplicar por longos
periodos mantendo-se indiferenciadas, de forma que um pequeno nimero possa originar
uma populacdo de células semelhantes e (c) sdo capazes de se diferenciar em células
especializadas de um tecido em particular (ZAGO; COVAS, 2006).

Além disso, é possivel classificar as células-tronco segundo seu potencial de
diferenciacdo e sua origem. Com relacdo ao seu potencial de diferenciacdo, estas podem ser
totipotentes, pluripotentes, multipotentes ou oligopotentes, podendo se diferenciar em
todos os tecidos embrionarios, nos tecidos das trés camadas germinativas, na maioria dos
tecidos adultos de um determinado érgdo ou em alguns tecidos especializados,
respectivamente. Ja com relacdo a sua origem e propriedades bioldgicas, as células-tronco
podem ter origem embriondria ou somatica (adulta) (ZHANG et al., 2006).

Dentre os tipos de células-tronco adultas, as mesenquimais (MSCs do inglés
mesenchymal stem cells) vém despertando particular interesse. A facilidade de isolamento e
a possibilidade de expansao in vitro, as tornam uma ferramenta terapéutica estratégica no
contexto da terapia celular e génica (MINGUELL et al., 2001). As células-tronco, incluindo as
MSCs, representam uma importante promessa de terapia celular e tem sido alvo de grande
debate na midia no mundo todo. As propriedades que caracterizam essas células, e que ndo

ocorrem nas células maduras, tém sido vistas como uma ferramenta para o tratamento de
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um largo espectro de doengas que nao sao efetivamente tratadas por métodos tradicionais
(MAYHALL et al., 2004).

Essas células foram inicialmente isoladas de células derivadas da medula éssea por
FRIEDENSTEIN (1968), e caracterizadas como células clonogénicas e fibroblastéides. Apesar
de muitas controvérsias acerca das caracteristicas basicas e de marcadores de superficie que
as  caracterizem, a Sociedade Internacional de Terapia  Celular  (ISCT

www.celltherapysociety.org) propds trés critérios para definir uma célula-tronco

mesenquimal (DOMINICI et al. 2006):

1. As MSCs devem ser aderentes ao plastico quando mantidas em cultura.

2. A populagdo de MSCs deve ser positiva para antigenos CD105, CD73 e CD90 e
negativa para antigenos da linhagem hematopoiética CD45, CD34 e marcadores de
mondcitos, macréfagos e células B.

3. As células devem ser capazes de se diferenciar em osteoblastos, condroblastos e
adipdcitos. A diferenciacdo deve ser demonstrada por protocolos bem estabelecidos
e aceitos internacionalmente.

Apesar de ainda polémicos, alguns estudos tém apontado evidéncias de que as
células-tronco mesenquimais possuem a capacidade de diferenciacdo em outros tipos
celulares além dos trés tipos citados. S3o necessarios mais estudos para avaliar a
plasticidade das células-tronco adultas por meio de protocolos reprodutiveis (ZAGO; COVAS,
2006).

Hoje estd bem demonstrado que ndo somente a medula dssea, mas outros tecidos
humanos possuem células-tronco, e estas constituem uma reserva no caso de lesdo ou
desgaste para a remodelacdo do tecido de injuria. Diversos grupos tém isolado células-

tronco mesenquimais de praticamente todos os tecidos adultos. DA SILVA MEIRELES et al
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(2006) isolaram MSCs de cérebro, timo, figado, pancreas, rim, musculo e pulmdes de
camundongos adultos. Além disso, o corddao umbilical humano tem sido grande fonte de
células-tronco mesenquimias mais jovens, e, portanto, com maior potencial de diferenciagao
(ERICES; CONGET; MINGUEL et al. 2000). As isoladas do tecido adiposo humano também tém
sido consideradas uma opc¢ao promissora (ZUK et al. 2002).

Varios estudos clinicos e em modelos animais empregaram as células-tronco
mesenquimais. Porém, na pratica, a terapia com células-tronco adultas restringe-se a poucas
doencas. GIORDANO et al. (2007) descreveram os progressos significativos envolvendo o
tratamento de doencas cardiovasculares como infarto agudo do miocardio e isquemia,
osteogénese imperfeita, doencas neuroldgicas como esclerose amiotrofica lateral,
recuperacdo de pacientes pds-transplantados, sindrome de Hurler e periodontite. O site

(http://clinicaltrials.gov/) do National Institute of Health (NIH, USA) oferece informacdGes

atualizadas acerca de diversos estudos clinicos em andamento no mundo. Ao realizar uma
busca com a palavra chave mesenchymal stem cells encontramos que os seguintes estudos
clinicos estdo em andamento: doenga de Crohn, diabetes do tipo | e Il, lUpus eritematoso
sistémico, esclerose multipla, osteonecrose, nefrite, doencas pulmonares cronicas,
hipercolesterolemia, infarto do miocardio e queimaduras.

Além disso, muitos estudos tém se voltado para a possibilidade de ocorréncia de
GVHD (graft versus host disease). Entende-se por GVHD como uma forma de rejeicdo na qual
as células transplantadas passam a atacar tecidos ou 6rgdos, tais como o trato digestério, a
pele e o figado. Em geral, transplantes alogénicos realizados com células-tronco
hematopoiéticas (HSCs) ocasionam GVHD, o que ndo ocorre quando co-transplantadas com
MSCs. As células-tronco mesenquimais escapam do sistema imune uma vez que, na auséncia

de estimulos especificos, estas ndo expressam antigenos HLA de classe Il na superficie. Além
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disso, essas células exercem um efeito imunossupressor, o que controlaria as reacdes de
GVHD (UCELLI et al. 2008). Acredita-se que, por essas células ndo serem imunogénicas,
escapariam do reconhecimento por linfécitos T, e seus efeitos imunossupressores estao
apenas comecando a serem desvendados (LE BLANC et al. 2005).

Apesar da grande promessa, muitas perguntas ainda permanecem: questdes
correspondentes ao fendtipo das MSCs, funcdes destas in vivo, eficacia em longo prazo e
seguranca, sinais de sobrevivéncia e a possibilidade de migracdo dessas células para tumores

(JORDAN, 2004).

1.2. Células-tronco (stem-like cells) em tumores: identificacdo e implicagOes terapéuticas

Os teratocarcinomas representam os mais conhecidos tumores originarios de células-
tronco. Como exemplo, o tumor de Wilms do rim, que se desenvolve na infancia, oferece
pistas da relagdo das células-tronco embriondrias e o cancer. Esses tumores constituem uma
populacdo heterogénea de células ndo-diferenciadas e diferenciadas originadas de células-
tronco embriondrias (SELL, 2004). Apesar desse tipo de evidéncia, as células-tronco
embrionarias tém motivado a elaboragdo de protocolos terapéuticos de varias doengas
humanas. Esses protocolos ja estdo sendo colocados em prdtica, mas, infelizmente, estao
aparecendo efeitos colaterais envolvendo o surgimento de cancer oriundo das proéprias
células-tronco transplantadas.

Recentemente, houve grande impacto na midia, o caso clinico de um paciente
portador de ataxia telangectasia que foi submetido a injecGes repetidas com células-tronco
embriondrias. Apds quatro anos do tratamento, o paciente manifestou neoplasma

glioneural. O tumor apresentava ndo somente astrdécitos, como ocorre em tumores
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glioneuronais convencionais, mas também células ependimais. Estudos citogenéticos e
moleculares da bidpsia tumoral revelaram que tais células se originaram de células
progenitoras neuronais advindas de pelo menos dois fetos. Os autores discutem a
possibilidade de que o cultivo para expansao das células neurais, que constam fatores de
crescimento como bFGF e EGF, tenham promovido a transformacdo dessas células. Além
disso, a injecdo dessas células num microambiente fisioldgico diferente do natural, pode
gerar o crescimento celular e sua diferenciacdao anormal (AMARIGLIO et al. 2009).

Em contrapartida, uma tentativa pioneira para a comprova¢ao da seguranga dessas

células foi feita pela empresa GERON® (http://www.geron.com), que em 23 de janeiro de

2009 anunciou a aprovac¢ao do FDA (U.S. Food and Drug Administration) da aplicacdo clinica
de uma linhagem de células progenitoras de oligodendrdcitos derivadas de células-tronco
embrionarias (linhagem GRNOPC1) para restauracao de lesdes na medula espinal. Segundo
as informacgdes disponibilizadas pela empresa, foram realizados 24 estudos em um modelo
animal de camundongos scid para a comprovagdao da seguranca dessa linhagem.
Constataram auséncia de: formacdo teratomas apds 12 meses da injecdo, migracdao das
células injetadas, toxicidade sistémica, imunossupressdo, além do controle de que a
mortalidade dos animais nao foi alterada apds o tratamento. Cabe ressaltar que esses testes
foram realizados em modelo animal e ainda nao encontramos os dados publicados na
literatura especializada internacional até o momento da redacdo dessa dissertacao.

Muito se tem discutido acerca da seguranca das células-tronco embrionarias. No
entanto, mesmo em relacdo a utilizacdo clinica de células-tronco adultas, existem varios
relatos de casos envolvendo o desenvolvimento de cancer. HAMAKI et al. (2008) mostraram
o caso de um paciente cujo transplante de células-tronco hematopoiéticas do sangue de

corddo umbilical originou leucemia aguda, com translocacdao do gene MLL. PIERONI et al.
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(2006) relataram o desenvolvimento de leucemia mieldide aguda apds o transplante
alogénico de células-tronco hematopoiéticas oriundas da medula dssea.

Também foram relatados casos de desenvolvimento de cancer a partir de células-
tronco mesenquimais. Uma busca realizada no banco de dados da divisdao de transplante de
medula dssea do Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, identificou que nove casos que
apresentaram canceres solidos secundarios apds o procedimento convencional de
transplantes alogénicos, e foi demonstrado que esses tumores foram originados a partir das
células-tronco mesenquimais advindas dos doadores (AVITAL et al. 2007).

Finalmente, o isolamento de células-tronco adultas de massas tumorais veio
comprovar essa possibilidade. SELL (2004) que isolou células-tronco com fendtipo
hematopoiético a partir de leucemias e também células-tronco com fendtipo mesenquimal
de tumores soélidos, cunhou o termo cancer stem cells, CSCs. BONNET et al. (1997)
identificaram uma popula¢do com imunofendtipo hematopoiético CD34°CD38 em diversos
tipos de leucemia mieldide aguda e demonstraram seu potencial de auto-renovagdo. As
questdes acerca dos mecanismos envolvidos nesse processo langaram as bases para os
primeiros modelos sobre a origem do cancer a partir de células-tronco (JORDAN, 2004).

Até entdo se acreditava que os tumores eram origindrios somente da transformacao
de células-tronco tecido-especificas, até que HOUGHTON et al. (2004) encontraram que o
cancer gastrico poderia ser originario de células advindas da medula éssea, colocando as
MSCs como as possiveis candidatas.

Evidéncias experimentais indicam que as MSCs podem ser transformadas e que essa
transformacdo pode ocorrer espontaneamente (SERANKINCI et a/ 2004), podendo gerar um

sarcoma in vivo (TOLAR et al. 2007). Diversos tipos de canceres a partir de MSCs ja foram
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identificados, entre eles tumores epiteliais, tumores endoteliais, tumores de pobre
diferenciacdo, tumores mistos, e teratomas (LIU et al 2006).

A partir do principio de que uma populacao de células presentes em um tumor retém
marcadores expressos por células-tronco normais, um grande esforco tem sido realizado
para a identificacdo de marcadores que potencialmente caracterizam as cancer stem cells
(CSCs) para diversos tipos de canceres. Linhagens celulares originarias de camundongos
transgénicos suscetiveis a tumores, como o NOD/SCID, ampliaram os estudos em modelos
animais (LAPIDOT et al., 1994; AL-HAJJ et al., 2003; SINGH et al., 2003; DONTU et al., 2003;
SETOGUCHI et al., 2004; KONDO et al., 2004; TYSNES; BJERKVIG, 2007). A Tabela | mostra os
diversos marcadores de superficie identificados em CSCs.

A comunidade cientifica continua clamando para a elaboracdo de protocolos para o

uso terapéutico das células-tronco, principalmente das embrionarias.

Tabela I: Caracterizagao fenotipica das CSCs.
Fonte: TYSNES & BJERKVIG (2007)

Tumaor type Cell surface markers Tumorigenic
Acute myeloid CD34" CD38 In SCID mice
lenkemia
Acute myeloid CD34" CD38 In NODVSCID mice
leukemia
Breast tumors CD44" cp24 ™™ In NODVSCID mice
Lineage
Brain mmaors D133 In NODYSCID mice
Bone sarcomas Stro-1" Self-renewal
CD105" CDud’ amd colony
formation capacity
in vifro
Lung Sca-1" CD45 Self-renewal,
adenocarcinomas  Pecam CD34° colony formation

and multilineage
differentiation
capacity in virro

Metastatic cpzo’ In SCID mice
melanomas
Prostate cancers CD44" alpha?betal™  Self-rencwal
CD133" and extensive
proliferation
capacity

in viiro
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Surgiu entdo nova conceituacdo para a origem do cancer como proveniente de massa
celular constituida por uma hierarquia de células em diferentes estagios de diferenciagdo de
CSCs. Essa hipdtese se baseia na habilidade de auto-renovacdo de uma sub-populacdo
celular identificada dentro do tumor. (SELL, 2004).

Novas estratégias clinicas para o futuro procurardo utilizar as CSCs como alvo
terapéutico, visto que essas ndo respondem a terapia tradicional, podendo gerar tumores
reincidentes. WICHA et al. (2006) propdem uma mudanca de paradigma no processo da
carcinogénese com implicacdes na terapéutica, baseada na eliminac¢do das CSCs.

Todos esses fatos nos motivaram a elaboracdo do presente estudo, no qual
investigamos as bases genético-moleculares associadas a carcinogénese em células-tronco

mesenquimais humanas.

1.3. Provaveis mecanismos de surgimento do cancer a partir de células-tronco

Os mecanismos de proliferacao celular e a auto-renovagao nao sao sinénimos. O
mecanismo de auto-renovacdo geralmente ocorre por divisdes mitdticas assimétricas, nas
quais uma célula permanece indiferenciada enquanto a outra parte para o processo de
diferenciagao. Isso tem implicagdes no modelo de CSCs, uma vez que um cancer que se
origina de uma célula-tronco normal, a maquinaria de auto-renovacdo pode ser utilizada

para a divisao, se tornado uma célula imortalizada (CLARKE et al 2004). (Figura 1).
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Figura 1. Esquema comparando as divisdes simétricas que
ocorrem na maioria dos tipos celulares e nas células-tronco
embriondrias; e a divisdo celular assimétrica observada nas
células-tronco adultas.

Fonte: SELL, 2004

A divisdo celular assimétrica acaba por manter um estoque de células-tronco em
tecidos adultos por toda a vida do individuo, por meio de expansdo linear. Assim, uma das
caracteristicas chave do cancer é a divisdo celular ilimitada, propriedade considerada
remanescente da auto-renovacdo das células-tronco (TSAl et al. 2004).

Os mecanismos de regulacdo da auto-renovacdo nas células-tronco estdo
relacionados com a manuten¢ao da homeostase do corpo. Tal regulagao inclui o controle de
fatores intrinsecos e extrinsecos, e a perda desse controle é proposta como um ponto chave
da ligagdo com o processo carcinogénico. A idéia geral esta relacionada a possibilidade do
surgimento de mutacdes oncogénicas cumulativas (perda de controle intrinseco) seguida por
modificacdes do micro-ambiente ou nicho (perda de controle extrinsico). (LI et al., 2006).

Evidéncias sugerem que o processo de desenvolvimento do cancer ocorra por meio
da desregulacdo de vias de sinalizacdo envolvidas com o processo de auto-renovacdo de

células-tronco normais, resultando na expansdo descontrolada (NELSON & NUSSE, 2004). Foi
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demonstrado que as vias BMI-1, NOTCH, WNT e HEDGEHOG fazem parte desse grupo (REYA

et al, 2003; CLARKE et al 2004). A Figura 2 mostra um esquema dessas quatro principais vias

celulares associadas ao processo em questao.
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Figura 2. Esquema indicativo das vias candnicas envolvidas com o cancer identificadas em

células-tronco.

Fonte: TYSNES & BJERKVIG, 2007.

A via NOTCH, conforme ja citado, tem sido associada ao novo paradigma, uma vez

gue a expressao de genes alvos de HES e HERP permite que a célula permanecga no estado

indiferenciado. A via WNT é a mais associada ao cancer, estando envolvida nos processos de

diferenciacdo, proliferacdo celular, auto-renovacdo e migracdo. Ja a via HEDGEHOG

apresenta diversos genes conhecidos por serem supressores tumorais, como SMO, SHH, GLI-

1, and GLI-2, e PTCH1. E finalmente, a via do membro do grupo polycomb BMI-1, funciona

como um repressor transcricional da auto-renovagao das células-tronco no sistema nervoso,

cujos alvos INK4a-ARF possuem um papel conhecido no cancer por inibir a proliferacao e
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causar a morte celular (TYSNES & BJERKVIG, 2007). Diversos modelos tém sido propostos
para o estudo da interagdo dessas vias em um processo como um todo. A Figura 3 mostra
um modelo hipotético do cross-talk dessas vias, sugerindo que os pontos de interacao

poderiam ser alvos para o desenvolvimento de novas terapias (LIU et al. 2005).

Notch
signaling
netwaork

Hedgehogz
signaling

network WNT

signaling
network

Figura 3. Modelo tedrico da interagdo das quatro vias para a
manutengdo do balango entre a auto-renovagdo e o cancer em uma
célula tronco.

Fonte: LIU et al., 2005

Estudos tém associado essas quatro vias indicando que HEDGEHOG e NOTCH
poderiam formar um loop regulatério do desenvolvimento normal, cuja desregulacdo estaria
envolvida com a decisdo entre os processos de auto-renovacdo e cancer, influenciando as
outras vias. Na pele identificou-se que a ativacdo de dois marcadores da via WNT, a 8-
catenina e o LEF, estdo associados com a transformacdo NOTCH-dependente de células
tronco mesenquimais (LIU et al. 2005). A integracdo de outras vias também tem sido

associada ao processo carcinogénico em células-tronco (NELSON & NUSSE, 2004).
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1.4. O processo de diferenciaciao osteogénica e sua provavel ligagido com osteossarcoma

O modelo de diferenciagao in vitro de células-tronco mesenquimais em osteoblastos
esta bem caracterizado. Para a indugdo desse tipo de diferenciagdo, uma combinagdao de
acido ascorbico e uma fonte de fosfato (o -glicerofosfato é o mais utilizado) constituem o
minimo necessario para a ocorréncia do processo (GARTLAND et al., 2005).

O 4cido L-ascérbico atua como um co-fator na hidroxilacdo dos aminoacidos lisina e
prolina no coldgeno, sendo essencial para sua sintese e secrecdo. A adicdo de acido L-
ascorbico nas culturas derivadas de osso humano aumenta a proliferacdo e a secrecdao do
colageno tipo I. Ocorre também um aumento na sintese de proteinas ndo-colagenosas, de
forma mais importante a osteocalcina e a sialoproteina dssea, e deposicdo aumentada de
matriz. (GARTLAND et al., 2005). Noventa por cento da matriz dssea consiste de colageno
tipo I, os 10% restantes possuem varias proteinas ndo-colagenosas e pequenos
proteoglicanos. (GARANT, 2003).

O hormodnio corticdide sintético dexametasona, a vitamina D3 e/ou fatores de
crescimento como as BMPs (bone morphogenetic proteins), também sdo usadas com
freqliéncia como complemento para culturas de osteoblastos. Esse sistema tem sido
amplamente utilizado para estudar mecanismos tecido-especificos (BINDERMAN et al., 1974;
VATS et al., 2005). Durante o processo de diferenciacdo osteogénica, observa-se um
aumento na a expressao de fosfatase alcalina e de outros marcadores, com depésito de
matriz extracelular mineralizada rica em cdlcio (PROCKOP, 1997; PITTENGER, 1999).

A diferenciacdo de células-tronco mesenquimais em linhagem osteogénica pode ser

compartimentada nos seguintes estagios de desenvolvimento (HENG et al., 2004) :
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1) célula-tronco mesenquimal,

2) osteoprogenitor,

3) pré-osteoblastos,

4) osteoblasto

5) osteocisto maduro

Nesse processo, as células osteoprogenitoras acometem a linhagem de células
dsseas, sendo responsaveis pela expansao de osteoblastos e proliferacdo. Como pode ser
observado na Figura 4, os pré-osteoblastos constituem uma fase intermediaria entre as
células progenitoras e o osteoblasto. Os osteoblastos sdo as células desta linhagem
responsaveis pela formacdo dssea, podendo ser transitorios, secretdrios ou osteociticos. Ja
os osteocistos maduros constituem a ultima fase da diferenciacdo e estdo embutidos nas

lacunas dos ossos (LONG, 2001).
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Figura 4. Esquema indicativo das fases da osteogénese, bem como os antigenos de superficie caracteristicos
de cada etapa.
Fonte: BRUDER et al. 1997
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Estudos tém apontado marcadores que evidenciam cada etapa do processo para o
monitoramento da diferenciacdo, conforme mostrado na Figura 4. Nos Ultimos anos, o
estudo da diferenciacdo osteoblastica tem sido aplicado na investigacdo dos seguintes
aspectos: a bioquimica basica e a fisiologia da formacdo déssea, as bases celulares e
moleculares das doencas ésseas humanas e a participacdo dessas células na regulacdo da
reabsorcdo dssea. Ainda utilizam tal sistema-modelo para testar e desenvolver agentes
terapéuticos potenciais, assim como novos biomateriais (BOMBONATO-PRADO et al. 2009;
BELLESINI et al. 2009) e aplicar a terapia celular e a engenharia tecidual para transplante
0sseo (GARTLAND et al., 2005).

Entretanto, o mecanismo da regulacdo molecular da osteogénese ainda ndo esta
totalmente compreendido. Sabe-se que as bone morphogenetic proteins (BMPs), fatores de
crescimento, e a via de sinalizagdo WNT estdao envolvidos nesse processo. Sabe-se que em
processos normais a via WNT promove a osteogénese pela regulagdo do fator de transcricdo
RUNX2 (GAUR et al., 2005).

O CBFA/RUNX2/AML3 é conhecido como fator chave para a diferenciacdo de MSCs
em osteoblastos e a formagao Ossea, por estimular diretamente genes que codificam a
osteocalcina, o colageno tipo |, a osteopontina e a colagenase 3 através da ligagao a uma
regido enhancer especifica PUCCPuCA (DUCY et al.,1997; KERN et al., 2000; SELVAMURUGAN
etal., 2001).

Acredita-se que alteracdo da expressdo do fator de transcricido RUNX2 possa estar
envolvida com o surgimento de osteossarcomas (PAPACHRISTOU; PAPAVASSILIOU, 2007).
YANG et al. 2001 mostraram que células provenientes de cancer de prdstata podem induzir
a diferenciacdo osteoblastica em um sistema de co-cultura in vitro, com a participacdo do

transcrito RUNX2. Mais recentemente, observou-se que células provenientes de sarcomas
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dsseos expressam genes caracteristicos de osteoblastos, sintetizam proteinas da matriz
d0ssea e, em muitos casos, respondem a hormodnios reguladores de cdlcio, incluindo
hormonio paratiroideo (GIBBS et al., 2005).

Osteosarcomas sdao tumores malignos, derivados de células da linhagem
osteoblastica, que correspondem a cerca de 0,2% da todos os canceres humanos. O
osteossarcoma convencional € um sarcoma intramedular primdrio que corresponde a 75%
de todos os tumores ésseos (SPINA et al. 1998). Diversos genes foram identificados como
mutados em osteossarcoma esporadico, entre esses genes encontram-se aqueles
sabidamente envolvidos com o processo, como genes do ciclo celular, Rb, TP53 e C-MYC,
além de genes envolvidos com a formagcdo dssea, como MDM2 e a osteocalcina
(GRONINGEN, 2006).

Como pode ser observada no esquema da Figura 5, a evidéncia da participacdo de
fatores ligados a osteogénese, como JUNB, COX-2, MMPs, catepsinas, PDGF, ER e IGF, no
desenvolvimento, progressdo e metastase do osteossarcoma, indica a importancia do

balanco diferenciacao vs proliferacao celular (PAPACHRISTOU; PAPAVASSILIOU, 2007).
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Figura 5. Esquema representativo dos processos moleculares envolvendo as etapas de desenvolvimento,
progressdo e metdastase do osteosarcorma a partir das MSCs.
Fonte: PAPACHRISTOU; PAPAVASSILIOU, 2007

1.5. A tecnologia dos microarrays para identificagdo de perfis de expressao génica em
células tronco

Durante todo o processo de diferenciacdo celular e tecidual, um conjunto de
transcritos é mobilizado como resultado de expressao diferencial destes. Portanto, pode-se
dizer que durante os processos complexos, o primeiro ponto de controle molecular é a
expressao génica em nivel do conjunto de mRNA, definido como transcriptoma. Sabe-se hoje

gue o transcriptoma das células e tecidos é reflexo da razdo entre a biossintese de mRNA
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mediada por fatores de transcricdo e sua degradacdo, causada pelos microRNAs (SEVIGNANI
etal., 2006).

Como um método de analise do transcriptoma, os microarrays consistem em arranjos
de sequéncias de cDNA ou de oligonucleotideos depositados, com o uso de robds de alta
precisdo, ordenadamente em suportes sélidos, como l|aminas de vidro. Conforme
representado na Figura 6, amostras de mRNA sdo copiadas em cDNA, marcadas com
fluorocromos e entdo hibridadas com os microarrays. Apds a hibridacdo, as imagens sao
capturadas com auxilio de um scaner especializado, as intensidades de cada spot de
hibridacdo (ponto no microrray) sdo convertidas em valores numéricos (quantificacdo das
intensidades de hibridacdo) e finalmente analisadas com auxilio de programas de
matematica, estatistica e bioinformatica para a analise de dados de microarrays

(HARRINGTON et al., 2000).
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Figura 6. Esquema mostrando o uso dos microarrays.
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Este sistema representa uma revolugdo nos métodos tradicionais de estudo de
expressdo génica e tem sido utilizado com inumeros propdsitos. A tecnologia dos
microarrays permite a obtengdao de um fingerprint molecular da expressao génica, que se
refere a assinatura de hibridagdo proveniente de uma determinada intervengdo terapéutica
(GROUSE et al., 2001). Assim, genes que sdo expressos de forma coordenada em um tipo
celular ou durante uma resposta bioldgica, compdem as chamadas “assinaturas de
expressao génica” (HASELTON et al., 2000).

Estudos tém sido realizados para definir as assinaturas moleculares de expressao
génica de células-tronco, utilizando a técnica de microarrays. Entre eles, pode-se citar o
trabalho que descreve uma assinatura contendo 92 genes, caracteristica de células-tronco
embrionarias (BHATTACHARYA et al 2004). Dentre os estudos comparativos, encontram-se
assinaturas de células-tronco embrionarias, hematopoiéticas e mesenquimais (KIM et al
2006), de células-tronco mesenquimais da medula dssea, corddao umbilical, liquido amniético
e membrana amnidtica (TSAI et al. 2007), de células-tronco mesenquimais e células de
tumores mesenquimais (GALIE et al 2008) e de células-tronco da polpa dentdria com
linhagens de osteosarcoma (PALMIERI et a/ 2008).

Além disso, foram criados bancos de dados publicos na Internet mostrando as
assinaturas de células-tronco. Entre os mais famosos encontra-se o StemBase em Ontdrio,

que pode ser acessado através do site (http://www.stembase.ca/?path=/), e reinem os

principais estudos sobre microarrays em diversos tipos de células-tronco. Esse banco conta
atualmente com 61 experimentos de 215 amostras de células-tronco humanas, de ratos e de

camundongos. Ja o Stem Cell Database (SCDb http://stemcell.mssm.edu/v2/) cataloga genes

diferencialmente expressos em células-tronco hematopoiéticas do figado fetal murino, bem

como seus tipos diferenciados.
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A técnica de microarrays tem sido utilizada para o progndstico do cancer a partir de
assinaturas moleculares de vias oncogénicas em células-tronco. GLINSKY et al. (2005)
propuseram uma assinatura de hibridagao multi-cancer de genes relacionados com o
processo de auto-renovacdo de células-tronco. Mais recentemente, o mesmo grupo propds
um algoritmo conhecido como CTOP (cancer therapy outcome predictor) que combina nove
assinaturas génicas que tém sido testadas com sucesso para o progndstico do cancer de
mama, prostata, pulmao e ovario (GLINSKY, 2008)

A tecnologia dos microarrays representa uma inovacdao na area de medidas de
expressao génica em grande escala, sendo largamente aplicada em biologia e medicina na
aquisicdo de novos conhecimentos basicos e também na area diagndstica. Com os
microarrays pode-se medir a expressao de milhares de genes num Unico experimento e, por
isso, tornou-se o0 método de escolha na exploracdo do transcriptoma em diversas situacdes
normais e patoldgicas, sendo de grande interesse para o estudo de processos complexos

como a diferenciacao de células-tronco e o cancer.

1.6. Consideragdes sobre as redes de interagdo génica no estudo de dados de expressao
génica temporal em sistemas complexos

Os experimentos de microarray possibilitam uma lista de genes diferencialmente
expressos que poderdo participar no controle do comportamento celular. A andlise
minuciosa desta lista proporciona uma grande quantidade de informacgdes relevantes. Além
das assinaturas de expressdo, muitos Uteis para o agrupamento de amostras e/ou de
pacientes, as analises dos dados de microarrays também tém sido focadas na reconstrucao

de redes transcricionais regulatdrias, ou seja, as interacdes entre moléculas de mRNAs. Tais



Introducéo | 37

redes visam encontrar e entender a interacdo gene-gene a partir de dados de expressao
(WANG et al., 2006).

As redes transcricionais génicas sdo (re)construidas por meio de algoritmos que
utilizam a engenharia reversa, ou seja, a elucidagdo da estrutura de um sistema analisando o
comportamento das reacOes anteriores (HARTEMINK, 2005). Essas metodologias
representam um bom modo para modelar as interacdes genéticas que sdo exibidas como
um diagrama de rede de interacdo entre elementos. O algoritmo se baseia na medida de
dados de expressdo génica temporal, gerados de experimentos com microarrays (WU et al.,
2004).

A combinacdo dos dados experimentais de microarrays é realizada por meio de
ferramentas computacionais. Um estudo interessante nesse sentido foi desenvolvido por
WANG et al (2007) onde é construida uma rede regulatéria a partir de experimentos de
cDNA microarrays time course envolvendo sete intervalos de tempo numa amplitude de 0.5
a 24 h durante a transicao epitelial-mesenquimal (EMT).

Outro estudo envolvendo cancer foi realizado a partir de perfis de expressao génica
de 336 amostras em diferentes estagios de malignizagao de células B. Para isso, foi
desenvolvido um algoritmo conhecido como ARACNE (Algoritm for the Reconstruction of
Accurate Cellular Networks). O modelo deste é baseado no formalismo matemadtico da teoria
da informacdo (BASSO et al., 2005, MARGOLIN et al., 2006).

Atualmente, uma grande variedade de metodologias vem sendo proposta para inferir
redes génicas regulatdrias a partir de dados temporais de expressdo génica. Todos esses
modelos levam em consideracdo que o nivel de expressdo de um gene, num determinado
intervalo de tempo, é dado em funcdo do nivel de expressdo de outros genes nos tempos

anteriores (WANG et al., 2006).
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Nosso grupo ja tem experiéncia prévia nesse sentido utilizando o algoritmo
GeneNetwork (WU et al., 2004), o qual se mostrou adequado na analise das redes de
interagao génica de duas situagdes diferentes; numa delas estudou-se a ontogenia do timo
de camundongos (MACEDO et al., 2008) e na outra as interacGes que ocorrem entre os loci
de susceptibilidade para a artrite reumatdide e outros genes (mRNAs) (SILVA et al 2009).

Para desenvolvermos o presente estudo, também escolhemos o algoritmo
GeneNetwork, cabendo notar suas caracteristicas peculiares. E um software livre, com uma
interface relativamente simples e o algoritmo realiza a interpolacdo de dados de expressao
computando mais de mil genes. Além disso, o GeneNetwork permite a utilizacdo de um
experimento temporal utilizando o calculo de probabilidade linear, construindo uma rede
descrita por um grafo orientado, no qual setas positivas indicam a probabilidade de inducdo
e as negativas indicam a probabilidade de repressao entre os transcritos (WU et al., 2004).

A utilizacdo dessa metodologia de inferéncia de redes génicas permite avaliar a
interagdo  entre  transcritos envolvidos, por exemplo, no processo de
diferenciacdo/carcinogénese. No presente estudo utilizamos o modelo linear do programa
GeneNetwork, baseando-se em dados temporais de expressao génica, os quais foram
obtidos por meio da técnica dos cDNA microarrays. Estudamos a diferenciagao osteoblastica
de células-tronco focando as interagdes génicas (mRNAs) envolvidas com o processo da

carcinogénese.
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2. HIPOTESE

Na diferenciacdo de células-tronco ha a participacdo de cascatas de regulacdo génica

envolvidas com a carcinogénese.



ODbjetivos




Objetivos | 42

3. OBJETIVOS

3. 1. Objetivo Geral

Identificar genes modulados e sua probabilidade de interacdo transcricional durante
a diferenciacdo osteoblastica in vitro de células-tronco mesenquimais humanas, focando

aqueles envolvidos com carcinogénese.

3.2. Objetivos Especificos

1) Reproduzir o modelo in vitro de diferenciacdo osteoblastica de células-tronco
mesenquimais derivadas de medula dssea e de corddo umbilical humanos.

2) Avaliar a expressdao génica em grande escala durante a diferenciacdo dessas
células usando a tecnologia dos cDNA microarrays.

3) Utilizar ferramentas de bioinformatica para identificar as assinaturas de
expressao génica, reconstruir redes de interagdo e localizar os sitios putativos de

ligacdo a fatores de transcrigdo nos genes identificados.
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E PIPELINE DA ANALISE IN SILICO

4.1 Delineamento experimental
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4.2. Pipeline da Analise in silico
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Cultura de células-tronco mesenquimais e induc¢ao de diferenciagdo em osteoblastos

5.1.1. Aspectos éticos e populagdo de estudo

As células de medula éssea humana foram obtidas a partir de descartes de aspirados
de medula obtidos a partir de trés doadores saudaveis origindrios da populacdo urbana da
regido de Ribeirdo Preto, SP, gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Belinda Pinto Simdes do
Servico de Transplante de Medula Ossea do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, USP. As células de corddo umbilical foram obtidas apds o consentimento
de doagdo de cada gestante, gentilmente cedido pelo Servico de Ginecologia e Obstetricia da
Santa Casa de Ribeirdo Preto. Também foram utilizados trés doadores sauddveis origindrios
da populagao urbana da regidao de Ribeirao Preto, SP.

Este trabalho foi realizado com aprovacdo do Comité de Etica Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, USP, mediante esclarecimento e com termo de

consentimento assinado pelos doadores (anexo A).

5.1.2. Processamento da medula éssea e do cordéo umbilical e obtengéo das células-tronco
mesenquimais.

As células coletadas da medula dssea foram provenientes do material retido no filtro
durante o procedimento hospitalar, ndo sendo, portanto, utilizadas para o transplante dos
pacientes. O descarte foi recolhido no centro cirirgico em meio de transporte, composto de

o-MEM (Minimum Essential Medium Eagle Alpha Modification — Sigma) acrescido de 500
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pug/mL gentamicina (Sigma) e 3 ug/mL anfotericina B (Sigma) e transportado para o
Laboratério de Imunogenética Molecular no Departamento de Genética FMRP USP. As
suspensdes de células foram centrifugadas a 2000 x g por 5 minutos e o meio de transporte
removido. As células foram ressuspendidas em meio essencial minimo (0-MEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 50 ug/mL gentamicina e 0,3 ug/mL
anfotericina B), colocadas garrafas de cultura de 75 cm? (Corning).

As células provenientes de corddes umbilicais de aproximadamente 10 cm de
comprimento também foram recolhidas em meio de transporte como descrito acima. A veia
umbilical foi cateterizada e lavada internamente com PBS e sua extremidade distal fechada
por meio de clampe. A veia foi entdao preenchida com 1% de colagenase tipo Il (Sigma) em
PBS e a extremidade proximal também clampada. Seguiu-se imers3o em PBS a 37°C por 30
min (banho-maria) e a solugdo de colagenase foi drenada. As células das camadas
endoteliais e subendoteliais foram coletadas por lavagem com meio de cultura a-MEM e
20% de soro fetal bovino. A suspensao de células foi centrifugada por 5 minutos a 2000 x g e
o pellet foi ressuspenso em meio o-MEM, 20% de soro fetal bovino, 50ug/mL de
gentamicina, 0,3ug/mL anfotericina B.

As células de medula déssea ou de cordao umbilical foram entao cultivadas em meio
de cultura o-MEM e 20% de soro fetal bovino, em garrafas de cultura de 25 cm? em
incubadora a 37°C com atmosfera de 5% CO,. Apds a confluéncia, as células foram
destacadas com tripsina 0,25% (Gibco) e EDTA 20mM, lavadas em PBS, ressuspensas em
meio de cultura e cultivadas em garrafas de 75 cm? até atingirem a confluéncia trocando-se

o0 meio de cultura a cada trés dias.
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5.1.3. Indugdo da diferencia¢do em osteobldstica

A inducdo quimica de diferenciacdo em osteoblastos foi conseguida pela adicdo de
dexametasona 10’M (Sigma), 5ug/mL de &cido ascérbico (Gibco) e 2,16g/mL de B-
glicerofosfato (Sigma) ao meio de cultura. Estas condi¢gdes de cultura induzem a
diferenciacdo osteoblastica de células mesenquimais indiferenciadas (ROSA & BELOTI, 2003;

COELHO et al.., 2000; PITTENGER et al., 1999, CHENG et al., 1994).

5.2 Ensaios celulares e bioquimicos para confirmag¢ao da osteogénese

Para o monitoramento da osteogénese foram analisados os seguintes parametros:
ensaios de proliferacdo e viabilidade celular, determinacdo de proteinas totais e atividade de
fosfatase alcalina (ALP), além de avaliacdo da producdo da matriz mineralizada pelas células
com fendtipo de osteoblastos.

Para tais ensaios as células foram colocadas em placas tipo multiwell (24 pogos) na
propor¢io de 2 X 10* células/poco e cultivada em meio essencial minima e meio de
diferenciacdo em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Todos os ensaios foram feitos

em quintuplicata.

5.2.1. Ensaio de Proliferacgdo e Viabilidade celular

Ao final de 7, 14 e 21 dias em cultura, as células foram destacadas com tripsina 0,25%

e EDTA 20mM, coradas com corante azul de Tripan 1% na propor¢ao 1:2 e contadas em

camara de Neubauer para avaliacdo da viabilidade celular.



Material e Métodos | 51

A viabilidade celular foi expressa como porcentagem de células vidveis com relagao
ao numero total de células contadas. Foram consideradas invidveis aquelas células cuja
coloragdo mostrou-se azulada ao microscopio o6ptico, indicando que a integridade da

membrana plasmatica foi alterada, o que permitiu a entrada do corante na célula.

5.2.2. Determinagdo de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais foi realizada apés 7, 14 e 21 dias em cultura,
empregando o método de Lowry. O meio de cultura dos pocos foi removido e os mesmos
foram lavados trés vezes com PBS aquecido a 37°C e preenchidos com 2mL de agua
deioinzada. As placas foram colocadas por 20 minutos a -20°C e, posteriormente, 15 minutos
a 37°C por 5 vezes para lise celular.

Apds os ciclos de lise, as células foram homogeneizadas e foi adicionado 1mL de
solucdo de Lowry (Sigma) e deixados em repouso a temperatura ambiente por 20 minutos.
Apds esse periodo, foi adicionado a cada tubo 0,5mL da solucdo de reagente de Folin-
Ciocalteau (Sigma) e novamente deixados em repouso a temperatura ambiente por 30
minutos, para permitir o desenvolvimento de coloragcdo. Em seguida, a absorbancia de cada
tubo foi medida em um espectrofotémetro (Ultrospect 2100, GE Healthcare) utilizando o
comprimento de onda de 680 nm e a concentracdo de proteinas totais foi expressa em

ug/mL, baseando-se em uma curva padrdo preparada com soroalbumina bovina.

5.2.3. Medida da atividade de fosfatase alcalina (ALP) por rea¢do enzimdtica

A atividade de ALP foi medida apds 7, 14 e 21 dias em cultura, utilizando o kit

Fosfatase alcalina (Labtest, Sdo Paulo, Brasil). Em cada tubo de ensaio foram colocados 0,5
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mL de solugdo de tampdo alcalino mantidos em banho a 37°C. Um volume de 50 ul do
reagente 1 (substrato timolftaleina monofosfato) foi acrescido em todos os tubos e
incubados por 5 minutos. Acrescentou-se 50 [l das amostras e solugdo padrdo (45 U/L) nos
respectivos tubos. Apds incubagdo por 10 minutos adicionou-se 2 mL do reagente de cor as
reagoes. Estas foram lidas utilizando o comprimento de onda de 590 nm e a determinagao

da fosfatase alcalina foi calculada segundo a equagao:

Absteste X 45
FA(U/L) =
(U/L) Abs Padrao

5.2.4. Avaliagdo imunocitoquimica de fosfatase alcalina (ALP)

As células foram cultivadas durante 7 dias sobre laminulas Thermanox (Nunc)
acondicionadas em placas de 24 pocos (TPP), distribuidas em dois grupos; meio minimo o-
MEM com 10% de soro fetal bovino e meio de diferenciagdo MTS com 10% . As células foram
fixadas as laminulas com paraformaldeido 4% em PBS por 10 minutos, e depois lavadas em
PBS. A permeabilizagao foi feita com solugao de Triton X-100 a 0,5% em PBS por 10 minutos,
seguida de bloqueio com leite desnatado a 5% em PBS por 30 minutos.

Uma solugcdo 1:100 de anticorpo primdrio (Monoclonal Hybridoma B4-78,
Developmental Studies Hybridoma Bank, lowa City, IA), o qual reconhece a isoforma
bone/liver/kidney da fosfatase alcalina foi gotejada sobre a laminula seguindo-se incubacdo
em atmosfera Umida por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida procedeu-se a
lavagem em PBS por trés vezes e incubou-se com solugcdo 1:200 de anticorpo secundario

marcado com Alexa Fluor 594 (Molecular Probes).
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Para a visualizacdo do citoesqueleto (actina) e dos nucleos de células aderidas foram
utilizados, respectivamente, faloidina conjugada com Alexa Fluor 488 diluido 1:200
(Molecular Probes) e DAPI diluido 1:300 (Molecular Probes). Apds montagem das laminulas
com meio de montagem ProLong Antifade (Molecular Probes), as marca¢bes foram

analisadas sob epifluorescéncia em microscépio de luz (Leica).

5.2.5. Formagdo de matriz mineralizada

Células-tronco mesenquimais derivadas de medula 6ssea e corddo umbilical foram
cultivadas pocos de placas multiwell em meio de diferenciacdo MTS com 10% de soro fetal
bovino e, ao final de 21 dias em cultura, o meio foi removido, os pocos foram lavados trés
vezes com PBS aquecido a 37°C e preenchidos com soluc¢do de formalina 10%. Em seguida, o
material dos os pocos (células aderidas com matriz mineralizada) foi desidratado em série de
concentragdes crescentes de etanol (30% a 96%).

A matriz mineralizada foi corada com Alizarin red S (Sigma) 20 mg/mL pH 4,2 por 10
minutos, que evidencia em vermelho os ndédulos de mineralizagdo, ricos em calcio.
Finalmente, os pogos foram lavados em agua deioinizada e fotografados em microscépio

invertido em aumento de 40X.

5.3. Extragao de RNA Total

As células-tronco mesenquimais mantidas em cultura correspondentes aos quatro

grupos segundo cada origem (medula dssea ou corddo umbilical): indiferenciadas (cultivadas

em meio essencial minimo), diferenciadas (cultivadas em meio de diferenciacdo) durante 24
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h, 48 h, e 7 dias, foram removidas das garrafas de cultura com solugdao contendo tripsina
0,25% e EDTA 20 mM, lavadas em PBS e contadas com auxilio de microscdpio e camara de
Neubauer com corante azul de tripan 1% na proporgdo 1:2.

As células foram divididas em tupos eppendorf contendo até 10° células/tubo e
submetidas ao procedimento de extracdo de RNA total utilizando o kit SV Total RNA Isolation
System (Promega), seguindo as intrucdes do fabricante. Os passos desse protocolo incluem:
purificacdo do RNA, tratamento com DNAse e eluicdo do RNA. Todas as manipulacdes com
RNAs foram realizadas com luvas cirdrgicas descartdveis e sem talco.

As amostras foram precipitadas com trés volumes de isopropanol gelado e incubadas
a -20°C por 18 horas e entdo centrifugadas a 12000 X g por 10 minutos. O precipitado de
RNA foi lavado com etanol 75% em 15 pL de agua mili-Q previamente tratada com dietil-

pirocarbonato (DEPC).

5.3.1. Quantificag¢éo do RNA total

O precipitado de RNA total foi dissolvido em agua deionizada e previamente tratada
com DEPC e uma aliquota dessa solucdo foi diluida 100X e submetida a dosagens em
espectrofotbmetro usando luz ultravioleta (GENEQUANT —PHARMACIA BIOTECH). As
dosagens tiveram como base a seguinte estimativa: 1U de A260 = 40ug RNA/mL.

O grau de pureza foi avaliado pelas razGes entre absorbancias A260/A280 = 1,8 a 2,0
indicando que a preparagdo estava livre de proteinas e A260/A230 = 1,8 a 2,0, indicando que
livre de fenol e/ou guanidina.

A integridade das preparagdes foi avaliada por meio de eletroforese denaturante em

gel de agarose, corado com brometo de etideo, seguindo protocolo convencional.
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5.4. RNA de referéncia ou pool de referéncia a partir de linhagens de células humanas.

Nos experimentos com cDNA microarrays utilizamos um padrao de RNA considerado
como “RNA de referéncia” ou pool de referéncia, o qual foi preparado misturando quantidades
iguais de amostras de RNA de linhagens de células humanas de origens diferentes.

Foram utilizadas para composicdo desse pool, quatro linhagens celulares: 1) linhagem
tumoral de cérebro humano (astrocitoma) U343 MG-a gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Carlos Gilberto Carlotti Jr (Depto de Cirurgia-FMRP-USP) a qual foi cultivada em meio de
cultura HAM F10 + DMEM suplementado de 15% de SBF, 2) a linhagem tumoral de
carcinoma de colo de utero Hela foi cultivada nas mesmas condi¢ées, 3) a linhagem tumoral
de laringe Hep2 cedida pelo Prof. Dr. Eurico de Arruda Neto (FMRP-USP) e 4) A linhagem
linfocitica Jurkat cedida pela da Profa. Dra. Enilza Maria Espreafico (FMRP-USP), foram
cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF.

E importante salientar que o RNA de referéncia ndo corresponde ao controle
experimental que neste caso foi RNA extraido de células-tronco indiferenciadas. O RNA total
dessas linhagens foi preparado e quantificado como ja descrito e, para a preparagao do pool

de referéncia, as amostras de RNA foram misturadas em quantidades iguais.

5.5. Eletroforese de amostras de RNA em gel de agarose sob condi¢des denaturantes

5.5.1. Preparacgdo do gel de agarose com formaldeido (denaturante)

Um volume de 70 mL de agarose (1,5 %) fundida a quente foi misturado a 20 mL de

formaldeido 37% e mais 22 mL de tampdo de migracdao 5X concentrado (20,6g de MOPS
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[acido propano sulfénico 3-(N-morfolino)], dissolvidos em 800 mL de acetato de sédio
50mM, pH 7,0 ajustado com NaOH 2N e adicionado 10 mL de EDTA 0,5M pH 8,0; volume
final ajustado para 1000mL). O gel foi solidificado em suporte de acrilico para eletroforese.
Importante: Esse suporte foi previamente tratado com NaOH 0,5M por 10 min e em
seguida lavado com d4gua Milli-Q autoclavada para eliminacdo de eventual contaminacao

com RNAses.

5.5.2. Preparagdo das amostras de RNA para denaturagéo

As amostras de RNA foram denaturadas em tubos tipo Eppendorf contendo 4,5 UL de
solucdo de RNA (cerca de 3 ug RNA); 2,0 uL de tampdo MOPS 5X; 3,5 uL de formaldeido 37%
e 10,0 uL de formamida. A solugdo foi incubada por 15 minutos a 65°C, sendo colocada
imediatamente em banho de gelo. Foi adicionado a essa solugao 1,0 puL de brometo de
etideo diluido 3:1 (solugdo estoque 10mg/mL) e 2,0 uL de dye loading solution (1/10 do
volume) e aplicadas aos pocinhos do gel de agarose. A eletroforese foi realizada a 80V
durante 90 minutos, as bandas das espécies de RNA foram visualizadas em transiluminador
UV, fotografadas utilizando uma camera fotografica digital Canon EOS Rebel Digital 350 D 8

Mega Pixels e as imagens foram transferidas a um microcomputador.

5.6. Reagdes de RT-PCR semi-quantitativa (SQ-PCR) para analise da expressao dos
marcadores da osteogénese

A expressdo quantitativa dos genes (mRNAs transcritos) marcadores classicos da
osteogénese: fosfatase alcalina (ALPL; NM_000478.3), colageno tipo | (COL1AZ;

NM_000088.3), osteocalcina (BGLAP; NM_199173.2), osteopontina (SPP1;
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NM_001040058.1; NM_000582.2 e NM_0010400060.1) e RUNX2/Cbfa-1 (NM_001024630.2;
NM_001015051.2 e NM_004348.3) foram analisadas por meio de rea¢des de RT-PCR semi-
quantitativa, utilizando-se a estratégia de realizagdo de reagbes de PCR partindo de
diferentes diluicdes (1:2 a 1:2048) de amostras de cDNAs sintetizadas a partir de RNA total
das células-tronco de corddo umbilical e de medula dssea, tanto de células indiferenciadas,
guanto submetidas ao processo de diferenciacdo. O gene (MRNA) GAPDH (NM_002046.3) foi
também analisado e considerado como constitutivo. Os oligonucleotideos primers foram
desenhados com auxilio do software Primer3 (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/
primer3_www.cgi) e todos os transcritos alternativos foram considerados. Observou-se
também a posicdo de cada um dos primers (forward e reverse) para que estivessem
posicionados em exons diferentes de cada um dos respectivos genes.

Dois microgramas de cada amostra de RNA total foram copiadas em cDNAs utilizando
a enzima transcriptase reversa Superscript [I® (Invitrogen). Dois microlitros do produto de
reacdo (cDNAs) foram utilizados em reacdes de PCR em diluicdes sucessivas (1:2 a 1:2048)
para cada varidvel estudada.

Os primers especificos de cada gene (mRNAs) estdo indicados na Tabela 1. Um
volume final de 25 pl, contendo 2ul de cDNA puro ou diluido, 1l de dNTP 20 mM, 1ul de
cada primer 10 uM , 0,5 ul de Tag DNA polimerase (Invitrogen), 2,5 pl de tampao 10X
(Invitrogen), 17 ul de dagual mili-Q DEPC, foi submetido a PCR. Para todos os genes
marcadores da osteogénese foram realizados os seguintes passos: (30 X) desnaturacdo a
94°C, 30 segundos; anelamento a 57°C, 30 segundos; extensdo a 72°C, 30 segundos. Para o
gene constitutivo GAPDH: desnaturacdo a 94°C, 30 segundos; anelamento a 60°C, 30

segundos; extensdo a 72°C, 30 segundos.



Material e Métodos | 58

Os produtos de PCR foram resolvidos por eletroforese em gel de agarose 1,5% em
tampdo TAE 1X com brometo de etideo. Apds 2 horas de eletroforese a 80V, o gel foi

visualizado e fotografado.

Tabela Il. Oligonucleotideos primers para PCR semi-quantitativa e o tamanho do fragmento amplificado.

Gene Sequéncia dos primers Produto PCR (pb)
GAPDH (For) 5’-CTGCACCACCCAACTGCTTA-3’
296
GAPDH (Rev) 5’-CATGACGGCAGGTCAGGTC-3’
ALPL (For) 5’-CCACGTCTTCACATTTGGTG-3’
196
ALPL (Rev) 5’-AGACTGCGCCTGGTAGTTGT-3'
COL1A1 (For) 5’-GTGCTAAAGGTGCCAATGGT-3’
228
COL1A1 (Rev) 5'-CTCCTCGCTTTCCTTCCTCT-3'
RUNX2 (For) 5-CCTTGGGAAAAATTCAAGCA-3’
181
RUNX2 (Rev) 5'-AACACATGACCCAGTGCAAA-3'
BGLAP (For) 5’-GGCAGCGAGGTAGTGAAGAG-3’
230
BGLAP (Rev) 5'-CTGGAGAGGAGCAGAACTGG-3'
SPP1 (For) 5’-GCCGAGGTGATAGTGTGGTT-3’
242
SPP1 (Rev) 5'-GTGGGTTTCAGCACTCTGGT-3'

5.7. Preparac¢ao de cDNA microarrays em laminas de vidro

5.7.1. Clones da biblioteca de cDNA humana (IMAGE)

Os microarrays deste trabalho foram preparados com 4.500 clones de cDNA

provenientes da cole¢do do IMAGE (Internacional Molecular Analysis of Genomes and their
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Expression) (LENNON et al., 1996), os quais foram gentilmente cedidos pela Dra. Catherine
Nguyen do INSERM de Marseille-Luminy (U928, Marseille, Franga). Essa biblioteca é
composta de clones com seqiiéncias de ESTs (Expressed Sequence Tags) provenientes de 229
tecidos humanos, com comprimentos que variam de 0,5 a 1,5 kb, sintetizados a partir da
porcdo 3’ do mRNA, clonados em trés vetores diferentes (Lafmid, Bluescript e pT7T3) e
seqlienciados. Essa biblioteca esta conservada em placas de microtitulacdao (384 wells) a -
80°C no Laboratério de Imunogenética Molecular do Departamento de Genética da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP com o Dr. Geraldo A. S. Passos.

As seqiiéncias depositadas no microarray utilizadas nesse trabalho, bem como as
informacbes como clone ID, o nome do gene e a funcdo estdo disponiveis online no

endereco URL (www.rge.fmrp.usp.br/passos/hs array). Os genes selecionados para

constituicdo do microarray utilizado representam diversas vias de sinalizacdao celular, os

principais processos bioldgicos e cancer.

5.7.2. Amplificag¢do de cDNA para confecgdo dos microarrays

Os clones de E. coli da biblioteca de cDNA IMAGE humana foram repicados em placas de
96 well, contendo meio de cultura 2X LB + ampicilina foram incubados durante 16 horas. A seguir
uma aliquota de 10 pl da cultura foi transferida para uma outra placa com fundo em “U” de 96
well contendo 90 |l de agua deionizada estéril e esta placa incubada a 95°C por 10 minutos para
lise das células. Apds centrifugagao a 4.000xg por 5 minutos em uma centrifuga de placas
Eppendorf, foram retirados 10pl do sobrenadante os quais foram misturados com 40 pl de um mix
para PCR contendo tampdo da reagdo de PCR (10X), solucdo de dNTP (2mM), primers com

seqliéncias consenso aos trés vetores presentes na biblioteca (10uM), primer LBP 1S
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(5TGTGGATTGTGAGCGGATAA3') e primer 1AS (5GGGTTGAATTAGCGGAACG3’), Taq polimerase
(5U/uL) e dgua deionizada estéril g.s.p. 50 pL. O programa para amplificagdo dos insertos tem
como base aquele descrito por Menossi et al (2000) e foi realizada em um aparelho Master Cycler
Gradiente (Eppendorf) em placas de PCR seladas com adesivo para evitar evaporacao.

Para avaliar a qualidade da amplificagdao dos insertos foi realizada eletroforese em gel
de agarose a 1% em tampado TAE 1X (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,001 M) contendo brometo
de etideo (10 mg/mL) a 80V, durante 30 minutos. A visualizacdo das bandas foi realizada

utilizando transiluminador U.V. e os géis foram fotografados.

5.7.3. Purificagdo dos produtos de PCR dos clones de cDNA

A remocdo dos debris celulares (células de E. coli rompidas) e dos primers utilizados
nas reacOes de PCR utilizamos a precipitacdo dos insertos de cDNA com etanol (HEDGE et al.,
2000). Os produtos de PCR (50ul) foram transferidos para placas de cultivo com fundo em
“U” e adicionados de 5 ul de acetato de sodio 3M pH 4,8 e 125 ul de etanol absoluto. As
placas foram incubadas por 16 horas a -20 °C e centrifugadas a frio e a 4.000xg por 60
minutos. O sobrenadante foi recolhido por aspiracdo com pipeta multicanal e o “pellet” foi
ressuspenso em 175ul de etanol 70%, as placas foram centrifugadas novamente a 4.000xg
por 30 min. O sobrenadante foi aspirado e o “pellet” foi seco a temperatura ambiente por 20
min e dissolvido em 12 ul de agua deionizada autoclavada. Uma aliquota de 2 pl desta
solucdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose convencional, corada com brometo
de etideo para avaliar a qualidade dos produtos amplificados.

As placas foram secas em forno a 42°C e adicionou-se 27 Ul de solugao (DMSO 50% -

dimetil sulféxido) por poco da placa. Em seguida as placas foram levadas ao freezer -20°C.
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Os clones de cDNA (produtos de PCR) foram transferidos para as placas do rob6 e estocadas

a 4°C até a deposicdo dos produtos de PCR em laminas de vidro.

5.7.4. Confecgdo das Idminas de microarrays

Neste projeto utilizamos laminas especiais para microarrays provenientes da Corning
(Ultra-Gaps 40015).

Amostras de produtos de PCR purificados foram preparadas para deposicdao em
[dminas de vidro adicionando-se mesmo volume (1:1) de reagente D (GE Healthcare) e

|II

transferidas para microplacas de 384 “well” prdprias do rob6 (Genetix). Por meio do robo
Array Spotter Generation Il (Amersham Molecular Dynamics), as amostras foram
depositadas sobre as laminas por meio de um conjunto de 12 agulhas que depositam cada
uma um volume de 0,9 nL da amostra baseada na acdo de capilaridade na superficie das
[aminas de vidro.

Apds a deposicio de cada conjunto de amostras as agulhas foram lavadas
automaticamente em uma estacdo de lavagem que utiliza sucessivamente dgua purificada
(18 megohm), etanol absoluto (Merck), solucdo 0,2 M de KOH e agua novamente. As agulhas
foram secas com jato de nitrogénio antes das préximas amostras serem carregadas. A
camara de deposi¢cdo das amostras em laminas do Array Spotter Gen Ill possui temperatura
e umidade controladas. A umidade relativa de deposi¢cdo das amostras permaneceu bem
préoxima de 55% e a temperatura em torno de 25 °C. Apds a deposigdo e secagem de todas
as amostras nas laminas, os pontos contendo as seqiéncias de cDNA (também chamados de

spots) foram fixados por cross-linking irradiando com 500 mJ de energia UV (Hoefer UV

Crosslinker).
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5.8. Delineamento das hibrida¢6es com os microarrays

Uma escolha chave em um projeto que envolve a tecnologia de microarray é definir
as comparacles que podem ser diretas ou indiretas isto é, estabelecer respectivamente
comparacdes intra ou entre as laminas. Existem trés principais tipos de delineamento: 1)
inversdo de corantes (dye-swap), 2) experimentos em volta (looping) e 3) RNA de referéncia
(Figura 9). Mas cabe salientar que ndo existe um delineamento experimental ideal para
todas as situacbes, ou seja, diferentes desenhos experimentais sdo necessdrios para
contextos experimentais diferentes. Qualquer que seja o tipo de desenho utilizado sera
requerido o mesmo numero de hibridagdes, e a decisdo sobre o tipo de delineamento deve

considerar, antes de tudo, a pergunta do trabalho.

1} Troca de fluorocromos (dve

swap)
. A
7 7\
¢ A 2) Experimentos em volta
\ / {looping)
g g

R R 3) Amostra de referencia (RNA de
4 . ¢ refterencialt
R R R

Figura 7. Esquema dos principais tipos de delineamento experimental
para microarrays. A, B e C- amostras controle; A’,B’ e C’- amostras
teste; R — pool de RNA de referéncia.

Fonte:
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Ensaios de co-hibridagao diferencial usando microarrays medem a expressao génica
relativa de amostras emparelhadas e de uma amostra referéncia, sendo que o poder da
andlise de microarray vem da identificagdo de padrdes informativos de expressao de um
gene por meio das experiéncias multiplas. O cumprimento destes objetivos é facilitado
usando uma amostra de referéncia comum para todos os experimentos que forneca uma
medida da expressdo base para cada gene, permitindo a normalizacdo e a comparacdo de
experimentos independentes.

Para fornecer a cobertura étima dos genes depositados em lamina, as amostras de
referéncia sdo freqlientemente constituidas a partir de um grande numero de linhagens
celulares de varios tecidos diferentes. Um exemplo é o RNA referéncia humana universal

comercializada pela Stratagene (http://www.stratagene.com).

Esta referéncia consiste em quantidades equimolares de RNA de dez linhagens
celulares de tumores dez tecidos diferentes (linfécitos B, mama, cérebro, cérvix, figado,
linfécitos, macrofagos, pele, linfocitos T e testiculos). Entretanto, dez se mostrou um ndmero
excessivo de linhagens e, ao invés de garantir representatividade total de transcritos, pode
ocasionar até uma “diluicao” destes em termos de resultados globais. Conseqliientemente,
misturar muitas linhagens celulares pode diluir os transcritos raros de modo que a sua
representacdo no “pool” final do RNA esteja abaixo do limite detectavel (YANG et al., 2002).

O uso do RNA de referéncia passou a ser uma abordagem bastante adequada
eliminando assim a necessidade de repetir as marca¢cdes de uma mesma amostra com dois
corantes (dye-swap) e, consequentemente evitando as diferencas de incorporacao.

Portanto, foi escolhido neste trabalho o RNA referéncia, produzido a partir de quatro
tipos celulares humanos distintos (astrocitoma cerebral, Utero, laringe e linfocitos a partir de

sangue periférico e linhagem linfocitica). O delineamento experimental utilizando o RNA de
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referéncia consiste em marcar as amostras de pacientes e controles com Cy3 e combina-los
numa mesma lamina com amostras de RNA de referéncia marcados com Cy5.

As hibridagdes com cDNA oriundos de RNA de referéncia sao importantes para os
calculos de normalizagao, pois reflete a estimativa da quantidade de material depositado em

cada ponto do microarray (alvo).

5.9. Marcagao das sondas de cDNA com fluorocromos Cy3 e Cy5

Amostras de RNA total foram copiadas em cDNAs e marcadas utilizando o kit Cyscribe
Post-Labelling (GE Healthcare, EUA) que envolve a preparacdo do cDNA em dois passos. No
primeiro passo ocorre a sintese da primeira fita de cDNA com a incorporacao de
nucleotideos amino-alil dUTP modificados, com posterior degradacdo da cadeia de mRNA e
purificacdo do cDNA para remocgdo de nucleotideos livres e oligdbmeros. No segundo passo, o
cDNA é marcado com formas reativas de ésteres NHS Cy3 e Cy5 que se ligam aos
nucleotideos modificados e apds um processo de purificacdo para elimina¢do dos CyDye ndo

incorporados a sonda esta pronta para hibridacao.

5.9.1. Preparacgdo da primeira fita de cDNA por incorpora¢do de AAdUTP

Em um tubo tipo Eppendorf imerso em banho de gelo foram adicionados 10 g de
RNA total, 1ul de primer randémico, 3 il de oligo (dT) e 0,5 I de controle denominado spike
mix para o Universal ScoreCard em um volume total de 11l (proporgao de 2 pl de spike mix
para cada 1ug de RNAm marcado). A reagdo foi misturada cuidadosamente e incubada a
70°C por 5 min, sendo posteriormente resfriada a 4°C durante 5 min. A extensdo da cadeia

de cDNA foi realizada utilizando 4 pl de tampao 5X CyScript , 2ul de DDT 0,1 M, 1ul de
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nucleotideo “mix”, 1ul de AA-dUTP (a quantidade de um tubo contendo AA-dUTP liofilizado
sera ressuspenso em 30ul de agua livre de nucleases e mantido a -20°C até o uso), 1ul de
transcriptase reversa CyScript, em um volume final de reagao de 20 pl. A reagdo foi incubada
a 42°C por 1,5 hora. Em seguida, a degradagdo dos RNAm adicionando 2 ul de NaOH 2.5 M

com incubagdo a 37°C durante 15 min, e 20ul de HEPES 2M.

5.9.2. Purificagdo do cDNA com colunas de purificagcdo CyScribe GFX

Para cada amostra de cDNA com volume entre 20 a 100 pl foram adicionados 500p de
solucdo “capture buffer” em uma coluna de purificagdo GFX colocada dentro de um tubo
coletor. O produto de cDNA marcado com aminoalil ndo purificado foi adicionado a coluna e
misturado 5 vezes. A centrifugacdo foi feita a 13800 xg por 30 seg. A coluna foi retirada e o
liquido contido no tubo coletor foi descartado. A coluna foi novamente colocada no tubo coletor
e foram adicionados 600l de etanol 80%. A centrifugacao foi feita a 13800 xg por 30 s. A coluna
foi retirada e o liquido contido no tubo coletor foi descartado. Esta lavagem foi repetida mais
duas vezes. Uma nova centrifugacao foi feita a 13800 xg por 10 s. para retirada do excesso de
etanol 80% da amostra. O tubo coletor foi descartado e a coluna contendo o cDNA foi colocada
em um tubo de 1,5 pl. Foi adicionada a coluna 60 pl de bicarbonato de sédio 0,1 M pH 9,0 e

incubado durante 5 minutos. O material foi centrifugado a 13800 xg por 1 min.

5.9.3. Incorporagéo de Cy3 e Cy5

A amostra de cDNA marcada com amino-alil purificada foi adicionada a um tubo com

a aliquota de CyDye NHS éster e ressuspendida varias vezes. O material foi centrifugado a
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13.800xg por 1 min e incubado no escuro durante 1 hora. Adicionou-se 15 ul de
hidroxilamina 4M seguida de incuba¢dao no escuro durante 15 min a temperatura ambiente.

Os cDNAs marcados também foram purificados com as colunas GFX.

5.9.4. Purificagdo do cDNA marcado com CyDye com colunas de purificagdo CyScribe GFX

Para cada amostra de cDNA com volume entre 20 a 100 pl foram adicionados 500 pl
de solucdo “capture buffer” em uma coluna de purificacdo GFX colocada dentro de um tubo
coletor. O produto de cDNA marcado com CyDye ndo purificado foi adicionado a coluna e
misturado 5 vezes. A centrifugacdo foi feita a 13800 xg por 30 segundos. A coluna foi
retirada e o liquido contido no tubo coletor foi descartado. A coluna foi novamente colocada
no tubo coletor e foram adicionados 600 pl da solugdo “wash buffer”. A centrifugagao foi
feita a 13800 xg por 30 segundos. A coluna foi retirada e o liquido contido no tubo coletor foi
descartado. Esta lavagem foi repetida mais duas vezes. Uma nova centrifugacdo foi feita a
13800 xg por 10 segundos para retirada do excesso da solucdo “wash buffer” da amostra. O
tubo coletor foi descartado e a coluna contendo o cDNA foi colocada em um tubo de 1,5 pl.
Foi adicionado a coluna 60 pl da solugao “elution buffer” pré-aquecido a 65°C e incubado

durante 5 minutos. O material foi centrifugado a 13800 xg por 1 minuto.

5.9.5. Quantificag¢do do CyDye incorporado no cDNA

ApOs a purificagdo dos cDNAs marcados fizemos a monitoragao de incorporagao dos

fluorocromos por meio de leitura em espectrofotémetro VIS (Ultrospec 2100, Amersham

Biosciences) em comprimento de onda a 550 nm para Cy3 e 650 nm para o Cy5 com
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amostras diluidas 100X. A quantidade de Cy3 ou Cy5 incorporada no cDNA foi calculada por
meio de seu coeficiente de extingdo molar 150 000 | mol ~* cm™ para Cy3 e 250 000 | mol ~*
cm™ para Cy5. As proporcdes de Cy3 e Cy5 incorporados no cDNA foram calculados por meio

da seguinte formula: (A)/E x Z x fator de dilui¢do x 10 12 onde:

A= absorbéancia de Cy3 a 550 nm ou Cy5 a 650 nm
E= coeficiente de extincdo para Cy3 ou Cy5 x 10°

Z=volume (ul) da sonda apds purificagao

Para hibridacdes com os dois fluorocromos foram adicionados os cDNA marcado com
Cy3 e Cy5 em um tubo de microcentrifuga protegido da luz. A solucdo de cDNA foi
evaporada em um aparelho “Speed Vacum”. A seguir o cDNA foi dissolvido em 6 pl de agua
livre de nuclease e denaturado a 95°C por 2 min. A solugdo foi imediatamente resfriada no
gelo por 30 seg. A essa reagdo adicionamos 1,5 pl de A80 (1mg/ml) e incubamos a 75 °C por

45 min, estando assim pronta para o processo de hibridacdo.

5.10. Hibridag¢do das laminas de microarrays

As laminas de microarrays foram hibridadas utilizando um processador automatico
de laminas, “Lucidea Automated Slide Processor”—ASP (Amersham Biosciences) que permite
a hibridacdo e lavagens de laminas em camaras independentemente controladas. Este
aparelho inclui um software que automatiza a inje¢ao de amostras liquidas e solugdes de
lavagens ou ar dentro das camaras e possui parametros de controle de temperatura e

velocidade de injecdo e circulacdo destas solugdes no interior das mesmas.
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As sondas de cDNA marcadas com Cy3 e Cy5 foram feitas da mesma maneira que no
item anterior, e as laminas foram hibridadas por 15 horas a 42°C. As condicOes de lavagens
foram: 1XSSC/0,2%SDS (2 x 20 seg a temperatura ambiente); 0,1X SSC/0,2% SDS (2 x 20 seg a
temperatura ambiente); 0,1X SSC (2 x 20 seg a temperatura ambiente). A Ultima lavagem das
laminas foi feita com isopropanol, sendo em seguida aquecidas a 42°C, e novamente
lavagem com isopropanol. Apds as lavagens as laminas foram aquecidas a 60°C para
secagem e posteriormente foram colocadas no “Array Scanner” (Amersham Biosciences)

para obtencdo das imagens.

5.11. Aquisicdao de imagens de microarrays

As laminas foram colocadas num aparelho “Array Scanner Gen III” (Amersham
Biosciences) e as imagens foram obtidas com feixes de raios laser para as duas cores, o
comprimento de onda de excitacdo do laser de 532 nm para o verde e 633 nm para o
vermelho para cada um dos “spots” sobre o microarray. A leitura da lamina gera dois
arquivos com imagens separadas para os dois canais de cores (Cy3 e Cy5) e uma imagem

colorida de sobreposi¢cdao com auxilio do programa ImageQuant (Amersham Biosciences).

5.12. Quantificacdao e normalizagao dos dados de microarrays

Apds obtencdo das imagens seguiu-se a andlise realizada em duas etapas.

1. Inicialmente, os dados contidos nas imagens foram transformados em dados numéricos,

utilizando o programa Spotfinder (http://www.tigr.org/software). Esse programa, além

de transformar as informacdes das imagens em valores numéricos, também analisa a
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qualidade dos pontos e calcula o "background". Dois parametros foram considerados
para o controle de qualidade neste programa: os pontos de boa qualidade apresentam
valores superiores e/ou igual a 1 valor "backgrounds" mais 1 valor desvio padrao.

2. Em seguida, estes dados foram normalizados. A normalizagdo retira os erros experimentais
sistematicos por balancear a intensidade dos dois fluorocromos. Esses erros podem ocorrer
devido a diferenca de incorporacdo dos corantes, efeitos espaciais na lamina e diferencas
durante a aquisicdo das imagens nos dois canais. Para esses ajustes, utilizou-se a plataforma

R (www.r-project.org), com os pacotes de programas AROMA (BENGTSSON, 2004), o Limma-

Bioconductor (IHAKA; GENTLEMAN, 1996; GENTLEMAN et al, 2004) e o KTH

(http://www.biotech.kth.se/molbio/microarray) que retém as funges necessarias para a

normalizacdo dos dados de microarrays. Portanto, apds a retirada do background pelo
programa Spotfinder, os dados foram importados para o ambiente R e transformados para o
formato de dados “M versus A”, onde M € igual a log2(R/G) e A é igual a 1/2-log2(R-G). Em
seguida, os métodos de normalizacdo “print-tip Lowess” e “absolute median deviation (MAD)
re-scaling” foram aplicados respectivamente. O primeiro método aplica uma regressao linear
nos dados, para corrigir erros espaciais que possam ter sido gerados durante os
experimentos. O segundo re-escalona as razdes de log para cada microarray, de maneira que
cada slide adquire a mesma distribuicao dos dados, de acordo com a MAD, capaz de estimar

com robustez a variancia de uma amostra.

5.12.1. Nomenclatura dos genes

Neste trabalho, optou-se por seguir a nomenclatura usual para genes humanos, ou

seja, o simbolo do gene em inglés com as letras maiusculas (exemplo: RUNX2). Os nomes dos
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genes estdo em inglés, pois toda a literatura e os principais bancos de dados internacionais

como SOURCE (http://source.stanford.edu/cgi-bin/source/sourceSearch) ou GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov) estdo nesse idioma. Além disso, todos os arquivos da biblioteca de

cDNA IMAGE estdo em inglés.

5.13. Andlise bioinformatica dos dados de microarrays

5.13.1. Selegdo de processos bioldgicos de interesse usando bancos de dados

O principal método de andlise de dados de expressdo génica do presente trabalho foi
o programa de redes génicas a partir de dados de microarrays GeneNetwork (Wu et al 2004).
Para a reconstrucdo da rede, focamos genes envolvidos nos processos de carcinogénese.

Os critérios para selecdo dos genes para composicdo da rede foram: 1) funcdo
conhecida e 2) pertencerem as vias de sinalizacdo e processos envolvidos com o cancer,

identificados pelos bancos de dados SOURCE, KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) e

FATIGO (http://www.fatigo.org/).

O banco de dados SOURCE foi utilizado visto que este compila informacdes de varios
outros bancos publicos (UniGene, dbEST, Swiss-Prot, GeneMap99, RHdb, GeneCards e
LocuslLink) e as disponibilizam de maneira a facilitar a anotagdo dos genes diferencialmente
expressos.

Por meio do simbolo dos genes, como aparece no banco SOURCE, foi feita uma busca
dos genes presentes no perfil de expressdo de células-tronco oriundas de corddo umbilical e
de medula dssea. Esses genes foram utilizados entdo para as analises do presente trabalho.

A lista de genes identificados foi organizada na forma de um arquivo de imput para outro
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banco de dados, o FATIGO, que fornece informacdes sobre a anotacdo dos genes como
fungdo, processo bioldgico, fungao molecular, e as provaveis vias de sinalizagdao celular
apontadas a partir do banco de dados proteicos do KEGG. O FATIGO é muito util aos estudos
de expressdo génica em grande escala por processar centenas de genes de uma sé vez.

E interessante ressaltar que apesar do KEGG constituir um banco de dados sobre
proteinas e suas respectivas vias, ele oferece pistas para estudos moleculares de maneira

geral. Foram utilizadas para construcdo de redes de interacdo génica as vias de sinalizacdo

envolvidas com o processo carcinogénico, ciclo celular e apoptose.

5.13.2. Agrupamento hierdrquico

Os dados de expressdao génica foram analizados pelo aplicativo MultiExperiment
Viewer (MEV) desenvolvido pela TIGR. O aplicativo possui médulos analiticos que permitem
a visualizacao dos dados de microarrays, bem como a identificacdo de genes e padrdes de
expressao de interesse. Foi empregado neste trabalho o algoritmo Cluster & TreeView, que
compara as médias dos diferentes genes cujos desvios padrdes ndo se sobrepdem, para
construir um dendrograma que junta todos os elementos (genes e amostras) em uma Unica
arvore (EISEN et al., 1998).

Optou-se pela clusterizacdo hierarquica supervisionada das amostras das variaveis
temporais Oh, 24h, 48h e 7 dias para células-tronco originarias do corddao umbilical e da
medula dssea, gerando dendrogramas apenas para os genes, estes previamente submetidos
a uma filtragem de 80% dos dados. Os valores de expressao génica foram centralizados pela

mediana e transformados em log usando a distdncia métrica por correlacdo de Pearson para
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clusterizagao hierarquica supervisionada. Optamos por essa analise por se tratar de um
experimento temporal, ndo sendo, portanto, de interesse a separacdo das amostras.

Para uma melhor visualizagao, geramos as medianas dos 6 valores para cada variavel
temporal de cada material e os unimos em um unico Heatmap, que esquematiza a
similaridade entre os genes de interesse, ou seja, envolvidos com o processo e/ou vias de

carcinogénese. Os valores utilizados sdo os mesmos para a construcao das redes génicas.

5.13.3. Construgdo de redes de interagdo génica

O programa escolhido para a inferéncia das redes génicas foi o GeneNetwork (Wu et
al 2004) por ser aquele que melhor se aplica aos nossos conjuntos de dados. O
GeneNetwork é um software livre e encontra-se disponivel online no endereco:

(http://genenetwork.sbl.bc.sinica.edu.tw/index.asp).

O fluxo do trabalho para GeneNetwork é como segue: 1) imput dos dados
experimetais no formato de texto limitado por tabulagdes, 2) procede a interpolagdo dos
dados através do controlador de interpolagdo se o numero de pontos de dados
experimentais forem insuficientes para iniciar os calculos de inferéncia, 3) executar a
aproximacdo de inferéncia por engenharia reversa usando Modeling controler para gerar a
matriz génica regulatdria que descreve como os genes que se regulam e 4) extrair
automaticamente a rede para a visualizacdo, baseada na matriz regulatdria.

Para facilitar a interpretacao dos grafos gerados pelo programa GeneNetwork um dos
alunos de mestrado de nosso grupo, Guilherme Liberato Silva, desenvolveu uma ferramenta
intitulada Mandala, ainda ndo publicada. Seu algoritmo, escrito em linguagem de

programacao C, decodifica a matriz regulatdria proveniente do GeneNetwork, identificando
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as interagdes génicas existentes e gerando um resultado apresentado em formato textual.

Isso facilida a interpretagao das redes obtidas.

5.13.4. Predi¢do de motivos de ligagdo cis-regulatdrios de fatores de transcri¢do

Depois de realizada a construcdo das redes génicas, foi feita uma andlise dos genes
com mais de 3 interacBes através do estudo da regido upstream da sequéncia dos genes
para busca de regides consenso entre eles, visando a identificacdo de possiveis padroes
regulatérios dentro da rede, bem como os fatores de transcricdo putativos que ali se
ligariam.

As seqiéncias génicas envolvidas nas redes regulatérias foram analisadas quanto a
presenca de sitios de ligacdo de fatores de transcricdo. Essa andlise envolve duas etapas
como segue:

1) Alinhamento pelo algoritmo de Markov (BAILEY et al. 2006) para busca de
padroes em comum mais significativos, a partir do software MEME

(http://meme.nbcr.net/meme4 1/cgi-bin/meme.cgi). Os padrdes dessa busca

incluem:
- Tamanho de 5 a 18 nucleotideos
- Ocorréncia de no minimo 30 sequéncias
- Resultado analisado: 10 sequéncias com os melhores Evalue
2) Busca por motivos com fun¢dao conhecida no banco de dados TRANSFAC

(MATYS et al. 2003) a partir do software TFscan (http://www.gene-

regulation.com/).
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Outra analise paralela foi realizada com os genes marcadores da osteogénese
(COL1A1, BGLAP, SPP1 e ALPL) estudados por PCR semi quantitativa. Realizou-se a busca do
sitio de ligagao para o fator de transcricdao heterodimero RUNX2 e CREB, cuja sequéncia é
conhecida e bem relatada na literatura (YOSHIDA et al. 2002). Sabe-se que o fator de
transcricdo RUNX2 regula os principais genes da osteogénese e, apesar dos sitios serem
descritos na literatura, ndo encontramos nenhuma analise localizando o sitio de ligacdo para
esse fator na seqiéncia upstrem dos genes alvo. Para a andlise utilizou-se a ferramenta

RSATtools (http://www.rsatools.org).

5.14. Confirmagao dos dados de microarrays por PCR em tempo real

As analises por PCR quantitativa em tempo real foram realizadas utilizando-se da
metodologia SYBR Green, de acordo com o fabricante (Applied Biosystems) num aparelho
7500 Real Time PCR (Applied Biosystems).

A primeira etapa do processo consiste na avaliacao da especificidade dos produtos de
PCR por meio da andlise de uma curva de dissociagao. Para isso, é realizada quantificagdo
absoluta de cada par de primers, inclusive dos genes constitutivos, utilizando diluigdes
seriadas 1:10 a 1:10000 de cDNA para calcular a eficiéncia da reagao e, consequentemente,
a qualidade dos primers. A reacdo consiste de amplificacdo seguida da dissociacao.

Os valores de Slope e de R fornecidos apds a construcdo de uma curva de regress3o
linear sdo utilizados para avaliacdo da eficiéncia da reacdo (E) utilizando-se a férmula E = 10
(-1/Slope)-1 (User Bulletin#2, ABI Prism 7700 Sequence Detection System).

A segunda etapa consiste na reacdo quantitativa propriamente dita. Dessa forma, foi

realizada quantificacdo relativa para avaliar a expressdo génica em cada amostra e compara-
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las entre si. A reacdo final consiste em 25 ul, contendo 10 ng de cada primer, 1X solucdo
SYBR Green e 2 ul de cDNA sintetizado a partir de uma quantidade padronizada de RNA total
(2 ug de RNA).

Os primers foram desenhados com auxilio do software Primer3

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cgi) cujos parametros foram

ajustados para que todos apresentassem temperatura de anelamento a 60°C.

5.14.1 Andlise estatistica dos dados de PCR em tempo real

E importante notar que a avaliacdo da expressdo dos transcritos por PCR em tempo
real ocorre por meio de anilise diferente daquela empregada nos dados de microarrays. Os
valores de quantificacdo relativa sdo calculados utilizando-se a comparacdo de genes
constitutivos, conforme descrito por PFAFFL (2001).

Para a analise estatistica dos dados, utilizou-se o teste estatistico One-way ANOVA
por meio do software estatistico GraphPad Prism 4.00 (http://www.graphpad.com/

prism/Prism.htm).



Resultados
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6. RESULTADOS

6.1. Cultura de células-tronco mesenquimais e induc¢ao de diferenciagdo em osteoblastos

6.1.1. Morfologia celular

Por meio da técnica de imunofluorescéncia e utilizando-se faloidina conjugada com
Alexa-fluor 488 para visualizacdo do citoesqueleto (em verde) e o ntcleo marcado com DAPI
(em azul), foi possivel avaliar as modificacGes morfoldgicas ocorridas devido a inducdo da
diferenciacdo. Além disso, foi feita a localizacdo da enzima fosfatase alcalina utilizando o
anticorpo anti h-ALP, (em vermelho), visto esta ser considerada como o principal marcador
de osteogénese.

Observou-se que as células-tronco mesenquimais indiferenciadas apresentam
formato fibroblastéide, ou seja, com o citoesqueleto disposto de maneira alongada. Durante
a inducdo quimica, notou-se diferenca na morfologia. As células passaram a apresentar um
formato poligonal.

Quanto a imunolocalizagdo da fosfatase alcalina, foi possivel observar sua presenga
mesmo nas células indiferenciadas, caracteristica essa mais evidente nas células tronco de
medula déssea. Além disso, observamos que a presenca de fosfatase alcalina apresentou-se

bastante aumentada apds o 7° de indug3o.
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Figura 8. Imunofluorescéncia de células tronco mesenquimais. Fosfatase alcalina aparece em vermelho (anti-hALP);
citoesqueleto aparece em verde e foi marcado com faloidina; nucleo aparece em azul e foi marcado com DAPI. (A)
células de corddo umbilical indiferenciada; (B) células de corddo umbilical com 7 dias de indugdo osteogénica; (C)
células de medula dssea indiferenciada; (D) células de medula éssea com 7 dias de indugdo osteogénica. Microscopia
de fluorescéncia 40X.

6.1.2. Proliferagdo Celular

Foi avaliada a taxa de proliferacdo celular ao longo de 7, 14 e 21 dias das células
submetidas a inducdo osteogénica e indiferenciadas utilizadas como controle. As células
cultivadas em meio ndo osteogénico apresentam maior taxa de proliferacdo do que as
células sob inducdo osteogénica. Isso pode ser visto mais claramente em células de cordao
umbilical que apresentam maior taxa de proliferacdo, (Figura 9). E interessante notar um

leve declinio na taxa de proliferacao nas células indiferenciadas de corddo umbilical apds o
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7° dia de inducdo osteogénica. Nas células provenientes de corddo umbilical, a diferenca foi
estatisticamente significante em todos os periodos observados; ja no grupo de medula

dssea, ndao houve diferenca estatistica.
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Figura 9. Proliferacdo celular de células tronco mesenquimais em cultura apds 7, 14 e 21 dias de
inducdo osteogénica. (A) células de corddo umbilical, (B) células de medula éssea cultivadas em meio
minimo ndo osteogénico (MEM) ou de diferenciagdo (MTS). Analise estatistica Mann-Whitney
(p<0.05).

6.1.3. Viabilidade Celular

Foi avaliada a viabilidade celular ao longo de 7, 14 e 21 dias das células submetidas a
indugao osteogénica e indiferenciadas utilizadas como controle. Tanto em células de cordao
umbilical quanto de medula dssea, as células, de maneira geral, apresentaram viabilidade
acima de 80%. Somente no caso de células-tronco originarias de corddao umbilical é que a
viabilidade no periodo de 21 dias apresentou-se préximo de 70%, sendo significativamente

menor quando comparado ao grupo controle (Figura 10)
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Figura 10. Viabilidade de células tronco mesenquimais em cultura apds 7, 14 e 21 dias de indugdo
osteogénica. (A) células de corddo umbilical, (B) células de medula dssea cultivadas em meio minimo
ndo osteogénico (MEM) ou de diferenciacdo (MTS). Andlise estatistica Mann-Whitney
(p<0.05).*Diferenca estatistica com p=0,004 somente para o grupo de células do corddo umbilical no
periodo de 21 dias.

6.1.4. Determinagdo de proteinas totais

As células-tronco provenientes de cordao umbilical e cultivadas em meio osteogénico
apresentaram aumento estatisticamente significante na quantidade de proteinas totais em
todos os periodos de inducdo osteogénica. As células provenientes de medula 6éssea,
apresentaram tendéncia a diminuicdo na quantidade de proteinas totais, principalmente aos

7 dias de cultura. A partir desse ponto nao observamos diferenca estatistica (Figura 11).
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Figura 11. Quantidade de proteinas totais (ug/10* células) em células tronco mesenquimais de corddo
umbilical (A) e medula dssea (B) obtidas apds 7, 14 e 21 dias em meio minimo (MEM) ou em meio de
diferenciacdo (MTS). Andlise estatistica de Mann-Whitney (p<0.05).
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6.1.5. Medida da atividade de Fosfatase Alcalina por rea¢do enzimdtica

As células-tronco provenientes de corddao umbilical e de medula éssea, cultivadas em
meio de diferenciacdo osteogénica, apresentaram maior atividade de fosfatase alcalina
guando comparadas com o grupo controle. Todas as comparacdes foram estatisticamente

significantes, exceto no grupo de 7 dias das células tronco de corddo umbilical (Figura 12).
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Figura 12. Atividade de fosfatase alcalina em células tronco mesenquimais apds 7, 14 e 21 dias de
inducdo osteogénica. (A) células do corddo umbilical, (B) células de medula dssea cultivadas em meio
minimo (MEM) ou meio de diferenciagdo (MTS). Analise estatistica de Mann-Whitney (p<0.05).

6.1.6. Nodulos de mineralizagdo

Aos 21 dias de cultura observou-se que a formacdo de nddulos de mineralizacao
ocorreu num padrao diferenciado tanto em células-tronco de corddo umbilical como de
medula éssea. Em células provenientes do cordao umbilical humano, a mineralizagao
mostrou-se num padrdo puntiforme, enquanto que nas células provenientes da medula

dssea, os nodulos foram maiores e mais coalescentes (Figura 13).
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Figura 13. Coloragdo pelo vermelho de alizarina. A matriz mineralizada aparece em vermelho. (A) células
de corddo umbilical indiferenciadas; (B) células de corddo umbilical com 21 dias de indugdo osteogénica;
(C) células de medula dssea indiferenciadas; (D) células de medula éssea com 21 dias de inducdo
osteogénica. Microscopia de contraste de fase 40X.

6.2. Avaliagao da integridade do RNA total

6.2.1. Amostras utilizadas como pool de referéncia

A qualidade das amostras de RNA total provenientes das linhagens celulares foi

avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% em condi¢cdes denaturantes. As amostras

que se apresentaram integras com relacdo as subunidades de rRNA 28S, 18S, 5S e tRNA,
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além das avaliacdes espectrofotométricas, foram selecionadas para compor o pool de

referéncia (Figura 14).

RIAI28% =

RIMArLSS =

RNALSS =

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose corado com bometo
de etideo para avaliacdo da integridade das amostras de RNA
provenientes das linhagens que compdes o pool de referéncia.

6.2.2. RNA total de amostras das células tronco

As amostras de RNA total extraidas de células tronco mesenquimais provenientes de
corddo umbilical e de medula dssea apresentaram-se integras como avaliadas por meio de
eletroforese em gel de agarose convencional (Figura 15). Além disso, essas amostras
também apresentaram livres de fenol e de proteinas como avaliadas por espectrofotometria

UV. Essas amostras foram selecionadas para marcacdo fluorescente.
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Figura 15. Eletroforese em gel de agarose corado com bometo de etideo para avaliagdo da
integridade das amostras de RNA total provenientes das células tronco de corddo umbilical (A) e de
medula dssea (B).

6.3. RT-PCR semi-quantitativa e andlise da regido upstream dos transcritos dos marcadores
classicos da diferenciagao osteogénica

Também foi avaliada a expressdo de mRNA de genes importantes durante o processo
de diferenciacdo osteogénca (ALPL, COL1A1, BGLAP, SPP1 e RUNX2). A Figura 16 mostra a
evolucdo da expressdo ao longo da diferenciacdo de MSC de corddo umbilical e medula
Ossea respectivamente para todos os tempos estudados: Oh (controle), 24 h, 48 h e 7 dias.

O gene GAPDH foi escolhido como padrdao de expressdao constitutiva (Figura 16A),

comportando-se de uma maneira muito semelhante nas amostras analisada.
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Figura 16. Expressdo génica avaliada por RT-PCR semi-quantitativa em corddo umbilical (1) e medula
6ssea (2). A expressdo dos genes ALPL (B), COL1A1 (C), RUNX2 (D), SPP1 (E), BGLAP(F) foram avaliadas em
amostras de cDNA de células-tronco indiferenciadas (0h) e células em diferenciacdo in vitro apds 24 h, 48
h e 7 dias.

O gene da fosfatase alcalina (ALPL) mostrou maior expressdo aos sete dias de

diferenciacdo tanto em células tronco de corddo umbilical (Figura 16B-1) ou como de
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medula éssea (2) (Figura 16B-2). Observamos que a expressdo de mRNA de ALPL foi maior
nas MSCs de medula dssea.

O gene do coldgeno tipo 1A1 (COL1A1) apresentou um pico de expressdo em 48
horas em MSC de corddo umbilical (Figura 16C-1) e em 24 horas em MSC de medula dssea
(Figura 16C-2).

O gene RUNX2, teve sua expressdao gradativamente aumentada durante a
diferenciacdo tanto de MSC de corddo umbilical (Figura 16D-1) como em MSC de medula
Ossea (Figura 16D-2).

Nos nossos resultados, a osteopontina (SPP1) se comportou como um gene de baixa
expressao, com maior expressdo por volta de 24 horas de diferenciacdo tanto em MSCs de
corddo umbilical (Figura 16E-1) como de medula dssea (Figura 16E-2).

A osteocalcina (BGLAP), ndo foi evidenciada expressao significativa desse gene
durante esse periodo nos dois tipos celulares (figura 16F).

A andlise de sequéncias para busca do sitio de ligacdo do fator de transcricao RUNX2
nos outros genes marcadores de osteogénese mostra a ocorréncia de trés sitios para a
fosfatase alcalina (ALPL), e um sitio na regido upstream da osteocalcina (BGLAP). Ndo foram
encontrados sitios de ligacdo para o oligo testado no colageno do tipo | (COL1A1) e para a

osteopontina (SPP1) na regido upstream das sequéncias analisadas (Figura 17).

ATG
~1000 =900 =800 =700 -600 =500 =400 =300 =200 =100 ¢ Legend
I YGYGGTY 1.00
co161
ALPL ' :
BGLAP r
SPP1

Figura 17. Localizagdo do sitio de ligagcdo para o fator de transcricigo RUNX2-CREB (YGYGGTY) na regido
upstream (0 a -1000 pb a partir do ATG) dos genes marcadores da osteogénese. A marcagdo para cima da
linha representa a ligagdo na fase de leitura +1, enquanto abaixo da sequéncia representada indica
orientagdo -1.
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6.4. Amplificacdo de cDNA para a confec¢ao de microarrays

A primeira etapa para a construcao dos microarrays consistiu na amplificacdo por
PCR dos insertos de cDNA (biblioteca IMAGE) diretamente dos clones em cultura bacteriana
(Figura 18).

O microarray utilizado neste trabalho foi preparado com sequéncias de cDNA de genes
cujas funcoes sdo relacionadas a vias de sinalizacdo celulares de interesse, cancer, sistema imune

e também algumas ESTs (Expressed Sequence Tags) com fun¢do desconhecida.

" N BNy YR o

- - —

Figura 18. Analise da qualidade dos produtos de PCR dos
clones de cDNAs humanos IMAGE. Eletroforese em gel de
agarose 1% da amplificagdo PCR e purificagdo dos insertos dos
genes selecionados da biblioteca de cDNA IMAGE. Banda
Unica (A) representa amplificacdo especifica, banda dupla (B),
inespecifica e auséncia de banda (C) representa falha no
processo de amplificagdo.

6.5. Aquisicao de imagens de microarrays

O anexo B ilustra uma imagem tipica de hibridacdo de uma das laminas de

microarray, obtida por escaneamento a laser. Neste caso, foi utilizada a sonda marcada com
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Cy3 para células tronco indiferenciadas e diferenciadas, e o pool de referéncia foi marcado
com Cy5. Assim, os pontos verdes correspondem aos genes expressos somente nas amostras
provenientes das células-tronco, enquanto os pontos vermelhos correspondem aos genes
expressos no pool de referéncia e os pontos amarelos correspondem aos genes expressos
em ambos.

No total foram utilizadas 12 laminas para cada material, sendo triplicatas bioldgicas
de 4 situacdes experimentais: células-tronco mesenquimais indiferenciadas (0 h), células em

diferenciacdo por 24h, 48h e 7 dias.

6.6. Perfis de expressao génica por agrupamento hierarquico

Os dados numéricos gerados pelo programa Spotfinder, foram normalizados no
ambiente estatistico R. No aplicativo MEV, os valores foram filtrados, seguindo na analise
apenas os genes expressos em, no minimo, 80% dos experimentos. Os dados (amostras e
genes) foram centralizados pela mediana. A partir da matriz gerada foram calculadas as
medianas dos 6 valores para cada tempo de cada material (Figura 19).

Os genes envolvidos com a carcinogénese foram selecionados por meio da
ferramenta FATIGO, que permite uma busca integrada com outros bancos de dados,
especialmente o KEGG. Foram encontrados genes para as seguintes vias de sinalizacdo e
processos de interesse: WNT, NOTCH, HEDGEHOG, MAPK, ERK, GnRH, Jak-STAT, TGF-j3,
apoptose, ciclo celular e ubiquitinacdo, metabolismo do cdlcio e adesdo focal Foram
encontrados marcadores para: cancer de tiredide, carcinoma de célula basal e glioma
(Anexos C e D).. Foram também incluidos os marcadores da diferenciagao presentes na

biblioteca de cDNA utilizada, o BGLAP, o SPP1 e o COL1A2 (Anexo D).
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Para visualizagao dos genes envolvidos com a carcinogénese, geramos em um unico
Heatmap para células-tronco provenientes de cordao umbilical e medula dssea que
esquematiza a similaridade entre os genes de interesse. A clusterizagao foi determinada pelo
algoritmo Cluster & TreeView, com a distancia métrica baseada na correlacdo de Pearson. A
analise realizada foi a clusterizacdo hierarquica supervisionada das amostras, gerando
dendrogramas apenas para os genes.

E possivel observar uma maior similaridade entre os tempos de Oh e 24h, e entre 48
h e 7 dias. A partir dessa observacdo, podemos inferir que a modulacdo da expressdo génica
ocorre geralmente ap0ds 48 h de inducdo quimica, mantendo um padrdo até o periodo de 7
dias em ambos materiais. Os valores e genes utilizados para construcao deste Heatmap sao

0s mesmos para a construcdo das redes génicas.
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Figura 19. Heatmap construido por clusterizacdo hierdrquica
supervisionada (Cluster &TreeView) a partir dos valores das medianas das
laminas de cada tempo de diferenciacdo osteogénica em células-tronco
mesenquimais provenientes de corddao umbilical (UC) e de medula éssea
(BM).
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6.7. Redes transcricionais a partir de dados de microarrays

6.7.1. Redes de interagdes transcricionais de células-tronco mesenquimais

A partir dos dados dos microarrays normalizados, filtrados e finalmente utilizando-se
o programa GeneNetwork (WU et al., 2006), foi construida uma rede génica entre os genes
selecionados para todas as varidveis temporais (0 a 7 dias) de diferenciacdo osteogénica de
células tronco de cordao umbilical e de medula dssea. Foi realizada a interpolacdo linear dos
dados a fim de inferir as provaveis interacdes durante o processo de diferenciacdo.

Para a construcdo do modelo linear, foi utilizado o nimero de ligacdes igual ao
numero de genes de entrada. Nem todos os genes de entrada obtiveram uma ligacdo dentro
da rede construida, sendo eliminados apds a andlise matematico-estatistica realizada pelo
programa GeneNetwork. As figuras 20 e 21 mostram os grafos resultantes dessa analise.

Para melhor visualizacao, identificamos os nds génicos e as via de sinalizacao
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Figura 20. Rede de interagGes transcricionais durante a diferenciacdo de células tronco de corddo umbilical (0 a 7
dias) gerada pelo programa GeneNetwork.
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Figura 21. Rede de interagGes transcricionais durante a diferenciacdo de células tronco de medula dssea (0 a 7
dias) gerada pelo programa GeneNetwork.
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6.7.2 Sistematizagdo dos nés génicos para melhor compreensdo das redes génicas

Conforme ja descrito em material e métodos, com o software Mandala (SILVA et al.,
2009; ndo publicado; www.rge.fmrp.usp.br/genes), é possivel a identificagdo textual a partir
da matriz de interacBes entre os genes geradas pelo programa GeneNetwork. Para facilitar a
visualizacdo, os dados foram organizados em tabelas de acordo com os nds génicos de
interesse. Os nés escolhidos englobam basicamente todos os genes que realizam interacgdes
nas redes.

Avaliando o mecanismo da rede transcricional regulatéria em corddao umbilical,
encontra-se como base do mecanismo, a regulagdo por um transcrito que corresponde a
uma subunidade da proteina G, o GNG12. O transcrito para essa proteina apresenta auto-
regulacdo positiva, além de induzir diversos oncogenes, como o oncogene HRAS. O principal

gene que regula o positivamente é o PRKDC, e negativamente, o PIK3R1 (Tabela Ill).

Tabela lll. Interagdes envolvendo o gene GNG12 durante a diferenciagcdo células tronco de corddo umbilical (0
a 7 dias).

CELULAS TRONCO DE CORDAO UMBILICAL

Genes regulados Genes regulados Genes que regulam Genes que regulam
positivamente por negativamente por positivamente GNG12 negativamente
GNG12 GNG12 GNG12
CLDN10 - PRKDC RET -  PIK3R3 - FAS - PRKDC - GNG12 PIK3R1
MAPK10 - CAMK2A - PRKAR1B - NRCAM -

SPRY2 - MAPK8IP1 - CNTN1 - ESPL1 -

GNG12 - MAP4K?2 - CDKN2D - CDK®6 -

CACNB3 - PDGFRB - CDC14A - SHC1 - ABL1

HRAS - RPS6KAS3 - - GRB2 - CAMK2B -

MAP3K6 - HSPA1L - MAP2K1 - PRLR -

PTPN5 - CACNA1H - PTPN11 - PAK2 -

CACNA1E - DTX1 - RASGRP1 - BRAF -

NUMB - HTR2A - HTR6  PRKAA1 - MAML2 -

- SLC25A4 - ATP2A3 - ACOX3 - CPT1A -

ITPKB - ACVRL1 ACSL4 - SMAD7 -
BMPR2 - SMAD?2 -
CTNNBIP1
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Para o principal regulador positivo do GNG12, o PRKDC, é mantido o mesmo padrao

de regulacdo em relacdo a ocorréncia de interacdes entre os oncogenes, porém, esse gene

apresenta um maior numero de interagdes, emitindo sinais para um maior nimero de vias,

sendo portanto o maior né encontrado nessa rede (Tabela IV).

Tabela IV. Interagdes envolvendo o gene PRKDC durante a diferenciagdao de células tronco de cordao umbilical

(0 a7dias).

CELULAS TRONCO DE CORDAO UMBILICAL

Genes regulados
positivamente por

Genes regulados
negativamente por

Genes que regulam
positivamente PRKDC

Genes que regulam
negativamente

PRKDC PRKDC PRKDC
CLDN10 - SDC3 - PIK3R3 - BIRC2 - FAS - PRKDC - CAMK2A - BIRC2 - PIK3R1 -
CNTN2 - PRKDC- RET PRKAR1B - ATM - GNG12 - MAP3K10 - NRCAM - CDK®6 -

- MAPK10 - CAMK2A -
CSF2RA - SPRY2 -
PIAS1 - LEP -
MAPKS8IP1 - GNG12 -
MAP3K10 - MAP4K2 -
CACNB3 - PDGFRB -
HRAS - RPS6KA3 -
MAPT - MAP3K6 -
ARRB1 - HSPA1L -
PTPNS5 - CACNA1H -
CACNALE - DTX1 -

NUMB - HTR2A - RYR2

- HTR6 - VDAC2 -
ATP2B2 - SLC25A4 -
RYR1 - ATP2A3 -
ADCY7 - ITPKB -
ACVRL1 - ACVR2A -

WIF1 - CXXC4 — BGLAP

—COL1A2 -FN1

NRCAM - CNTN1 -
CNTNAP2 - ESPL1 -
CDKN2D - SMC1A -
CDK6 - CDC14A -
ANAPC7 - SHC1 - ABL1
- GRB2 - CAMK2B -
MAP2K1 - BTRC - PRLR
- PTPN11 - STAM -
PAK2 - MAPKSIP2 -
RASGRP1 - RPS6KA2 -
BRAF - FGF13 - PDPK1
- PRKAAL - MAML2 -
DLL4 - GRM5 - PLCG1 -
PCK2 - ILK - SLC27A4 -
ACOX3 - CPT1A -
ACSL4 - SMAD7 -
ACVR1 - BMPR2 -
SMAD2 - CHRD -
AXIN2 - CTNNBIP1 -
VANGL2

VDAC2 - SMAD7

CAMK2B - BTRC -
PRLR - PDGFRB - BRAF

Ja para o n6 génico que atua regulador negativo do GNG12, o PIK3R1, também estdo

presentes os oncogenes, mas nao foi identificado nenhum gene que o regula, tanto

positivamente quanto negativamente nessas redes. Esse gene corresponde, portanto, a um

no regulador dessa rede (Tabela V).
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Tabela V. Interages envolvendo o gene PIK3R1 durante a diferencia¢do de células tronco de corddo umbilical

(0 a7dias).

CELULAS TRONCO DE CORDAO UMBILICAL

Genes regulados
positivamente por

Genes regulados Genes que regulam
negativamente por positivamente PIK3R1

Genes que regulam
negativamente

PIK3R1 PIK3R1 PIK3R1
PIK3R3 - FAS - CLDN10 - SDC3 - - -
PRKAR1B - NRCAM - PRKDC - RET -

CNTN1 - ESPL1 -
CDKN2D - CDK6 -
CDC14A - ANAPC7Y -
SHC1 - ABL1 - GRB2 -
CAMK2B - MAP2K1 -
BTRC - PRLR - PTPN11
- PTPN11 - STAM -
PAK2 - - MAPKS8IP2 -
RASGRP1 - RPS6KA2 -
BRAF - FGF13 - PDPK1
- PRKAAL - MAML2 -
DLL4 - PLCG1 - PCK2 -
ACOX3 - CPT1A -
ACSL4 - SMAD7 -
BMPR2 - SMAD2 -
CTNNBIP1

MAPK10 - CAMK2A -
SPRY2 - MAPKSIP1 -
GNG12 - MAP4K2 -
CACNB3 - PDGFRB -
HRAS - RPS6KA3 -
MAP3K®6 - HSPALL -
PTPN5 - CACNA1H -
CACNAL1E - DTX1 -
NUMB - HTR2A - HTR6
- SLC25A4 - ATP2A3 -
ITPKB - ACVRL1

Finalmente, observa-se para o corddo umbilical que o gene NRCAM ¢é caracteristico,

nao estando presente na medula éssea. Apesar de ndo ser um né com muitas interagdes,

esse gene é regulado pelos principais nds PRKDC, GNG12 e PIK3R1, e integra multiplas vias

(Tabela VI).

Tabela VI. Interagdes envolvendo o gene NRCAM durante a diferenciagdo de células tronco de corddo umbilical

(0 a7dias).

CELULAS TRONCO DE CORDAO UMBILICAL

Genes regulados
positivamente por

Genes regulados

Genes que regulam
positivamente

Genes que regulam

negativamente por negativamente

NRCAM NRCAM NRCAM NRCAM
FAS - PRKAR1B - CLDN10 - PRKDC - PIK3R1 - CDK6 - PRLR ~ PRKDC - GNG12 -
CDC14A - SHC1 - PAK2 CAMK2A - SPRY2 - MAP3K10

- ACSL4 - SMAD2

HSPAILL - NUMB
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Para medula dssea, as interagdes entre os nés ocorrem de forma diferenciada. Esse
material apresenta um maior niumero de interagdes em relagao ao corddao umbilical, além de
diferengas nas interagdes entre os genes em comum para ambos materiais. Como pode ser
observado na tabela abaixo, 0 GNG12 que regulava um grande numero de genes em cordao

umbilical, passa a ser o principal né regulador em medula dssea (Tabela VI).

Tabela VL. InteragGes envolvendo o gene GNG12 durante a diferenciagdo de células tronco de medula dssea (0
a 7 dias).

CELULAS TRONCO DE MEDULA OSSEA

Genes regulados
positivamente por
GNG12

Genes regulados
negativamente por
GNG12

Genes que regulam
negativamente
GNG12

Genes que regulam
positivamente
GNG12

PRKDC - ANAPC7 - RET
- GRB2 - CAMK2B -
MAP2K1 - CAMK2G -
HRAS - PLA2GS -
RASGRP1 - RPS6KA2 -
PRKAA1 - RPS6KA?2 -
ADCY1 - ATP2A3 -
ACVRL1 - CHRD

BIRC2 - SDC3 -
CNTNAP2 - SHC1 -
SPRY2 - MAP3K10 -
PDGFRB - CACNAIE -
NUMB - GRMS5 - RYR2
- SLC27A4 - BMPR2 -
CTNNBIP1

Ja para o gene PRKDC, que regula positivamente o GNG12 em cordao umbilical, passa

a ser regulado positivamente por esse na medula éssea. Além disso, esse gene ndo regula

nenhum outro na rede, sendo portanto, um né regulado (Tabela VIII).

Tabela VIII. Interagdes envolvendo o gene PRKDC durante a diferenciagdo de células tronco de medula éssea (0

a 7 dias).

CELULAS TRONCO DE MEDULA OSSEA

Genes regulados
positivamente por
PRKDC

Genes regulados
negativamente por
PRKDC

Genes que regulam  Genes que regulam
positivamente negativamente
PRKDC PRKDC

TP53 - ALCAM - SHC1
- MAP2K6 - GRB2 -
MAPK10 - CAMK2B -
CAMK2A - PTPN11 -
GNG12 - RASGRP1 -
ARRB1 - HSPA1L -
TSC1 - ITPKB - ACSL4 -
ACVR1 - SMAD2 -
CHRD - CTNNBIP1

PRKAR1B - CNTNAP2 -
SHC1 - SPRY2 - PAK2 -
CACNB3 - PDGFRB -
HTR2A - ATP2B2 -
WIF1 - CXXC4 — BGLAP
—COL12A-FN1
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O gene PIK3R1 ndo apresenta nenhuma interacdo na medula déssea, assim como o
gene NRCAM, ambos foram cortados na analise matematico-estatistica do GeneNetwork.

Em contraste, o gene ALCAM é caracteristico da medula ossea. Esse gene
corresponde ao principal regulador da medula dssea, integrando um grande nimero de

genes relacionados com o cancer, além de inumeras vias (Tabela IX).

Tabela IX. Interages envolvendo o gene ALCAM durante a diferenciagdo de células tronco de medula éssea (0
a 7 dias).

CELULAS TRONCO DE MEDULA OSSEA

Genes regulados Genes regulados Genes que regulam  Genes que regulam
positivamente por negativamente por  positivamente negativamente
ALCAM ALCAM ALCAM ALCAM
- ALCAM CDHS5 - PVRL3 - ESPL1 BIRC2 - PRKAR1B -
- PRKDC - ANAPC7 - HLA-DRB1 - SDC3 -

RET - GRB2 - CAMK2B  ALCAM - CNTNAP2 -
- MAP2K1 - CAMK2G -  CDC14A - ANAPC2 -
BTRC - HRAS - PLA2G5  SHC1 - SPRY2 -

- RASGRP1 - RPS6KA2  MAP3K10 - MAP4K2 -
- CACNA1H - PRKAA1 - PDGFRB - HSPALL -

RPS6KA2 - DTX1 - CACNALE - NUMB -

ADCY1 - PDE1B - GRMS5 - RYR2 -

ATP2A3 - ACVRL1 - ATP2B2 - ADCY7 -

ACVR1 - CHRD - ITPKB - ILK - SLC27A4 -

CSNK1A1 ACADL - BMPR2 -
WIF1 - CTNNBIP1 -
CXXC4

Finalmente, é possivel organizar o nds génicos e os principais genes relacionados a
partir da importancia para o processo biolégico em questdo. Nos esquemas abaixo, tanto
para corddo umbilical (figura 22), como para medula déssea (figura 23), estdo representados
em branco os genes presentes nas duas fontes materiais, em cinza estdo os genes que
aparecem exclusivamente em cordao umbilical e em vermelho os genes presentes nas duas
fontes que aparentemente estdao envolvidos no processo de transformacgao celular. A flecha
continua representa interagdo positiva/ativacdo, e a flecha tracejada interagdo

negativa/inibicdo.
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Ciclo Celular

Notch

Figura 22: Esquema representativo das principais interagdes das redes transcricionais geradas durante a
diferenciagdo de células tronco de cordao umbilical.
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Figura 23: Esquema representativo das principais interagdes das redes transcricionais geradas durante a
diferenciagdo de células tronco de corddo umbilical.

6.8. Busca de motivos para fatores de transcricdo nas seqiiéncias dos ndés génicos
(alinhamento de Markov)

Para a andlise da regido upstream dos nds génicos foram considerados os genes que
apresentavam ao menos trés interagoes.

Foi realizada a busca de padrGes de ligacdo de sitios putativos de transcricdo através
do modelo de Markov pelo programa MEME. Para esse trabalho, os motifs com melhor
Evalue foram os de 10 pb. A representacdo dos motifs por frequéncia de bases segue

conforme esquematizado (Figura 24).
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Figura 24. Representa¢do na forma de logos das 10 sequéncias consenso (motifs) com melhor Evalue entre 30
nds génicos, deduzidas pela ferramenta MEME. Esses padrdes de 10 pb representam sitios putativos de ligagdo
para fatores de transcri¢cdo que podem estar envolvidos na regulagdo das redes transcricionais geradas.
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Finalmente, buscou-se o fator de transcricao correspondente por similaridade da

sequéncia dos motifs consenso no banco de dados TRANSFAC, conforme a Tabela X.

Tabela X. Identificagdo dos fatores de transcrigdo por similaridade com a sequéncia consenso dos nds génicos
identificados pelo MEME.

Motif consenso

Evalue

Fator de transcrigdo
identificado pelo

TRANSFAC

Ocorréncia do fator (genes)

TTTTCTTCTT

3.55e-07

NUMB, MAP3K10, HTR2A, ABL1, NRCAM,
SMAD7, TSC1, BMPR2, PTPN11, CDC14A,
CDK6, PRKAA1, FAS, SMAD2, SHC1, PAK2,
PRKDC, PIK3R1, TP53, ATP2B2, SPRY2,
CTNNBIP1, HRAS, BTRC, PDGFRB, ALCAM,
GNG12, ITPKB, PRKAR1B, HTR6, ARRB1,
CAMK2B, NTRK2, RASGRP1

CCccTccccc

3.20e-06

MAZ

ITPKB, PDGFRB, PTPN11, SHC1, CDC14A,
CDK6, ALCAM, BMPR2, ARRB1, MAP3K10,
PRKAR1B, TP53, HTR6, BTRC, HRAS,
CTNNBIP1, ABL1, SHC1, CAMK2B, FAS,
NRCAM, SMAD7, ATP2B2, PIK3R1, PRKAAL,
GNG12, PIK3R1, HTR2A, NTRK2, PAK2,
RASGRP1, NUMB, SPRY2, PRKDC, TSC1,
SMAD?2

CTGCTTCCTC

3.66e-06

NRCAM, FAS, PIK3R1, CTNNBIP1, SHC1,
CDC14A, MAP3K10, ALCAM, PTPN11, PAK2,
PRKDC, TP53, SMAD7, ABL1, CDK6, GNG12,
ARRB1, CAMK2B, HRAS, ATP2B2, NUMB,
TSC1, PDGFRB, SPRY2, PRKAA1l, SMAD?2,
ITPKB, PRKAR1B, BMPR2, HTR6, PIK3R1,
NTRK2, RASGRP1, HTR2A, BTRC

TTTGAAAGGA

5.63e-07

BMPR2, SPRY2, PIK3R1, NUMB, MAP3K10,
PRKAR1B, PRKDC, PIK3R1l, SMAD2, PAK2,
NRCAM, RASGRP1, FAS, ABL1, NRCAM,
PRKAA1, SMAD7, GNG12, TP53, ITPKB,
HTR2A, CTNNBIP1, HTR6, HRAS, TSC1,
PDGFRB, PTPN11, SHC1, CAMK2B, ARRB1,
CDC14A, NTRK2, ALCAM, BTRC, CDKs,
ATP2B2

GGGCGGGGGC

2.24e-06

SP1

SHC1, CDK6, TP53, ITPKB, HTR6, PRKAA1,
ARRB1, HRAS, PTPN11, CAMK2B, ABL1,
PIK3R1, MAP3K10, PRKAR1B, ATP2B2,
CTNNBIP1, PDGFRB, BTRC, NTRK2, SMAD7,
ALCAM, RASGRP1, BMPR2, FAS, PRKDC,
CDC14A, PIK3R1, ABL1, PAK2, GNG12, TSC1,
SMAD2, SPRY2, HTR2A, NRCAM, NUMB
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Motif consenso

Evalue

Fator de transcrigao
identificado pelo
TRANSFAC

Ocorréncia do fator (genes)

ATTTTCTTTT

3.55e-07

TSC1, PIK3R1, SMAD7, FAS, HTR2A, PRKDC,
SPRY2, NUMB, NRCAM, TP53, ABL1, NRCAM,
CDK®6, PIK3R1, PAK2, PTPN11, BTRC, CDC14A,
ALCAM, SMAD2, RASGRP1, GNG12, PRKAR1B,
CAMK2B, SHC1, PRKAA1, NTRK2, CTNNBIP1,
PDGFRB, BMPR2, HRAS, MAP3K10, ITPKB,
HTR6, ARRB1, ATP2B2

CCCCAGCCTT

1.12e-06

BMPR2, ABL1, NUMB, CTNNBIP1, HRAS,
TP53, MAP3K10, ALCAM, NTRK2, CDKS®,
SMAD2, PRKAA1l, PTPN11l, NRCAM, BTRC,
SHC1, CDC14A, ITPKB, HTR2A, CAMK2B,
PRKAR1B, PDGFRB, RASGRP1, PAK2, PRKDC,
HTR6, TSC1, ARRB1, GNG12, PIK3R1, SMAD?7,
FAS, ATP2B2, PIK3R1, SPRY2

ACAGTGTTTG

1.27e-06

SPRY2, PIK3R1, CTNNBIP1, ATP2B2, ARRB1],
NRCAM, GNG12, PRKAA1, PAK2, ABL1, TSC1,
HTR2A, PRKDC, CDC14A, RASGRP1, SMAD?2,
NUMB, PTPN11, SHC1, BTRC, TP53, CAMK2B,
ALCAM, ITPKB, FAS, HRAS, MAP3K10, PIK3R1,
NTRK2, PDGFRB, HTR6, CDK6, SMAD?7,
BMPR2, PRKAR1B

GCTGCAGGAA

2.02e-06

BMPR2, RASGRP1, PRKDC, CDK6, CTNNBIP1,
PDGFRB, GNG12, TP53, CAMK2B, HTR2A,
NRCAM, PIK3R1, SHC1, ITPKB, NTRK2, HRAS,
ABL1, FAS, HTR6, SHC1, ARRB1, BTRC,
ALCAM, PRKAR1B, PIK3R1, PAK2, SMAD2,
TSC1, MAP3K10, PTPN11, SMAD7, CDC14A,
NUMB, SPRY2, PRKAA1, ATP2B2

CCCAGCCTGG

1.78e-06

SHC1, ARRB1, TP53, PTPN11, ITPKB,
MAP3K10, HTR6, ALCAM, NTRK2, CAMK2B,
PRKAR1B, CTNNBIP1, GNG12, PRKAAL,
PRKDC, NUMB, PAK2, HTR2A, SMAD7, FAS,
ABL1, HRAS, PDGFRB, BMPR2, PIK3R1,
CDC14A, CDK6, BTRC, NRCAM, PIK3R1,
ATP2B2, TSC1, SPRY2, RASGRP1, SMAD2
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6.9. Confirmacao da expressao dos genes por PCR em tempo real

6.9.1. Selecdo dos genes e cdlculo da eficiéncia da reagdo de dissociacdo dos
oligonuleotideos primers

As mesmas amostras utilizadas na preparacdo das sondas foram submetidas a analise
de PCR em tempo real, para os principais nds génicos das redes, PRKDC, GNG12 e MINA,
foram selecionados para validagdao por PCR em tempo real. Os genes constitutivos utilizados
foram o GAPDH e o HPRT1. Foram feitas triplicatas experimentais de cada um dos doadores
(triplicata bioldgica).

Os graficos foram construidos de acordo com os valores de RQ (Relative
Quantification), calculados utilizando como calibrador o menor dos valores de ACt obtidos.
Ambos materiais foram normalizados juntos.

Para a validagdo por PCR em tempo real, os primers foram padronizados através da
construgao de curva padrdo, para o calculo de eficiéncia dos mesmos, e de uma curva de
dissociagdo, para avaliar a ocorréncia da amplificagdo de apenas um tipo de fragmento.
Essas analises mostraram que os primers sao eficientes. A curva de dissociacdo revelou que
os primers ndo geraram fragmentos inespecificos. A eficiéncia para a maioria dos primers
utilizados foi de 99%.

Apds a andlise pelo software Bestkeeper, observou-se que o gene GAPDH
apresentou-se mais constante e melhor representado, sendo esse o escolhido para a

normalizacdo dos dados por meio dessa técnica.
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Tabela XI. Oligonucleotideos primers dos genes selecionados para validagédo

Gene Primers Amplicon (pb) Eficiéncia da reacio
(Fon) 5 CICTGCTCCTCCTGTTCGAC 3 120 )
GAPDH | R.\) 5 ACGACCAAATCCGTTGACTC 3 99%
71 | (oD 5 GACCAGTCAACAGGGGACAT ¥ 121 oo
(Rev) 5 CTGCATTGTTTTGCCAGTGT 3’ 0
(For) 5> TACTTTGGCTCCTIGGTTGG 3 .
MINA | (Rev) 3 CCAGTGTTTCTCTCCCTCCA 3 120 98%
(Fon) 5 CAATATAGCCCAGGCAAGGA 3 -
ONGI2 | "Rev) 3 ACTCCTGGCATGTTCCTCACY 121 99%
(Fon) 5 CCAAGAGCTTCCCTCCTCTT ¥ -
PREDC | Rey) 5 ATTCCCTCCACACGACAAAG ¥’ 119 79%

6.9.2. Expressdo de genes avaliada por PCR em tempo real

O gene PRKDC mostrando repressao significativa em 24h e 7 dias em células tronco
derivadas de medula dssea e no 7° dia em células tronco derivadas de corddo umbilical. Os
niveis dos transcritos nos outros tempos estudados apresentaram picos discretos de
expressao. Em vista do calibrador ser o menor valor de expressao, e este ocorrer no tempo
de 7 dias, o perfil de repressdo encontra-se préximo ao valor de QR 0.00, enquanto a

inducdo com valor préximo de 1.00. (Figura 25).

PRKDC
1.00-
I MEM
= MTS_24h
0.759 == MTS_48h
2 MTS_7dias
&, 0.50-
0.254

Cordéo l'meiIicaI Medula:(')ssea

Figura 25. Grafico dos valores de expressdo relativa (QR) do gene PRKDC em células-tronco
derivadas de corddo umbilical e de medula 6éssea, cultivadas em meio minimo ndo
osteogénico (MEM) ou de diferenciacdo (MTS). (Analise estatistica ANOVA; P<0.05).
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Os genes GNG12 e MINA ndo apresentaram diferenga estatistica nos tempos

analisados (Figuras 26 e 27).

GNG12
1.00+
= MEM
= MTS_24h
0.759 == MTS_48h
o i MTS_7dias
(» 0.504 T
T —
0.25=
0.00 T Y
Cordao umbilical Medula 6ssea

Figura 26. Grafico dos valores de expressdo relativa (QR) para o gene GNG12 em células
tronco derivadas de corddo umbilical e de medula dssea, cultivadas em meio minimo ndo
osteogénico (MEM) ou de diferenciacdo (MTS). (Analise estatistica ANOVA; P>0.05).

MINA
1.00-
=1 MEM
=1 MTS_24h
0.75-
=1 MTS_48h

MTS_7d
&, 0.50-

0.25+

0.00+

uc

Figura 27. Grafico dos valores de expressao relativa (QR) para o gene MINA em células
tronco derivadas de corddo umbilical e medula dssea, cultivadas em meio minimo ndo
osteogénico (MEM) ou de diferenciagcdo (MTS). (Analise estatistica ANOVA; P>0.05).

O padrdo de expressdao dos dados dos genes analisados por PCR em tempo real
encontra-se semelhante ao gerado pelos microarrays. Em vista do principal né génico
reproduzir esse padrao com valores estatisticamente significativos, os valores de expressao

desses genes foram, portanto, considerados confirmados.
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7. DISCUSSAO

7.1. Sistema-modelo de diferenciagdo osteogénica in vitro a partir de células tronco
mesenquimais humanas

A inducdo quimica da diferenciacdo osteogénica utilizada neste trabalho abrangeu os
tempos de 24 h, 48 h, 7 dias, 14 dias e 21 dias, com o objetivo de avaliar as modificacGes
morfolégicas e genético-moleculares ao longo do tempo. O tempo de 0 h correspondeu a
cultura de células-tronco indiferenciadas.

Nos periodos de 0 h, 24 h, 48 h e 7 dias foi observado que as células apresentaram-
se vidveis e com alta taxa de proliferacdo. O que nao ocorreu de forma pronunciada nos
periodos de 14 dias e 21 dias. Observamos que nos tempos mais tardios do processo de
diferenciacdo ocorre a diminuicdo da taxa de proliferacado e viabilidade celular (Figuras 9 e
10).

Também foi observada uma correspondéncia entre a diminuicdo da viabilidade e
proliferagdo com o aumento do nivel de proteinas totais nos periodos de 14 dias e 21 dias
(Figura 11), o que nos permite inferir que a diferenciacdo osteogénica promove a morte
celular por deposicdo de matriz extracelular. Em adicdo, obtivemos baixo rendimento nas
qguantificacoes de RNA para esses tempos. A analise da morfologia da deposicdo da matriz
por coloracdo com vermelho de alizarina mostrou que no tempo de 21 dias em cultura
ocorreu um grande aumento da matriz extracelular (Figura 13). Dessa forma, no presente
estudo, para a construcdo dos cDNA microarrays e das redes génicas foram utilizados
somente os tempos em que as células apresentaram viabilidade acima de 85% e alta taxa de

proliferagdo celular, ou seja, o intervalo estudado de 0 h a 7 dias.
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E amplamente divulgado na literatura que o nivel de atividade de fosfatase alcalina
pode ser utilizado como um indicador sistémico da formagao dssea e a caracterizagao da
atividade desta enzima por ensaios bioquimicos, moleculares e morfolégicos tém sido
utilizados na comprovagdo da ocorréncia in vitro da diferenciagdo osteogénica (GARANT,
2003). A fosfatase alcalina é uma enzima importante no processo de biomineralizacdo,
promovendo a hidrélise do fosfato contido em substratos, produzindo ortofosfato e
aumentando a deposicdo do fosfato de calcio (ACIL et al., 2000) e é expressa em altos niveis
em osteoblastos (PINERO et al., 1995).

Devido a importancia da fosfatase alcalina para no processo bioldgico estudado,
também foram realizados ensaios bioquimicos para avaliar a atividade desta e, apesar de
seu aumento expressivo em células-tronco oriundas da medula dssea, as MSCs provenientes
do cord3ao umbilical ndo apresentaram mudangas significativas na atividade desta enzima
(Figura 12). Comprovamos entdo, através da técnica de imunofluorescéncia, a presenca da
proteina fosfatase alcalina nas MSCs de diferentes origens, ou seja, células-tronco de medula
Ossea e de cordao umbilical em 7 dias de cultura (Figura 9).

Além disso, procedemos a analise dos niveis de mRNA por PCR semi-quantitativa nos
periodos de 0 h a 7 dias para uma confirmacdo adicional. Os transcritos selecionados para
avaliar o processo da osteogénese por meio dessa técnica foram: fosfatase alcalina (ALPL),
colageno tipo | (COL1A1), osteocalcina (BGLAP), osteopontina (SPP1), e o fator de transcricdo
RUNX2/CBFAL. E interessante notar que todos os transcritos apresentaram-se expressos nas
MSCs indiferenciadas, sugerindo seu comprometimento com a linhagem osteoblastica
(Figura 16).

Observamos que o transcrito da fosfatase alcalina (ALPL) apresentou um aumento

bastante sutil no processo tanto em células-tronco oriundas de medula dssea quanto de
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corddo umbilical. O ensaio de atividade da enzima propriamente dita foi, nesse caso, mais
adequado a sua detecgdo em células-tronco de medula dssea. E, apesar da ndo obtengao de
significancia estatistica para o aumento da atividade desta em células de corddao umbilical,
observamos a presenga dessa enzima por imunolocalizagdo. A utilizagdo de diferentes
técnicas para a avaliacdo da fosfatase alcalina nos proporcionou uma maior seguranca para
delimitar o periodo maximo para a construcdao de um modelo linear da osteogénese, por
meio da técnica dos cDNA microarrays.

Em relacdo aos outros transcritos avaliados por PCR semi-quantitativa, constatamos
altos niveis de expressdo do transcrito COL1A1. O coldgeno tipo | é o produto primario dos
osteoblastos durante a formacdo de matriz dssea, o qual é considerado como um marcador
inicial da diferenciacdo osteoblastica, o que estd de acordo com o periodo de tempo de
diferenciacdo estudado, o osteoblasto progenitor (Figura 4); (GARANT, 2003). Entretanto,
alguns autores relatam alta expressdao durante estagios proliferativos, enquanto outros
detectam a expressao dos transcritos deste apenas em estagios finais da maturagcao (AUBIN,
1998). Os nossos achados corroboram com a primeira envidéncia, uma vez que encontramos
altos niveis de mRNA deste nos momentos iniciais no modelo de diferenciagao osteogénica
utilizado tanto para células-tronco provenientes de corddo umbilical, quanto de medula
ossea.

Em contraste, ndao foram detectados niveis significativos da expressdo da
osteopontina (SPP1) e da osteocalcina (BGLAP) nas células dos dois materiais estudados.
Sabe-se que ambos sdo expressos em tempos mais tardios da diferenciacdo osteoblastica.
Em geral, a osteopontina é expressa na fase de pré-osteoblastos enquanto a osteocalcina é
expressa na fase de osteoblasto secretério (Figura 4). E interessante ressaltar que estudos in

vivo mostram que a expressao da osteocalcina é inibida por glicocorticéides, o que também
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poderia explicar a baixa expressio em nosso modelo experimental, que inclui o
glicocorticéide dexametasona (LECLERC et al. 2005). J4 a osteopontina parece inibir a
mineralizagao através do bloqueio dos cristais de hidroxiapatita, sendo dessa forma, inibida
no inicio da formacdo 6ssea (ALFORD; HANKENSON, 2006).

Pode-se observar, que os niveis de mRNA da osteocalcina (BGLAP) e da osteopontina
(SPP1) apresentaram-se reduzidos enquanto os niveis do fator de transcricio RUNX2/CBFA1
encontraram-se aumentados (Figura 13). Sabe-se que RUNX2/CBFA1 regula os principais
genes marcadores da osteogénese, incluindo a osteocalcina e osteopontina (DUCY et al.,
1997; KERN et al., 2000). Isso nos motivou a uma analise da regido upstream dos genes
analisados por PCR semi-quantitativa para avaliar a ocorréncia de um sitio de ligacdo desse
fator, sabidamente envolvido com o cancer, conforme descrito na literatura (ITO et al.,
2004).

Em consequéncia, genes envolvidos com a osteogénese conhecidos por serem
regulados pelo RUNX2/CBFA1 também foram relacionados ao processo carcinogénico. A
osteopontina (SPP1) é um membro da familia das proteinas que reside na matriz
mineralizada e tem sido referida como uma citocina, com numerosas fung¢des diretas sobre
as células, afetando a imunidade e a metastase (YOUNG, 2003).

WU et al (2003) mostraram que a base 198 antes do ATG na regido upstream da
osteocalcina apresenta um polimorfismo C/T que esta associado ao aumento da incidéncia
de cancer de préstata. De forma interessante, o motivo de ligacdo do heterodimero
RUNX2/CBFA1-CBP na regido upstream da osteocalcina (BGLAP) encontrado neste trabalho
abrange esta regido. A ligacdo desse fator na regido de ocorréncia desse polimorfismo nao

esta descrita na literatura, sendo esse achado inédito.
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Alteragdao na expressao de um gene pode modificar de forma significativa toda a
estrutura de uma rede intrincada de interagdo de sinais. Essa rede de sinais é genericamente
denominada "rede transcricional génica". N3o apenas os marcadores classicos da
osteogénese, mas diversos genes expressos durante a diferenciagdo osteogénica podem
apresentar fungdes no processo de carcinogénese. A construcio de um modelo linear
através das redes génicas, abordado nesse trabalho, permite um melhor entendimento das
possiveis relagdes entre marcadores classicos conhecidos na literatura por originar um

cancer e a predicdo de novos alvos em células-tronco.

7.2. A relagdo entre marcadores da osteogénese, a sinaliza¢gdo das adesinas/integrinas e a
angiogénese: o papel das DNA-PKs nas células-tronco mesenquimais

Dos genes avaliados por PCR semi-quantitava, encontram-se na biblioteca genémica
utilizada para a construgdo dos cDNA microarrays apenas a osteocalcina (BGLAP),
osteopontina (SPP1) e a subunidade 2 da cadeia o do coldgeno tipo | (COL1A2). Foi
observado nos agrupamentos hierarquicos que tanto a osteocalcina quanto a osteopontina
encontram-se reprimidas em células-tronco provenientes dos dois materiais estudados,
concordando com os resultados obtidos por PCR semi-quantitativa. O COL2A1 encontra-se
induzido em células-tronco de corddo umbilical (Figura 19).

E interessante notar que apesar dos baixos niveis de expressdo do transcrito BGLAP,
este apresenta uma interacdo com o gene PRKDC nas redes génicas (Tabela 4). Isso
comprova a sensibilidade do modelo, uma vez que, no contexto celular, mesmo baixas
concentracdes de mRNA podem representar processos bioldgicos de importancia. Ja o

transcrito SPP1 foi cortado pela matemadtica-estatistica da rede.
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A proteina codificada pelo gene PRKDC, a DNA-PK, é uma quinase de serina/treonina
nuclear que apresenta um papel central no reparo de quebra de fita dupla do DNA e na
recombinagdo V(D)J ANDERSON; LEES-MILLER, 1992; JACKSON; JEGGO, 1995; ANDERSON;
CARTER, 1996). O produto do gene PRKDC também esta envolvido no controle do ciclo
celular (JACKSON; JEGGO, 1995; TAKATA et al., 1998; LEE et al., 2007).

No presente trabalho, o transcrito PRKDC encontra-se induzido em células-tronco
indiferenciadas de medula éssea, porém, com uma repressao gradual ao longo dos tempos
de diferenciacdo analisados. J4 nas células-tronco provenientes de corddo umbilical, esse
gene encontra-se induzido nos tempos de 0 h, 24 h, 48 h, sendo reprimido apds 7 dias de
diferenciacao.

Devido a essa oscilacdo, a andlise estatistica do programa GeneNetwork apontou o
PRKDC como o principal né génico nesse trabalho. Podemos observar, entre as interagdes
com este gene em células-tronco derivadas de corddo umbilical, um provavel balanco entre
o ciclo celular, representado pelo gene CDK6, e apoptose, representada pela interagdao com
os genes ATM e FAS, em células-tronco provenientes de ambos materiais (Figuras 23 e 24).

Durante o processo de diferenciagdo estudado, o gene CDK6 foi induzidoem 48 he 7
dias em MSCs oriundas de cordao umbilical. ATM foi induzido no periodo de 7 dias. Ja o gene
FAS, foi induzido no tempo 7 dias. Notou-se que o0s trés genes encontram-se induzidos no
tempo 7 dias, em MSCs de corddo umbilical, no qual o gene PRKDC apresentou-se reprimido
(Figura 23).

Além disso, as DNA-PKs apresentam a capacidade de fosforilar proteinas que se ligam
ao DNA, incluindo varios fatores de transcricdo (JACKSON; JEGGO, 1999). Dessa forma, existe
uma probabiliade de que os niveis de mRNA de diversos genes que apresentam relacdes nas

redes com os niveis de expressdo de PRKDC, sejam influenciados por este devido a
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alteragdes na atividade de fosforilagao dessa DNA-PK. Um exemplo de uma interagao desse
tipo é a PRKDC-TP53 em células-tronco de medula 6ssea. Um trabalho recente mostra que
as DNA-PKs participam do processo de estabilizacdo do supressor tumoral p53 (BOHEME et
al. 2008). E possivel observar que o supressor tumoral TP53 apresentou-se induzido,
enquanto o oncogene HRAS foi reprimido em todos os tempos estudados em MSCs oriundas
da medula déssea, enquanto o TP53 foi reprimido e o HRAS induzido em células-tronco de
corddo umbilical. O gene TP53 apresentou maior nimero de interacées na rede de medula
ossea.

O COL2A1 também apresentou interacdes com o gene PRKDC e com a fibronectina
FN1, sendo essa ultima também reprimida ao longo do tempo em ambos materiais. A
interacdo entre o colageno e a fibronectina FN1 tem sido relatada na literatura como
causadora da adesdo de células tumorais em metdstase de prostata (LANG et al. 2007). A
expressdo alterada dos genes pertencentes ao sistema das adesinas/integrinas tém sido
relacionada com a capacidade de resposta ao nicho e indugdo da migracdo em células-
tronco. Estudos mostram que linhagens tumorais ndao sao capazes de se aderir as MSCs na
presenca de anticorpos bloqueadores da integrina a5B1 e da fibronectina FN1 (DOCHEVA et
al. 2007).

Encontramos também que as adesinas ALCAM/CD166 e NRCAM apresentaram
ligagdes com o gene PRKDC, e indiretamente, ao colageno tipo |. Ambas moléculas
apresentam dominios fibronectina em sua estrutura. Em células-tronco de medula dssea o
gene NRCAM encontra-se induzido na célula indiferenciada (0 h) e reprimido em todos os
tempos de diferencia¢do, enquanto o ALCAM/CD166 encontra-se reprimido na célula-tronco
indiferenciada e foi induzido em 24 h, 48 h e 7 dias. Ja nas MSCs de corddo umbilical, o gene

NRCAM foi induzido em 48 h e 7 dias, enquanto o gene ALCAM/CD166 foi reprimido em
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todos os tempos analisados. Dessa forma, o gene ALCAM/CD166 representou um nd génico
de importancia em MSCs provenientes de medula dssea, e o NRCAM em cordao umbilical.

O gene ALCAM/CD166, codifica uma molécula de adesdo celular ativadora de
leucdcitos. Apesar de ser uma molécula de origem hematopoiética, essa adesina foi
identificada em células-tronco mesenquimais e tem sido relacionada com o direcionamento
de células leucémicas (MAJUMDAR et al. 2006). Alteracdo na expressdo desse gene tem sido
relatada para diversos tumores como melanomas, cancer de préstata e mama, carcinoma
colon-retal, cancer de bexiga e es6fago (OFORI-ACQUAH et al. 2008). O nivel de expressao
desse gene tem sido proposto como um potencial marcador na terapia do cancer de mama,
no envolvimento deste com a metastase dssea (DAVIES et al. 2008).

O gene NRCAM, codifica moléculas de adesdo celular (CAMs) que sdo membros da
superfamilia das imunoglobulinas. Esse gene codifica uma molécula de adesdo neuronal com
dominios multiplos immunoglobulin-like do tipo C2 domains e dominios fibronectina tipo Ill.
Esse gene também é expresso em tecidos ndo neuronais, apresentando um papel geral na
comunicac¢do celular via dominios intracelulares para o citoesqueleto de actina durante a
migracao celular direcional (IYER et al. 2008).

Trabalhos mostram que NRCAM foi encontrado como diferencialmente expresso em
adenoma hepatico, e padrdes de expressdo desse gene tém sido utilizados para a
identificacdo de células progenitoras presentes em tumores. Também foi relatada a relacdo
entre expressdao aumentada para esse gene e o desenvolvimento de carcinoma de tiredide
(GORKA et al. 2007), e um papel na tumorigénese em melanomas e cancer de colon
(CONACCI-SORRELL et al 2002).

A sinalizacdo das adesinas/integrinas é composta por proteinas citoesqueléticas,

quinases de tirosina, quinases de serina/treonina moduladoras de pequenas GTPases,
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fosfatases de tirosina, e outras enzimas incluindo a PI3K (DOCHEVA et al. 2007). Dessa
forma, é importante analisar relacdao entre as moléculas de superficie que compdem esse
sistema, conforme descrito, mas também as interacdes com o colageno e o papel dos ions
Ca’, de importancia para o modelo de diferenciacdo estudado. A figura 28 mostra uma

representacdo esquematica desse sistema.
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Figura 28. Representacdo esquematica da sinalizagdo das integrinas.
Fonte: Banco de dados PathwayCommon: www.pathwaycommon.org

Observamos nas redes de corddao umbilical que a subunidade p85 da PI3K, a PI3KR1,
apresenta interagdo indireta com o fator de crescimento PDGFRB, por meio do gene PRKDC.
A ligagdo PI3KR1-PDGFRB estd descrita na literatura (IGNATIUK et al., 2006). Essa interagao
possui inimeras implicacdes, uma vez que o gene PDGFRB codifica um receptor de quinase
de tirosina que é mitdgeno para células de origem mesenquimal e tem sido extensivamente
vinculado ao estudo da angiogénese (FERRARA, 2004; WEIGEL et al., 2009). Um trabalho

recente mostra que mutacdes envolvendo moléculas da classe | da via PI3K como atuantes
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chaves na transformagdo oncogénica (ZHAO; VOGT, 2008). E importante ressaltar que o
gene PI3KR1 encontra-se induzido em corddao umbilical e reprimido em MSCs de medula
dssea, e so realiza interacdes na rede de corddo umbilical.

O gene PI3KR1 também apresenta interagdes nas redes com genes da via NOTCH e
TGF-B. Encontramos que esse gene apresenta interagdes com os genes SMAD2 e SMAD7 em
células-tornco provenientes de corddao umbilical. Sabe-se que a via PI3K inibe a via TGF-
B/Smad para células de neuroblastoma, através da inibicdo pela subunidade p85 mutada da
PI3K, que corresponde ao PI3KR1 (QIAO et al., 2006).

Um outro achado de interesse nas redes é a interacdo, também indireta, com
participacdo do PRKDC, do gene PI3KR1 com o gene SPRY2 em células-tronco proveniente de
corddo umbilical. O nd génico SPRY2, encontra-se reprimido em corddo umbilical nos
tempos de 48 h e 7 dias. Esse gene codifica uma proteina associada com a sinalizagdo celular
qgue pretence a familia sprouty. EDWIN et al (2008) observaram que a proteina traduzida por
esse gene modula a sinalizagdo dos receptores de tirosina, regulando a migragcao e a
proliferagdo celular, através de um dominio carboxi-terninal rico em cisteina que é essencial
para a atividade inibitéria nas proteinas de sinalizacdo pelo receptor de cinase de tirosina e
atua como um fator de crescimento.

O gene SPRY2 apresenta alta similaridade com o SPRY4, e o mRNA do SPRY4 é
expresso em células-tronco embriondrias, cérebro, cancer de colon, tumores de cabeca e
pescoco, melanoma e cancer pancreatico. A inducdo do gene SPRY4 também tem sido
associada a ativacdo da via WNT em células progenitoras estimulando os mecanismos de
auto-renovacdo através da secrecdo de FGF. Sabe-se que o silenciamento epigenético e a
perda de funcdo de SPRY4 tem sido associado a carcinogénese em células progenitoras

(KATOH et al., 2007).
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Em vista desses achados é possivel observar que a alteracdo da expressdao de um
Unico né génico modifica toda uma rede de sinais. O resultado obtido pelas redes génicas
mostra que a integracdo de todos esses processos pode ser influenciada pelos niveis de
expressdao do transcrito PRKDC. Até o momento ndo encontramos na literatura estudos
sobre o PRKDC em células-tronco. A possibilidade de interacdo entre genes sabidamente
envolvidos com o processo carcinogénico com esse gene é também um achado inédito deste

trabalho.

7.3. As redes regulatdrias génicas no estudo do cross-talk das vias de sinalizacdo

O estudo do cross-talk de vias de sinalizacdo tem sido utilizado para o
desenvolvimento de biomarcadores diagndsticos, terapéuticos e progndsticos (KATOH &
KATOH, 2006). Atualmente isso tem tornado realidade através do estudo mais aprofundado
das vias por estudos moleculares e com o advento e a criagdo de novas ferramentas de
bioinformatica. Entre as vias de auto-renovacdo das células-tronco, a via WNT é mais
estudada atualmente. O projeto WNT-oma humano ou WNT-transcriptoma humano,
iniciado em 2002 no National Cancer Center Research Institute tem mostrado que dareas da
oncologia, biologia do desenvolvimento, a biologia das células-tronco e a medicina
regenerativa se relacionam.

A via WNT é relacionada com o cancer e com o préprio conceito de cancer stem cells
(KATOH; KATOH, 2007). O préprio termo WNT vem de W (wingless) e INT1 (o oncogene INT).

A pégina WNT-cancer (http://www.stanford.edu/~rnusse/pathways/wntcancer.html) aponta

diversos genes dessa via como supressores tumorais e oncogenes. E mais recentemente,

tem sido proposto que a interacdo entre diversas vias durante a carcinogénes para células-
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tronco mesenquimais, tendo as vias WNT, Notch, Hedgehog, FGF, e BMP como candidatas
(KATOH et al. 2007).
O esquema da via WNT abaixo, retirado da interface web da ArraySuperScience

(www.uniscience.org), mostra que diversos transcritos apresentam fun¢do compartilhada

para a diferenciacdo, adesdo e sobrevivéncia celular, além de interagir com outras vias. A
partir desse principio, podemos apontar diversas intera¢des conhecidas que estdo presentes

nas nossas redes, além de novos achados gerados nesse trabalho.
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Figura 29. Interagdo entre transcritos da via WNT candnica e ndo-candnica.
Fonte:www.uniscience.org
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Em concordancia com os dados obtidos pelas redes génicas com a figura 29, é
possivel fazer trés consideracgées, baseadas nas vias intracelulares distintas em que os sinais
da via WNT sdo transduzidos: (1) A via candonica WNT/Ctnn-Beta (Catenina-beta) e as vias
n3o candnicas (2) WNT/PCP (Planar cell polarity) e (3) WNT/Ca*? (via do célcio).

(1) Esse ponto corresponde a via WNT candnica. NETH et al (2006) demonstraram
gue as MSCs usam essa via para a migracao/invasao, de forma similar as células tumorais. A
aquisicdo dessa habilidade pode representar parte de um programa de ativacdo de células-
tronco necessaria para o reparo de tecidos e regeneracdo. Pode ser observado na figura 29
gue moléculas de adesdo celular, como CD44 e NRCAM, sdo alvo WNT e tém sido
relacionadas com a invasdo e a metdastase (AITKENHEAD et al., 2002; GORKA et al. 2007).

Em relacdo a via canonica, foi identificado nas redes génicas o transcrito CTNNBIP1,
cujas proteinas sdo ligantes da catenina CTNNB1, inibindo as intera¢des entre essas e os
membros da familia TCF, sendo considerados reguladores negativos da via WNT e,
consequentemente do ciclo celular (KATOH; KATOH, 2007). O CTNNBIP1 apresenta diversas
interacOes na rede, especialmente o PI3KR1.

Entre os genes identificados como alvo da regulagdo CTNNB/TCF estdo transcritos que
podem cooperar com outras vias de sinalizacdo para alterar processos de remodelamento, entre
eles, as ciclinas o c-MYC. O c-MYC pode induzir a expressdao de TP53 (COWLING; COLE, 2007;
HOFFMAN.; LIEBERMANN, 2008). O gene c-MYC ndo esta presente na biblioteca utilizada. Em
contrapartida, encontramos que um gene alvo deste, o gene MINA, apresenta interagdes como
o TP53 nas células-tronco provenientes de medula éssea. O gene MINA é conhecido por
participar do desenvolvimento tumoral em diversos tipos de canceres (TSUNEOKA et al., 2004;
TSUNEOKA et al., 2004; TEYE e tal., 2004; TEYE et al., 2007; ISHIZAKI et al., 2007).

(2) Na via WNT/PCP, apds a ligacdo das proteinas WNT com os receptors Frizzled

transmembrana, ocorre a ativacdo das pequenas GTPases RHO/RAC, além da JNK (Jun
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cinase) via DSH para regulagdo da organizacdo do citoesqueleto. A ativacdo de JNK ocorre via
MAP3Ks e MAP2Ks. O bloqueio da via canonica estimula a via JNK. Dessa forma, um sinal de
sobrevivéncia é enviado através das vias MAPK/JNK (KATOH et al., 2005).

O transcrito RHOA, encontrado nas nossas redes, conhecido por coordenar a regulagdo
do citoesqueleto (Figura 29), foi cortado pela estatistica utilizada para a construcdo das redes.
Porém, foram encontradas diversas MAPKs, entre elas podemos citar a MAP3K10, como
reguladora dos principais nds génicos estudados, apresentando interagdo com o nd génico
PRKDC, e consequentemente, interacbes com genes que fazem parte de diversas vias. Em
concordancia com esses achados, a figura 30 mostra como moléculas de sinalizacdo da via MAPK
interagem com as moléculas RAS, a via NOTCH e o sistema de integrinas, emitindo sinais que
regulam a proliferacdo e/ou diferenciagdo, cruciais nas decisdes celulares, com implicacbes para

o modelo de inducdo de um cancer a partir de células-tronco.
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Figura 30. Esquema representativo da interagdao do oncogene
RAS com determinadas vias de sinalizagdo celular no balango
proliferagdo vs diferenciagao de células-tronco.

Fonte: Chakrabarty; Heumann, 2008



Discusséao | 122

(3) Acredita-se que via WNT/Ca+2 seja uma via de sinalizagdo dependente da
proteina G. Assim, essa via consiste de diversos processos celulares que envolvem a
estimulacdo de proteinas G heterotriméricas, que ativam a PLC (Phospholipase-C), induzindo
duas cinases, a CAMKII (Ca2+- Calmodulin-dependent Protein Kinase-ll) e a PKC (Protein
Kinase-C). Esses processos podem estimular fatores de transcricio como o NFAT e CREB
(cAMP Response Element-Binding Protein-1) (KOHN; MOON, 2005).

Um no génico de grande representatividade nas redes geradas foi o GNG12, que codifica
a subunidade de uma proteina rica em guanina que se liga aos receptores da proteina G. O gene
GNG12 (guanine nucleotide binding protein G protein), estd envolvido no processo de
transducdo na sinalizacdo do receptor de proteina G mediada por hormdénios. A resposta a
hormonios estd vinculada ao processo de diferenciacdo osteogénica (LONG et al., 2001). O
GNG12 apresenta diversas interacdes, inclusive com CTNNBIP1, envolvido na via canonica.

Na biblioteca genémica utilizada, estdo presentes isoformas da CAMKII: CAMK2A,
CAMK2G, CAMK2B 1 e 8. Observamos que a isoforma 8 da CAMK2B apresenta um maior
numero de interacGes na rede. O produto do gene CAMK2B codifica a cadeia beta da
CAMKII, uma cinase Ca(2+)/calmodulina-dependente (DAVID-DUFILHO et al., 2005). Além da
via de calcio, esse gene participa dos mecanismos anti-apoptoticos mediado pela via ERK em
osteoblastos (CONRADIE et al., 2007). Esse gene é também conhecido como marcador para
o glioma, FAS-mediado (YANG et al., 2003).

Em sintese, podemos afirmar que a via WNT interage com praticamente todas as vias de
sinalizacdo e mecanismos estudados nesse trabalho, tendo inimeras aplicacbes no estudo do
cancer. Os nés génicos presentes tanto na via WNT canbnica como nas ndo-candnicas emitem
sinais importantes para as decisdes celulares que envolvem os mecanismos que regulam os
processos de diferencia¢ao, proliferacao, adesdo e sobrevivéncia celular. Os pontos de interacao

entre essas vias servem como alvos para estudos futuros
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7.4. Fatores de transcri¢ao envolvidos no processo em questao

Conforme ja descrito, o fator de transcricdo RUNX2/Cbfal é considerado o maior
regulador da osteogénese. SCHROEDER et al. (2005) o define como organizador da transcricdo
génica, uma vez que ele ndo é suficiente para a expressdo génica 6tima ou formacdo dssea.
Conforme esquematizado na figura 31, uma variedade de sinais e eventos cruciais sao
necessarios para a maturacdo dos osteoblastos e formacdo dssea. Diversos fatores de
transcricdo, receptores de hormonios esterdides, e as proteinas SMADs, interagem com o
RUNX2 em diversas vias de sinalizagdo e com o ambiente extracelular , promovendo a

osteogénese (NING; ROBINS, 1999; SELVAMURUGAN et al., 2002; AFZAL et al., 2005).
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Figura 31. Sinais extracelulares e fatores de interacdo com o RUNX2/CBFA1 que
propiciam a diferencia¢do osteblastica.
Fonte: SCHROEDER et al., 2005
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A biblioteca de cDNA utilizada nesse trabalho possui poucos fatores de transcricdo, o
que nos motivou a uma analise da regidao upstream das sequéncias dos principais nds
génicos para avaliar a ocorréncia de motivos de ligagcao de fatores de transcrigdao nestes.
Através da analise por Markov, foi encontrada maior representatividade do fator de
transcricdo SP1 para os genes envolvidos com as vias carcinogénicas, o que corrobora com a
funcdo proliferativa dos fatores zinc finger (Ql et al., 2003). A analise da regido upstream dos
nos génicos pelo algoritmo de Markov mostra que a maioria os nds da rede sao regulados
pelo fator de transcricdo SP1, entre eles o NRCAM e ALCAM, além dos genes CDK6, TP53,
HRAS, CAMK2B, PIK3R1, MAP3K10, PDGFRB, SMAD7, RASGRP1, BMPR2, FAS, PRKDC,
CDC14A, PIK3R1, PAK2, GNG12, SMAD2, SPRY2 e NUMB. Isso evidencia o SP1 como
regulador e reforca a metodologia do programa GeneNetwork empregada.

O fator de transcricdo SP1 é conhecido por regular a atividade promotora basal dos
genes de osteocalcina de ratos e humanos. O papel no controle da diferenciagao
osteoblastica por SP1/SP3 tem sido descrito para o recrutamento do colageno do tipo |
(COL1A1). Um outro membro da familia SP, o SP7 ou OSTERIX também tem sido associado
com a osteogénese. Tanto o RUNX2 quanto o OSTERIX controlam diferentes vias
regulatdrias, sendo o primeiro de efeito antiproliferativo e o segundo promotor da
proliferagdo em células progenitoras (SONG et al., 2003).

A sequéncia de ligacdo para o fator SP1 é bastante similar a do fator MAZ. SONG et
al. (2003) relataram esses fatores ligam-se aos mesmos elementos cis, porém, recrutando
diferentes proteinas para o complexo regulatério. O fator de transcricdo MAZ (MYC-
associated zinc finger) tem sido associada a progressdo do cidncer de mama, inflamacao

cronica, como reguladora do ciclo celular em inflamacdo aguda.



Discusséao | 125

Também foram encontrados para os principais nds génicos os fatores de transcri¢gao
c-ETS2, NF-E e C/EBP delta, todos sabidamente envolvidos com o cancer. Os fatores de
transcricdo ETS estdo envolvidos com os processos moleculares em células tronco, assim
como com a tumorigénese. SATO; FURUKAWA (2007) relataram que o oncogene ETS-1 atua
em conjunto com o SP1 na regulacdo da expressdo do FASL em células endoteliais
musculares. Os autores postularam que a atividade de SP1 é regulada por ETS-1 em células
cancerosas. Em concordancia com nossos achados, é possivel que essa regulacdo também
possa ocorrer com o ¢c-ETS2, uma vez que ambos fatores regulam diversos genes.

Os fatores NF-E (nuclear factor-erithroid derived) ou GATA-1 modulam a
diferenciacdo eritréide. MutagOes desse gene esta relacionado com o desenvolvimento de
leucemia mieldide (ELAGIB et al., 2007). ELAGIB et al. (2003) apontaram a interacdo entre
esse fator e o RUNX-1 (um fator de transcricdo mieldide da familia do RUNX2) como co-
expressos na diferenciacdo megacariocitica. Sabe-se que o RUNX-1/AML1 apresenta um
papel crucial no desenvolvimento de leucemias. ELAGIB et al. (2004) aponta a interacdo
desse fator com a via NOTCH, apontando uma nova via regulatéria ligando os fatores c-JUN,
HERP2 e GATA-1.

O C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) delta encontra-se envolvido com
processos inflamatdrios, resposta imune e inUmeros tipos de canceres (REFS). WANG et al
(2005) mostrou que esse fator é ativado pela via PI3-kinase/p38(MAPK)/CREB em células de
carcinomas epidermodides A431. Mais recentemente, KO et a/.(2008) demonstraram que o
C/EBP delta apresenta interagdo fisica com o NF-E1/GATA-1 em cancer cervical e
hepatocarcinoma celular.

Em andlise dos resultados obtidos e em vista da literatura relacionada, podemos

apontar a possibilidade de regulacdo dos nds génicos analisados por esses fatores de
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transcri¢do, envolvidos com o cancer e/ou diferenciacdo celular. Serdo necessarios estudos
posteriores para a confirmacdo desses achados. Finalmente, essa analise por busca de
motivos de ligacao de fatores de transcricdo pode ser considerada neste trabalho como uma
validacao in silico do modelo de redes, uma vez que comprova que genes que apresentam

interacGes hipotéticas podem ser regulados pelo mesmo fator de transcricao.

7.5. Validagao dos dados de expressao génica por PCR em tempo real

Apesar das variagdes em termos das metodologias de normalizacdo de cada técnica,
a validacdo por experimentos de PCR em tempo real encontra-se de acordo com o perfil de
expressao génica através dos microarrays.

O Unico transcrito que apresentou significancia estatistica por PCR em tempo real foi
o nd genico PRKDC, nos tempos de 24h e 7 dias em MSCs derivadas de medula éssea e 7 dias
em corddao umbilical. Os transcritos GNG12 e MINA apresentaram um padrao de expressao
similar ao dos cDNA microarrays. Tanto para o né génico GNG12, um gene da via do cdlcio
expresso em resposta a hormonios, quanto para o gene MINA, um alvo do c-MYC
considerado marcador de canceres solidos, a variagao entre os tempos nao foi significativo

para nenhum dos materiais estudados.

7.6. Perspectivas futuras

Este trabalho levanta questdes que podem ser investigadas em estudos futuros,

entre elas:
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1. Das interagBes génicas previstas pelas redes géncias em nivel de mRNA, quais 0s
microRNAs atuantes nesse processo?

2. Saber se o modelo experimental de indugdao de sarcoma a partir de células-tronco
mesenquimais em cultura descrito na literatura é reprodutivel e, em caso afirmativo,
quais os mecanismos moleculares atuantes e como os nds génicos identificados se
comportam.

3. Avaliar se os nés génicos apresentam resposta em ensaios angiogénicos,
principalmente os receptores de cinases de tirosina, como o PRKDC.

Além disso, o presente trabalho também apresentou vdérias ESTs (expressed
sequence tags) que foram moduladas, além de varios genes que foram cortados na rede que

pertencem a um outro conjunto de intera¢des ainda a serem elucidadas.
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ANEXOS

ANEXO A.
ESCLARECIMENTOS AOS SUJEITOS DA PESQUISA

O senhor (a) estd sendo convidado (a) a participar de um estudo a ser realizado na
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de S3o Paulo, intitulado “Uso
de cDNA Microarrays na Analise do Transcriptoma Durante a Diferenciacdo de Células-
tronco Humanas em Osteoblastos”. O estudo tem como objetivo comparar a transformacao
de células-tronco de origens diferentes (de medula éssea e do corddao umbilical humanos)
em osteoblastos através da andlise dos genes destas células. Nao serd realizado nenhum
outro procedimento além daquele que vocé serd submetido no seu tratamento de rotina.
Portanto, ao concordar em participar, vocé nao correra nenhum tipo de risco a mais. Vocé
ndo tera que pagar nenhuma taxa por isso e receberd o acompanhamento e a assisténcia
normalmente dados aos pacientes submetidos a procedimentos cirdrgicos rotineiros. Esta
pesquisa ndo trara danos a vocé porque ndés vamos utilizar apenas tecidos que sdo
usualmente descartados de procedimentos cirurgicos de transplante (medula éssea) ou apds
o parto (corddo umbilical). Esta pesquisa poderd trazer beneficios na compreensdo da
natureza e qualidade de células-tronco especificas de cada tecido, nos deixando mais
proximos em utilizd-las como meio de substituir células danificadas por doencas ou traumas.

Além disso, vocé terda a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento de qualquer duvida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e outras
situagGes relacionadas a pesquisa. A qualquer momento podera desistir de participar do
estudo sem que isso traga prejuizo a continuidade do seu tratamento. Vocé ndo serd
identificado e todos os dados serdo confidenciais, ou seja, mantidos em segredo.

Vocé ainda poderd solicitar qualquer informacdo adicional aos pesquisadores
responsaveis:

Prof. Dr. Geraldo A. S. Passos. Fone: (16) 602-3030
Profa. Dra. Karina Fittipaldi Bombonato Prado. Fone: (16) 602-4052
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu , abaixo assinado, tendo

sido devidamente esclarecido sobre todas as condi¢des que constam do documento
“ESCLARECIMENTOS AO SUIJEITO DA PESQUISA”, de que trata o Projeto de Pesquisa
intitulado “Uso de cDNA Microarrays na Analise do Transcriptoma Durante a Diferenciacao
de Células Tronco Humanas em Osteoblastos”, que tem como pesquisador responsavel o
Prof. Dr. Geraldo A. S. Passos, especialmente no que diz respeito ao objetivo da pesquisa,
aos procedimentos que serei submetido, aos riscos e aos beneficios, a forma de
ressarcimento no caso de eventuais despesas, bem como a forma de indenizagao por danos
decorrentes da pesquisa, declaro que tenho pleno conhecimento dos direitos e das

condi¢des que me foram assegurados, a seguir relacionados:

A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer duvida
a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e outras situagdes relacionadas com a

pesquisa e o tratamento a que serei submetido.

A liberdade de retirar o meu consentimento e deixar de participar do estudo, a qualquer

momento, sem que isso traga prejuizo a continuidade do meu tratamento.

A seguranca de que ndo serei identificado e que serd mantido o cardter confidencial da

informacdo relacionada a minha privacidade.

O compromisso de que me serd prestada informacdo atualizada durante o estudo, ainda que

esta possa afetar a minha vontade de continuar dele participando.

O compromisso de que serei devidamente acompanhado e assistido durante todo o periodo
de minha participacdo no projeto, bem como de que serd garantida a continuidade do meu

tratamento, apds a conclusao dos trabalhos da pesquisa.
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O compromisso de que nao serdo realizados quaisquer outros procedimentos além daqueles
necessarios para o tratamento. Portanto, ndo haverd qualquer risco ou desconforto

adicional.

O compromisso de que nao havera despesas extras e de que esta pesquisa ndo me trard

nenhum tipo de dano.

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condi¢cdes que me foram apresentadas e

que, livremente, manifesto a minha vontade em participar do referido projeto.

Ribeirdo Preto, de de 200 _.

Assinatura do paciente
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ANEXO B.

Imagem tipica dos dois dados da lamina de cDNA-microarray contendo 4500 seqiiéncias
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ANEXO E.
Numero na rede Simbolo Clone ID Identificacdo do Gene (Gene name)

1 TP53 24415 Tumor protein p53

2 TP53 24415 Tumor protein p53

3 PIK3R3 23907 Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 3 (gamma)

4 MYD88 190887 Myeloid differentiation primary response gene (88)

5 BIRC2 34852 Baculoviral IAP repeat-containing 2

6 PIK3R1 39808 Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1
(alpha)

7 FAS 222568 Fas (TNF receptor superfamily, member 6)

8 PRKAR1B 173325 Protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I,
beta

9 ATM 1877532 Ataxia telangiectasia mutated

10 CDH5 135239 Cadherin 5, type 2, VE-cadherin (vascular epithelium)

11 CLDN10 39874 Claudin 10

12 NRCAM 35271 Neuronal cell adhesion molecule (migration
molecule)

13 HLA-DRB1 186767 Major histocompatibility complex, class Il, DR beta 3

14 CNTN1 132304 Contactin 1

15 SDC3 40058 Syndecan 3

16 ALCAM 26617 Activated leukocyte cell adhesion molecule

17 PVRL3 141548 Poliovirus receptor-related 3

18 CNTNAP2 40338 Contactin associated protein-like 2

19 CNTN2 28510 Contactin 2 (axonal)

20 ESPL1 31489 Extra spindle pole bodies homolog 1 (S. cerevisiae)

21 CDKN2D 145503 Cyclin-dependent kinase inhibitor 2D (p19, inhibits
CDK4

22 YWHAZ 39458 Tyrosi)ne 3-monooxygenase/tryptophan 5-
monooxygenase activation protein, zeta polypeptide

23 SMC1A 31914 Structural maintenance of chromosomes 1A

24 CDK6 231497 Cyclin-dependent kinase 6

25 CDC14A 22306 CDC14 cell division cycle 14 homolog A (S.
cerevisiae)

26 PRKDC 1613637 Protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide

27 PRKDC 133637 Protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide

28 ANAPC2 136462 Anaphase promoting complex subunit 2

29 ANAPC7 131110 Anaphase promoting complex subunit 7

30 CDC34 51328 Cell division cycle 34 homolog (S. cerevisiae)

31 MLH1 267569 MutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E.
coli)

32 RET 160664 Ret proto-oncogene

33 SHC1 40303 SHC (Src homology 2 domain containing)
transforming protein 1

34 SHC1 34282 SHC (Src homology 2 domain containing)
transforming protein 1

35 ABL1 219976 C-abl oncogene 1, receptor tyrosine kinase

36 MAP2K6 45578 Mitogen-activated protein kinase kinase 6

37 GRB2 43571 Growth factor receptor-bound protein 2

38 MAPK10 23173 Mitogen-activated protein kinase 10

39 CAMK2B 25048 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaM
kinase) Il beta

40 CAMK2B 50636 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaM
kinase) Il beta

41 MAP2K1 33826 Mitogen-activated protein kinase kinase 1

42 CAMK2G 144025 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaM



43
44

45

46
47
48

49
50
51

52
53
54
55
56
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58
59
60
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64
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69

70

71
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74
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76
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PLD2
CAMK2A

WNT10A

BTRC
PRLR
CSF2RA

PTPN11
PTPN11
STAM

SPRY2
SPRED?2
PIAS1
LEP
DUSP8
NF1

FGF12
TGFB1
MAPKS8IP1
GNG12

MAP3K10
PAK2
PAK2
MAP4K?2
CASP4
MAPKS8IP2
CACNB3
PDGFRB

HRAS

NTRK?2
RASA1

RPS6KAS
RPS6KA3
PLA2G5
MAPT
MAP3K6
FGF9
RASGRP1

RPSG6KA2
BRAF
FGF13
ARRB1
HSPAIL
RASGRF2

PTPN5S

150681
24907

135346

268524
141453
140352

23721
23721
33592

40262
24523
32565
181563
250069
24723

176904
136821
31918

147355

147414
265206
134439
37234
183194
23959
25922
40643

24907

40402
137094

258966
156808
135692
50764
165816
52489
25016

22711
268121
52217
51672
50615
41311

52979

kinase) Il gamma

Phospholipase D2

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaM
kinase) Il alpha

Wingless-type MMTYV integration site family, member
10A

Beta-transducin repeat containing

Prolactin receptor

Colony stimulating factor 2 receptor, alpha, low-affinity
(granulocyte-macrophage)

Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11
Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11
Signal transducing adaptor molecule (SH3 domain and
ITAM motif) 1

Sprouty homolog 2 (Drosophila)

Sprouty-related, EVH1 domain containing 2

Protein inhibitor of activated STAT, 1

Leptin

Dual specificity phosphatase 8

Neurofibromin 1 (neurofibromatosis, von Recklinghausen
disease, Watson disease)

Fibroblast growth factor 12

Transforming growth factor, beta 1

Mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 1
Guanine nucleotide binding protein (G protein),
gamma 12

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 10
P21 (CDKN1A)-activated kinase 2

P21 (CDKN1A)-activated kinase 2

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 2
Caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase
Mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 2
Calcium channel, voltage-dependent, beta 3 subunit
Platelet-derived growth factor receptor, beta
polypeptide

V-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral oncogene
homolog

Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2

RAS p21 protein activator (GTPase activating
protein) 1

Ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 5
Ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 3
Phospholipase A2, group V

Microtubule-associated protein tau

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6
Fibroblast growth factor 9 (glia-activating factor)

RAS guanyl releasing protein 1 (calcium and DAG-
regulated)

Ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 2
V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
Fibroblast growth factor 13

Arrestin, beta 1

Heat shock 70kDa protein 1-like

Ras protein-specific guanine nucleotide-releasing factor
2

Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 5
(striatum-enriched)



Anexos | 157

87 CACNA1H 24597 Calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1H
subunit

88 CACNA1E 35729 Calcium channel, voltage-dependent, R type, alpha 1E
subunit

89 PDPK1 266720 3-phosphoinositide dependent protein kinase-1

90 PRKAA1 260234 Protein kinase, AMP-activated, alpha 1 catalytic
subunit

91 PRKAA1 136180 Protein kinase, AMP-activated, alpha 1 catalytic
subunit

92 TSC1 23736 Tuberous sclerosis 1 (nTOR regulator)

93 RPS6KB1 133432 Ribosomal protein S6 kinase, 70kDa, polypeptide 1

94 MAML2 144242 Mastermind-like 2 (Drosophila)

95 DTX1 52120 Deltex homolog 1 (Drosophila)

96 DLL4 135185 Delta-like 4 (Drosophila)

97 NUMB 39975 Numb homolog (Drosophila) (NOTCH1 association)

98 GRM5 23560 Glutamate receptor, metabotropic 5

99 HTR2A 40580 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2A

100 ADCY1 27431 Adenylate cyclase 1 (brain)

101 RYR2 53099 Ryanodine receptor 2 (cardiac)

102 HTR6 31955 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 6

103 PDE1B 179617 Phosphodiesterase 1B, calmodulin-dependent

104 VDAC2 138552 Voltage-dependent anion channel 2

105 ATP2B2 40674 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2

106 ATP2B2 40733 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2

107 SLC25A4 40026 Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine
nucleotide translocator), member 4

108 RYR1 25322 Ryanodine receptor 1 (skeletal)

109 ATP2A3 179935 ATPase, Ca++ transporting, ubiquitous

110 PLCG1 143748 Phospholipase C, gamma 1

111 ADCY7 133798 Adenylate cyclase 7

112 ITPKB 142096 Inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase B

113 PCK2 154642 Phosphoenolpyruvate carboxykinase 2 (mitochondrial)

114 ILK 147933 Integrin-linked kinase-2

115 SLC27A4 36117 Solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 4

116 ACOX3 22009 Acyl-Coenzyme A oxidase 3, pristanoyl

117 CPT1A 133565 Carnitine palmitoyltransferase 1A (liver)

118 ACSL4 133988 Acyl-CoA synthetase long-chain family member 4

119 ACADL 140131 Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, long chain

120 SMAD7 148968 SMAD family member 7

121 ACVRL1 182661 Activin A receptor type ll-like 1

122 ACVR2A 133013 Activin A receptor, type IIA

123 ACVR1 32711 Activin A receptor, type |

124 BMPR2 264556 Bone morphogenetic protein receptor, type Il
(serine/threonine kinase)

125 SMAD2 135888 SMAD family member 2

126 CHRD 23928 Chordin

127 AXIN2 135887 Axin 2 (conductin, axil)

128 WIF1 40908 WNT inhibitory factor 1

129 PPP2R1B 263846 Protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit
A, beta isoform

130 CTNNBIP1 144878 Catenin, beta interacting protein 1

131 CSNK1A1l 131996 Casein kinase 1, alpha 1

132 CXXC4 35804 CXXC finger 4

133 VANGL2 38363 Vang-like 2 (van gogh, Drosophila)
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