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Horizonte

O Mar anterior a nos, teus medos
Tinham coral e praias e arvoredos.
Desvendadas a noite e a cerragao,

As tormentas passadas e o mistério,
Abria em flor o Longe, e o Sul sidério
Esplendia sobre as naus da iniciagéo.

Linha severa da longinqua costa --

Quando a nau se aproxima ergue-se a encosta
Em arvores onde o Longe nada tinha;

Mais perto, abre-se a terra em sons e cores:

E, no desembarcar, ha aves, flores,

Onde era s6, de longe a abstrata linha.

O sonho é ver as formas invisiveis

Da distancia imprecisa, e, com sensiveis
Movimentos da espranca e da vontade,
Buscar na linha fria do horizonte

A arvore, a praia, a flor, a ave, a fonte --
Os beijos merecidos da Verdade.

Fernando Pessoa
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RESUMO

O estudo dos processos de diferenciacdo em células tronco embrionarias (CTE)
representa uma importante ferramenta para o entendimento das vias moleculares que
0s regem, apresentando grande aplicacdo tanto na ciéncia béasica quanto na
engenharia de tecidos e medicina regenerativa. Pouco é conhecido sobre as marcas
epigenéticas existentes na cromatina destas células, e de que forma a regulacdo da
expressao génica ocorre no momento da diferenciac@o. O presente trabalho teve como
objetivo o estudo dos efeitos da hiperacetilagdo das histonas causada pela droga
tricostatina A (TSA), uma inibidora das enzimas histona desacetilases, sobre a
diferenciacdo destas células em estadios iniciais e avancados. Para tanto, a
hiperacetilacdo induzida pela droga foi estimada por rea¢c8es de imunocitoquimica para
AcLys9H3. Os efeitos anti-proliferativos da TSA foram mensurados pelo teste de
TUNEL e contagem de células. Ainda, foram conduzidos experimentos de
diferenciacéo in vitro de CTE e analise da expressdo de proteinas caracteristicas de
linhagens celulares diferenciadas por reagfes de imunocitoquimica (Oct3/4, nestina,
alll tubulina, desmina e troponina ), em cultivos tratados com TSA em diferentes
concentragbes e em diferentes momentos. Desta forma, foi estimada a populagéo de
tipos celulares oriundos dos folhetos embrionarios ectodérmico e mesodérmico, como
neurdnios, e células musculares, quando foi promovida a hiperacetilagdo das histonas
nas CTE, em diferentes momentos da diferenciacdo celular in vitro. A TSA induziu
apoptose em niveis superiores aos do grupo controle, e retardou/inibiu a divisao
celular. Promoveu hiperacetilagdo dose-dependente nos periodos estudados, e
estimulou a diferenciacdo de precursores mesodérmicos (50nM d5) e ectodérmicos
(15nMdO0-5 e 50nMd5), cardiomidcitos (50nMd5 e 100nMd13) e neurbnios (15nMd0-5,
50nMd5, 100nMd5, 100nMd13).

Palavras-chave: células tronco embrionarias, diferenciacéo, hiperacetilacdo de histonas,

cardiomiécitos, neuronios.
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ABSTRACT

Studies on embryonic stem cells (ESC) differentiation represents an important tool
leading to understanding of its molecular pathways, with many applications both on
basic research and tissue engineering / regenerative medicine. Little is known about
epigenetic marks on ESC chromatin, and how gene expression occurs at differentiation
time. The aim of this work was to study effects of histone hiperacetylation, induced by
cell treatment with trichostatin A (TSA), an histone deacetylase inhibitor, on both initial
and late differentiation. For that, drug-induced hyperacetylation was studied by
AcLys9H3 immunocitochemistry. TSA anti-proliferative effects were analysed by
TUNEL test and cell counts. Experiments on ESC in vitro differentiation and
immunocitochemistry for specific cell types proteins (Oct3/4, nestin, alll tubulin, desmin
and troponin I) were performed, in treated and control groups, at different moments.
This analysis showed specific cell types populations derived from embryonic
ectodermal and mesodermal, such as neurons and cardiomyocytes, when histone
hyperacetylation were induced, on both initial and late diferentiation. Our results
showed that TSA induces apoptosis and inhibits cellular proliferation. Also, TSA
promoted dose-dependent histone hyperacetylation at studied moments, and stimulated
mesodermal (50nM d5) and ectodermal (15nMd0-5 e 50nMd5) precursors,
cardiomyocytes (50nMd5 e 100nMd13) and neurons (15nMdO0-5, 50nMd5, 100nMd5,
100nMd13) differentiation.

Key-words: embryonic stem cells, differentiation, histone hyperacetylation, trichostatin A,

cardiomyocytes, neurons.
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1 INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

As células tronco embrionarias (CTE) sao células pluripotentes oriundas de
embribes em estadios iniciais de desenvolvimento. Apresentam inumeras
possibilidades de aplicacdo na medicina e na ciéncia, tais como a terapia celular,
estudos na area basica dos eventos de diferenciacdo de linhagens, a manipulagéo
de caracteristicas genéticas desejaveis ou ndo e a producdo de animais
transgénicos, além de constituirem um importante modelo in vitro para o estudo da
embriogénese e seus eventos moleculares.

A elucidacdo dos processos que regem a diferenciacdo de CTE e o
consequente dominio destes eventos € objetivo de numerosos estudos na area de
biologia celular e molecular. No entanto, permanecemos ainda distantes do
entendimento pleno do processo de diferenciacao celular.

Sabemos que a acessibilidade dos fatores de transcricdo ao DNA depende
da forma de organizacdo da cromatina local, que quando compactada dificulta ou
impossibilita a transcricdo de genes. Esta organizacdo da cromatina, determinada
por eventos epigenéticos, se deve em parte a modificacdes nas proteinas histonas
(GOODSELL, 2003).

Quando ocorre a diferenciacdo das CTE, alteracbes morfolégicas e no padrao
de expressao génica das mesmas se tornam evidentes (KELLER, 2005). Durante a
diferenciacdo inicial de CTE, os niveis de transcricdo de diversos genes sao
fortemente alterados temporalmente, de forma tecido-especifica. Ocorrem
modificacbes nas marcas epigenéticas, que relaxam ou contraem a cromatina,
alterando o acesso dos fatores de transcricdo ao DNA. Tais alteragcdes séao
creditadas por participarem da regulacao da expressdo génica local e global por
modificagdes pos-traducionais nas histonas (HUEBERT e BERNSTEIN, 2005).

Uma das mais conhecidas modificagcdes pos-traducionais encontradas em
histonas é a adicdo do grupamento acetil. Quando ocorre, a interacdo da cauda da
histona com o nucleossomo é enfraquecida, liberando o DNA local para a

transcricdo. Assim, a acetilacado de histonas pode aumentar o acesso de fatores de
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transcricdo ao DNA, e desta forma, altos niveis de acetilacdo podem levar a
aumentos significativos na transcricdo génica (VERDONE, CASERTA & DI
MAURO, 2005).

A tricostatina A é uma droga inibidora das enzimas histona desacetilases, que
promove hiperacetilacdo global das histonas, e € utilizada em estudos envolvendo
alteracOes epigenéticas. Outras drogas, como o acido valprdico, também induzem
a hiperacetilacdo de histonas. A escolha da TSA foi realizada em funcao de seu
uso em experimentos recentes de clonagem, que demonstrado incrementos
significativos na producéao de embribes (ZHANG et al., 2007), umas das linhas de
pesquisa de nosso grupo.

Nas CTE, o uso da tricostatina A induz modificacbes rapidas de ordem
morfolégica no perfil de expressdo génica, semelhantes as ocorridas na
diferenciacédo inicial das CTE induzida pela retirada do LIF (McCOOL et al., 2007).
Portanto, a droga vem sendo utilizada para avaliar o comportamento da
diferenciacédo das CTE na presenca de hiperacetilacdo das histonas, buscando a
identificacdo dos eventos moleculares que regulam a perda do estado
indiferenciado e o comprometimento com linhagens especificas. Outros estudos
utilizam a TSA buscando incrementos em tipos celulares especificos, objetivando
colaborar para o entendimento dos processos de acetilacdo durante a
diferenciacéo das CTE.

Com o intuito de avaliar os efeitos da hiperacetilacdo das histonas destas
células durante a diferenciacdo, foram conduzidos experimentos induzindo a
diferenciacéo celular in vitro na presenca de diferentes concentracbes da droga
TSA e em diferentes momentos. Os cultivos foram destinados a estudos de
imunocitoquimica, objetivando estimar os niveis de acetilacdo de histonas H3 em
CTE tratadas com TSA; e a caracterizacao de tipos celulares oriundos dos folhetos

ectodérmico e mesodérmico.
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2 OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos da droga tricostatina A sobre a diferenciagdo de células

tronco embrionarias murinas (linhagem H106).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar o comportamento de diferenciagao in vitro da linhagem H106
de CTE.
2) Estudar os efeitos da TSA sobre a morte celular e apoptose na

diferenciacéo de CTE.

3) Estudar os efeitos de diferentes concentracdes de TSA sobre a
acetilacdo das histonas H3 em CTE pluripotentes e em processo de diferenciacéo
inicial e tardia.

4) Avaliar os efeitos do tratamento com TSA na diferenciacdo inicial e
tardia das CTE sobre a derivacdo de precursores ectodérmicos e neurdnios.

5) Avaliar os efeitos do tratamento com TSA na diferenciacdo inicial e
tardia das CTE sobre a derivacdo de precursores mesodérmicos e células

musculares estriadas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Células tronco embrionérias (CTE)

3.1.1 Introducéao

O termo “células tronco” (CT) refere-se a um grupo de células
indiferenciadas que possuem a capacidade de se especializarem em diferentes
tipos celulares do organismo (THE PRESIDENT'S COUNCIL ON BIOETHICS,
2004). As CT contribuem para o repovoamento de células perdidas durante
processos normais de envelhecimento celular e injirias (ODORICO et al., 2001).
Podem ser isoladas a partir de embrides (células tronco embrionarias); do cume
gonadal (células tronco germinativas); ou derivadas de Orgdos e tecidos néo-
embrionarios (células tronco adultas).

As células tronco embrionéarias (CTE) séo linhas de células pluripotentes
isoladas a partir da massa celular interna de blastocistos em desenvolvimento e
cultivadas in vitro (EVANS e KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981). Sua importancia
para a biologia moderna e para a medicina reside na capacidade de auto-
renovagao por longos periodos de tempo sem envelhecimento e na pluripoténcia,
ou habilidade das mesmas em diferenciarem-se em tipos celulares oriundos dos
folhetos endodérmico, mesodérmico e ectodérmico (RIPPON & BISHOP, 2004).

Quando retornadas ao ambiente embrionario por transferéncia a blastocistos
receptores, as CTE cultivadas se comportam como células embrionarias normais,
interferindo em todas as linhagens celulares, inclusive germinativas (BRADLEY et
al., 1984).

Dois fatores de transcricio se mostraram essenciais na manutencdo do
estado indiferenciado das CTE: OCT 3/4 (NIWA et al., 2000) e Nanog (CHAMBERS
et al., 2003; MITSUI et al., 2003).

As CTE consistem em um modelo para estudo dos mecanismos envolvidos
na especificacdo de linhagens durante estadios iniciais do desenvolvimento em
mamiferos (DINSMORE et al., 1998). Técnicas de cultivo in vitro oferecem uma

situacdo Unica, permitindo o controle de citocinas extrinsecas ou microambientes
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criados por fatores de crescimento para avaliar como tais agentes influenciam a
diferenciacéo celular (SCHULDINER et al., 2000).

Ainda, as CTE podem ser manipuladas geneticamente, e os fendmenos de
mutacaol/insercdo podem ser estudados em corpos embridides ou em células
isoladas ap6s a diferenciacéo in vitro (BOHELER e WOBUS, 2002). A insercao de
vetores de expressdo ao acaso no genoma de mamiferos permite estudos de
ganho de funcéo (animais knock-in), enquanto eventos dirigidos, com insercao em
sitios-alvo, estdo normalmente associados a estudos de perda de funcédo (animais
knock-out). A manipulacdo génica e posterior diferenciacdo in vitro das CTE
permite modificacbes no genoma mamifero sem causar preocupacodes de efeitos
adversos no desenvolvimento embrionério como um todo (BOHELER et al., 2002).

Desta forma, as CTE podem ser transformadas e utilizadas para inferir sobre
a complexa rede de genes que codificam fatores de transcricao na regulacédo da
expressao génica tecido-especifica, através da comparacao de linhagens mutadas
knock-out e linhagens selvagens (DUNCAN et al., 1998).

Também podem ser aplicadas para a producdo de animais domésticos
transgénicos, permitindo a transferéncia de alelos mutantes para o interior do
genoma animal. As CTE transformadas podem ser utilizadas na producao de
quimeras (STICE et al.,, 1994; CIBELLI et al., 1998) ou clones transgénicos
(KEEFER et al.,, 1994; WAKAYAMA et al., 1999), visando condicbes genéticas
economicamente favoraveis, como a resisténcia a doencas e a expressao de
proteinas de interesse comercial no leite (MULLER e BREM, 1994; WILMUT e
WHITELAW, 1994).

3.1.2 Historico

A primeira linha de células pluripotentes a ser estabelecida consistiu em
carcinomas embrionarios derivados do compartimento indiferenciado de células
germinativas tumorais de murinos e humanos (FINCH e EPHRUSI, 1967). Essas
células proliferam continuamente durante o cultivo in vitro e sdo induziveis a

diferenciacdo dos trés folhetos embrionarios: mesoderma, ectoderma e endoderma
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(KLEINSMITH e COCHRAN, 1964). Apesar de serem extremamente Uteis no
campo experimental, ja que contribuem extensivamente a todos os tecidos normais
de camundongos quimeras e possibilitam assim o estudo da diferenciagéo celular,
ndo podem ser utilizadas para pesquisas clinicas por serem derivadas de tumores
(ILLMENSEE e MINTZ, 1976).

O isolamento de CTE em 1981 anunciou a possibilidade do uso das
mesmas em pesquisas na area de desenvolvimento embrionéario e diferenciacéo
celular (EVANS e KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981). Com o avan¢co das
pesquisas, surgiu a perspectiva de que esse tipo celular poderia ser isolado a partir
de blastocistos humanos e diferenciado in vitro em qualquer tecido do organismo,
possibilitando a exploracdo da terapia celular, e introduzindo um novo conceito no
tratamento de uma extensa gama de doencgas nas quais danos em determinados
orgdos ndo podem ser reparados naturalmente pelo organismo (RIPPON e
BISHOP, 2004). Em 1998, CTE humanas foram isoladas e diferenciadas in vitro
(THOMSON et al.,, 1998), tornando a medicina regenerativa e engenharia de
tecidos uma possibilidade real para o tratamento de doencas em seres humanos.

Desta forma, doencas resultantes da destruicdo ou perda de funcéo de um
limitado numero de tipos celulares, como a diabetes mellitus, na qual as células
pancreaticas sao seletivamente destruidas, ou o mal de Parkinson, que resulta da
destruicdo de neurbnios dopaminérgicos em uma regido particular do cérebro,
poderiam ser tratadas pelo transplante de células diferenciadas in vitro derivadas
das CTE (ODORICO et al., 2001). Estudos em modelos animais ja& demonstraram
gue a transferéncia de células derivadas de CTE pode tratar com sucesso doencas
cronicas semelhantes as humanas, em modelos experimentais (McDONALD et al.,
1999; SORIA et al., 2000).

O primeiro passo para o desenvolvimento de terapias celulares eficazes
para doencas humanas seria 0 estabelecimento de protocolos de diferenciacéo in
vitro e purificacdo destas células da populacdo total. Infelizmente, a natureza
heterogénia da diferenciacéo celular no cultivo in vitro tem dificultado o uso das
células derivadas de CTE em estudos de transplante (ODORICO et al., 2001).
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Raramente fatores de crescimento ou condigdes de cultivo in vitro especificas
levaram ao estabelecimento de cultivos contendo apenas um tipo celular
(SCHULDINER et al., 2000). Ainda, observa-se uma variagcdo significativa de
cultivo para cultivo com relagdo ao desenvolvimento de um fendtipo particular,
mesmo sob condi¢des idénticas (ODORICO et al., 2001).

3.1.3 Desenvolvimento embrionério inicial

Em estadios iniciais do desenvolvimento embrionario murino, a massa
celular interna prolifera-se rapidamente e se diferencia para dar origem a uma
populacdo de células pluripotentes conhecidas como ectoderma primitivo
(KELLER, 2005). Logo ap0s a implantacdo, a maioria das células internas do
ectoderma primitivo sofre apoptose e forma uma cavidade por um processo
denominado cavitagdo (COUCOUVANIS e MARTIN, 1995). As células
sobreviventes que envolvem a cavidade se diferenciam para formar um epitélio
colunar pseudo-estratificado, que origina uma estrutura denominada epiblasto.

Embora as células do ectoderma primitivo e epiblasto mantenham sua
pluripoténcia, as mesmas podem ser distinguidas das células da MCI, pois
apresentam aumento na expressdo de Fgf5 (HAUB e GOLDFARB 1991) e
diminuicdo na expresséo de Rex1l (ROGERS et al., 1991); e pelo fato de que elas
nao mais contribuem para a formacdo de quimeras seguindo a injecdo das
mesmas em blastocistos receptores (ROSSANT, 1977). O epiblasto responde a
sinais extrinsecos e origina os folhetos germinativos primordiais (GINSBURG et al.,
1990).

Os folhetos germinativos primarios sdo formados no embrido durante o
processo de gastrulacdo, que se inicia aproximadamente no dia embrionario 6,5 no
camundongo (TAM e BEHINGER, 1997). No momento da gastrulacdo, as células
epiblasticas da regido que formardo a parte posterior do embrido intumescem-se e
formam uma estrutura transiente conhecida como linha primitiva ou sulco primitivo.

Durante a gastrulacéo, as células epiblasticas penetram a linha primitiva e

passam por uma transicao epitelial-mesenquimal, dando origem ao mesoderma e
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ao endoderma definitivo. O desenvolvimento de subpopulacbes de mesoderma e
endoderma n&o ocorre ao acaso, mas parece ser controlado temporal e
espacialmente (KINDER et al., 2000).

As primeiras células mesodérmicas a se desenvolverem séo derivadas de
células epiblasticas que se movem pela regido mais posterior da linha. Este
mesoderma coloniza o saco vitelinico em desenvolvimento e da origem a células
hematopoiéticas e vasculares das ilhotas sanguineas. Células epiblasticas que
penetram a linha um pouco mais tarde e numa posicdo anterior formardo o
mesoderma cardiaco, mesénquima da cabeca, e mesoderma paraxial, enquanto as
células epiblasticas que se movem pela regido mais anterior da linha primitiva
dardo origem ao endoderma e mesoderma axial, que formara a notocorda (TAM e
BEHINGER, 1997).

Células da regido mais anterior do epiblasto que ndo se movem pela linha
primitiva formar&o o ectoderma. Enquanto os mecanismos de controle de migragéo
epiblastica e inducdo mesodérmica e endodérmica ndo sao totalmente entendidos
no camundongo, analises de expressdo génica e experimentos de gene targeting
demonstraram que membros da familia TGFa incluindo BMP4 (HOGAN, 1996) e

Nodal (CONLON et al., 1994) tem funcdes importantes nestes processos.
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FIGURA 1 Modelo comparativo dos estadios iniciais do desenvolvimento embrionario e de
CTE/CE (KELLER, 2005).

3.1.4 Cultivo de CTE e diferenciacao celular

Quando cultivadas in vitro, as CTE murinas podem propagar-se
indefinidamente no estado indiferenciado, na presenca do fator inibidor de leucemia
e/ou de uma monocamada de fibroblastos embrionarios murinos (SMITH, 1998;
WILLIAMS et al, 1988), que consiste em um tapete celular mitoticamente
inativado, que desintoxica o meio, representa um ponto de fixacao e secreta fatores
inibidores da diferenciacao celular (ROBERTSON, 1987; NICHOLS et al., 1990).

Estudos nos ultimos 26 anos trouxeram o desenvolvimento de condicbes
apropriadas de cultivo e protocolos para a producao de um largo espectro de
linhagens diferenciadas in vitro, incluindo tipos celulares embrionéarios e adultos de
todos os trés folhetos embrionarios, como cardiomiécitos (DOETSCHMAN et al.,
1985), progenitores hematopoiéticos (DOETSCHMAN et al., 1985), saco vitelinico
(DOETSCHMAN et al., 1985), células musculares esqueléticas (BAKER e LYONS,
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1996), células musculares lisas (BAKER e LYONS, 1996), adipdcitos (POLIARD et
al., 1995), condrdcitos (POLIARD et al., 1995), ostedcitos (POLIARD et al., 1995),
neurbnios (BAIN et al., 1995), células pancreaticas (SORIA et al., 2000),
endoderma primitivo (ABE et al.,, 1996), entre outros. As CTE murinas nao se
diferenciam em trofectoderma em cultivo, refletindo o potencial de sua populacéo
embrionaria originaria, a MCI (KELLER, 2005).

Destes experimentos, se torna claro que as CTE induzidas a diferenciar-se
em cultivo in vitro seguem varios estadios de desenvolvimento cruciais encontrados
no embrido normal, e sdo capazes de dar origem a tipos celulares pos-mitoticos,
em estadios terminais do processo de diferenciacdo, dependendo das condicbes e
de fatores de crescimento particulares (ODORICO et al., 2001).

Trés estratégias gerais sao utilizadas para iniciar a diferenciacédo das CTE. A
primeira consiste no cultivo em suspenséo, permitindo a formacao de agregados de
colénias tridimensionais de células diferenciadas e indiferenciadas, denominados
corpos embridides (CE), que lembram embrides recém-implantados
(DOETSCHMAN et al., 1985). O segundo método seria o cultivo das CTE em
células estromais, que regulam a diferenciacdo pelo contato entre ambas
(NAKANO et al., 1994). A terceira estratégia envolve a diferenciacdo das CTE em
monocamada sobre proteinas matrizes extracelulares (NISHIKAWA et al., 1998).

Os corpos embridides oferecem a vantagem de um sistema tridimensional,
numa estrutura que enriquece as interacdes celulares que podem ser importantes
em determinados programas de desenvolvimento. Por outro lado, sua
complexidade pode ser uma desvantagem pela producédo de citocinas e fatores
indutores que podem dificultar interpretacdes em experimentos (KELLER, 2005).

Infelizmente, os mecanismos indutores precisos que regulam o padrao de
formagdo embrionario ainda estdo sendo elucidados e ainda ndo podem ser
reproduzidos confiavelmente in vitro (ODORICO et al., 2001). A diferenciacdo in
vitro é consistentemente desorganizada, e freqientemente variavel de um corpo
embridide para outro do mesmo cultivo. Caracteristicas normais de arquitetura

tecidual reproduzidas no cultivo de CTE in vivo Ss&o0 menos pronunciadas no cultivo
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in vitro, como a exibicdo de polaridade pelo epitélio; o envelopamento do tecido por
membrana basal; e o envolvimento por mesénquima, culminando com a formacgéao
de tecidos complexos como foliculos pilosos, dente, e intestino (ODORICO et al.,
2001).

Por outro lado, estudos demonstraram que células derivadas de CTE
murinas in vitro, como cardiomiécitos e neurénios dopaminérgicos, exibem um
fenotipo fisiologicamente maturo, terminalmente diferenciado, e exibem
funcionamento fisiolégico normal in vivo e in vitro (BAIN et al., 1995; SORIA et al.,
2000; WOBUS et al., 1991).

SCHULDINER et al. (2000) demonstrou que tanto CTE indiferenciadas
guanto CE diferenciados expressam receptores para uma série de fatores de
crescimento com efeitos estabelecidos em processos do desenvolvimento in vivo.
A adicdo de cada um destes fatores ao meio de cultivo alterou o padréo de
expressao de uma gama de genes tecido-especificos. No entanto, nenhum dos
fatores de crescimento direciona a diferenciacdo exclusivamente para um tipo
celular particular. Desta forma, um melhor entendimento dos eventos epigenéticos
gue regulam o comprometimento celular com uma linhagem e sua diferenciagao,
devem permitir o uso focado de fatores de crescimento solUveis para atingir-se

uma diferenciacao linhagem-restrita (ODORICO et al., 2001).

3.1.4.1 Linhagens derivadas do mesoderma

As linhagens derivadas do mesoderma incluem linhagens hematopoiéticas,
vasculares e cardiacas, e estdo entre as mais facilmente derivadas das CTE. Tém
sido estudadas minuciosamente e, das mesmas, o0 desenvolvimento
hematopoiético € o melhor caracterizado (KELLER, 2005). Ainda, foi demonstrado
o potencial in vitro das CTE em diferenciar-se em musculo esquelético (BAKER e
LYONS, 1996), tecido osteogénico (POLIARD et al., 1995), condrogénico
(POLIARD et al., 1995) e adipogénico (POLIARD et al., 1995).

3.1.4.1.1 Diferenciacdo de células musculares estriadas cardiacas
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Células murinas de carcinoma embrionério (SKERJANC, 1999), células
tronco germinativas (ROHWEDEL et al., 1996) e CTE (DOETSCHMAN et al., 1985)

ja foram utilizadas para originar células musculares estriadas cardiacas in vitro.

Alguns parametros influenciam especificamente o potencial de diferenciacéo
das CTE em cardiomiécitos in vitro: o numero inicial de células no CE; o meio de
cultivo, SFB e suplementos, como fatores de crescimento e aditivos; linhas
celulares; e o tempo de plaqueamento do CE (WOBUS et al., 2002).

No CE em desenvolvimento, os cardiomidcitos estdo localizados entre a
camada epitelial e basal das células mesenquimais (HESCHELER et al., 1997).
Séo facilmente detectaveis pelo aparecimento de focos de células contrateis que
apresentam caracteristicas de cardiomiocitos, dentro de 1 a 4 dias apos o
plagueamento dos CE. Conforme a diferenciacao celular progride, o niamero de
focos contrateis aumenta, e a taxa de contracdo em cada CE também aumenta
rapidamente, seguindo-se uma diminuicdo na média de pulsacbes com a
maturacao celular (BOHELER et al., 2002).

A maturacdo da linhagem nos cultivos estd4 associada a modificacfes no
tamanho e formato das células, que progridem de pequenas e arredondadas no
estadio inicial, para células alongadas com sarcomeros e miofibrilas bem
desenvolvidos (BOHELER et al., 2002). Aferi¢cdes eletrofisiologicas de células em
diferentes tempos de cultivo sugerem que a populacdo de cardiomidcitos se
modifiqgue de estadios iniciais, com atividade tipo pace-maker, para células
terminalmente diferenciadas, atriais e ventriculares (MALTSEV et al., 1993). Tais
modificacOes se correlacionam com mudancas observadas na morfologia celular,
caracteristica de cada tipo celular. Cardiomiocitos terminalmente diferenciados
normalmente param de contrair, mas podem ser mantidos em cultivo por varias
semanas (HESCHELER et al., 1997).

Proteinas sarcoméricas dos cardiomiocitos derivados de CTE se
estabelecem ao longo do desenvolvimento, em fun¢cédo do tempo de diferenciacéo,

semelhantemente ao desenvolvimento miocardico normal, na seguinte ordem: titina
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(disco Z), a-actinina, miomesina, titina (banda M), MHC, &-actina, troponina
cardiaca T, e proteina M (BOHELER e WOBUS, 2002). Cardiomiécitos com
caracteristicas semelhantes as de fetos ou neonatos roedores expressam
isoformas da troponina | de muasculo esquelético lento, enquanto cardiomidcitos
gue contraem mais rapidamente expressam preferencialmente a troponina |
cardiaca.

Um padrdo de expressao de genes cardiacos ordenado € observado nos
cultivos em diferenciacdo, com expressdo dos fatores de transcricdo Gata-4 e
Nkx2.5, que s&o requeridos para o desenvolvimento da linhagem, precedendo a
expressao de genes como atrial natriuretic protein (ANP), myosin light chain (MLC)-
2v, a-myosin heavy chain (a-MHC), a-myosin heavy chain (&-MHC), e conexin 43,
que sdo indicativos de estadios distintos de maturacdo da organogénese in vivo
(HESCHELER et al., 1997).

A acetilacdo das histonas estd envolvida na diferenciacdo de células
musculares estriadas. As HDAC classe Il sdo altamente expressas no musculo
esquelético e cardiaco (revisado por FISCHLE et al., 2001), e interagem com
fatores enriquecedores de miocitos 2 (MEF2s) inativando-os. Por isso, sado
utilizadas clinicamente para reprimir a hipertrofia cardiaca, sendo a atividade
repressora das HDAC classe Il sobre a cardiomiogénese conhecida clinicamente.

Estudos demonstram que o tratamento de células P19 com TSA induz a
entrada de células da linhagem mesodérmica na linhagem muscular cardiaca de
forma dose-dependente, demonstrada pelo aumento dos transcritos NKkx-2,
MEF2C, GATA4 e actina cardiaca (KARAMBOULAS et al.,, 2006). Os autores
sugerem que as HDAC4 regulam a especificacdo de células mesodérmicas em
cardiomidcitos por inibirem a expressao de GATA4 e Nkx2-5. Portanto, 0 aumento
da expressdo de HDAC4 inibe a cardiomiogénese, diminuindo a expressédo de
genes relacionados ao musculo cardiaco. Desta forma, o bloqueio da atividade das
HDAC pela TSA é suficiente para aumentar a cardiomiogénese no estadio inicial.

Embora muitos dos fatores que regulam o desenvolvimento cardiaco das

CTE tenham sido identificados, o estadio preciso no qual eles agem e suas
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relacbes uns com os outros ainda permanecem por ser elucidados. Ainda, os
estudos deste tipo celular séo realizados em cultivos heterogéneos de CTE em
diferenciacdo, nos quais os cardiomidcitos representam uma minoria da populagéo
como um todo (KAWAI et al., 2004).

3.1.4.2 Linhagens derivadas do endoderma

Os tecidos de maior interesse derivados deste folheto embrionario
consistem em células a-pancreéticas e hepatécitos, devido a sua potencial
aplicacdo para o tratamento de diabetes tipo 1 e doengas hepéticas,
respectivamente (ODORICO et al., 2001).

Pouco progresso tem sido obtido nesta area, devido a fatores como o fato
de varios genes marcadores utilizados para endoderma definitivo, figado inicial e
pancreas inicial também serem expressos em endoderma visceral, e uma
populacdo de células endodérmicas extra-embrionaria, que funciona em carater
regulatério mas ndo contribui diretamente para a formacdo de qualquer 6rgao
adulto. (GARDNER e ROSSANT, 1979).

Outra dificuldade encontrada é a falta de indutores especificos desta
linhagem (KUBO et al. 2004). Além disso, linhagens endodérmicas, como pancreas
e figado, sdo morfologicamente menos distintas e mais dificeis de discernir em
cultivos de CTE do que células sanguineas ou cardiacas (ODORICO et al., 2001).
Esse é um dos fatores que inibe sua detecgéo entre a progénie de CTE.

Apesar de tais obstaculos, j& foi demonstrado que CTE murinas sao
capazes de ativar genes pancreaticos e endodérmicos in vivo e in vitro (ABE et al.,
1996; GOSSLER et al., 1989).

Portanto, evidéncias de tipos celulares oriundos deste folheto estdo
presentes, como células pancreaticas (SORIA et al.,, 2000), hepatécitos
(HAMAZAKI et al., 2001), tirécitos (LIN et al., 2003), células pulmonares (ALI et al.,
2002), e células intestinais (YAMADA et al., 2002).

3.1.4.3 Linhagens derivadas do ectoderma
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A diferenciacdo ectodérmica de CTE murinas é bem estabelecida, com
numerosos estudos documentando e caracterizando o0 comprometimento
neuroectodérmico e a diferenciacdo neural. Uma das grandes expectativas de
utilidade clinica da terapia celular reside em doencas neurodegenerativas, como a
substituicdo de neurdnios dopaminérgicos em pacientes que sofrem do mal de

Parkinson.

3.1.4.3.1 Diferenciacéao de células neurais

Diversos protocolos foram desenvolvidos, como o tratamento de corpos
embridides estimulados com SFB e &cido retindico (BAIN et al., 1995), cultivo
sequencial de corpos embridides em SFB seguido de meio livre de SFB (OKABE et
al.,, 1996), diferenciacdo de CTE em monocamada em meio livre de SFB
(TROPEPE et al., 2001), e diferenciacédo de CTE diretamente em células estromais
na auséncia de SFB (KAWASAKI et al., 2000).

Da mesma forma que nas linhagens mesodérmica e endodérmica, o
desenvolvimento de linhagens ectodérmicas na diferenciacdo de CTE parece
recapitular seu desenvolvimento no embrido inicial (BARBERI et al., 2003).

O comprometimento neuroectodérmico parece ser rapido e eficiente, pois a
maioria das células que se desenvolvem nestes cultivos apresenta caracteristicas
de células neurais. Os trés principais tipos celulares neurais do sistema nervoso
central podem ser derivados: neurbnios, astrocitos e oligodendrécitos (OKABE et
al., 1996). Além da possibilidade de derivacdo de neurbnios, alguns protocolos
buscam com sucesso a derivacdo de subtipos especificos, como neurdnios
dopaminérgicos (KIM et al., 2002), colinérgicos, serotoninérgicos e GABAEérgicos
(BARBERI et al., 2003).

O modelo de CTE tem sido utilizado para investigar estadios iniciais de
desenvolvimento neural. Quando cultivadas em baixa densidade em meio livre de
SFB e na presenca de LIF, as CTE originam uma populacdo denominada células
tronco primitivas neurais (TROPEPE et al, 2001). Tais células foram

caracterizadas por sua habilidade em gerar colénias semelhantes a neuroesferas,
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compostas de células que expressam 0 marcador nestina, caracteristico de
precursores neurais (LENDAHL et al., 1990).

Irx3, Msx1 e Nkx2.9 sdo exemplos de fatores de transcricdo expressos na
subespecificacdo de progenitores neurais (JESSELL, 2000), e Pax3 e Pax6 séo
expressos em progenitores no tubo neural embrionario (WALTHER e GRUSS,
1991; GOULDING et al., 1991); quando terminantemente diferenciados, neurénios
p6s-mitéticos exibem o fator de transcricdo NeuroD (PERRY et al., 2004).

Estudos demonstram que a desacetilacdo de histonas esta envolvida com a
repressao de genes neuronais em células que seguem especificacdes diferentes
dos neurébnios; as HDAC 1 e 2 se combinam com os co-repressores COREST, N-
CoR e mSin3A e séao recrutados pelo REST (também conhecido como NRSF -
neuron-restrictive silencer factor) (CHONG et al.,, 1995). O REST bloqueia a
transcricdo de genes neuronais se ligando ao NRSE - neuron-restrictive silencer
element -, presente em regides regulatorias de varios genes neuronais. Desta
forma, a acetilacdo das histonas inibe a atuacdo do REST, e anula este bloqueio
na diferenciacao neuronal.

Além disso, o fator de transcricdo neurogénico (NeuroD — neurogenic
differentiation transcription factor) se mostrou aumentado em estudos utilizando
células progenitoras do hipocampo de ratos adultos, mediante o tratamento com
inibidores de HDACSs, culminando com a diferenciacdo neuronal (HSIEH et al.,
2004). O aumento da populacdo de neurbnios apds tratamento com TSA ocorre
pela diminuicdo da populacao de astrocitos diferenciados, segundo observacdes de
Marin-Husstege et al. (2002), que descrevem a atividade das HDAC como
necessaria para a progressao de células progenitoras iniciais de oligodendrdcitos
em células maturas.

Além da diferenciacdo neuroectodérmica, as CTE podem dar origem a
células epiteliais, fenbmeno que parece ser controlado por BMP4, que quando
adicionado ao meio de cultivo parece estimular o desenvolvimento epitelial e inibir
a diferenciacdo neural (KAWASAKI et al., 2000). Ainda, células germinativas ja

foram obtidas a partir da diferenciacdo de CTE, culminando com a formacéo de
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estruturas semelhantes a odécitos e espermatogdnias (HUBNER et al.,, 2003;
TOYOOKA et al., 2003).

3.2 Regulacédo da expressao génica em CTE

3.2.1 Epigenética

O desenvolvimento do organismo de um mamifero requer o estabelecimento
de centenas de tipos celulares diferentes, derivados a partir de uma célula
totipotente indiferenciada. Para tanto, cada célula diferenciada possui 0 mesmo
material genético, mas apresenta um padrdo de expressao génica especifico, que
€ atingido pelo silenciamento génico e pela ativacdo de determinados genes tecido-
especificos (LI, 2002).

Este mecanismo de diversificacdo na expressdo de genes contidos na
mesma fita de DNA pode ser explicado gracas a epigenética. Esta forma de
heranca, baseada ndo na sequéncia de DNA, mas sim na organizacdo da
cromatina celular, permite a modulacdo das atividades de expressao génica em
resposta a sinais externos (ZHAO et al., 2008).

Nas células eucaridticas, aproximadamente 6 milhées de pares de bases de
DNA estdo presentes, que codificam em torno de 30.000 proteinas diferentes. No
entanto, a maior parte da fita de DNA permanece armazenada, sob uma forma de
organizacdo de cromatina compactada que dificulta ou impossibilita a transcrigao
de genes (GOODSELL, 2003). Desta forma, apenas uma parte do DNA é utilizado
para expressao de genes em cada tecido.

Esta organizagdo da cromatina € estabelecida por modificaces
epigenéticas que incluem: a metilagdo do DNA, modificagfes pos-traducionais das
histonas, o remodelamento da cromatina e os RNAs nao codificantes (BERNSTEIN
e ALLIS, 2005). No desenvolvimento de mamiferos e estabelecimento de
linhagens, a metilacdo do DNA e as modifica¢cdes pos-traducionais de histonas séo
processos que vem sendo consistentemente estudados (LI, 2002).

O DNA das células eucaridticas é disposto em uma estrutura altamente

organizada denominada cromatina, na qual o nucleossomo consiste na unidade
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basica. O nucleossomo é composto por 147 pares de base de DNA organizados ao
redor de quatro proteinas histonas centrais: H2A, H2B, H3 e H4 (VAN HOLDE,
1988).

Cada histona apresenta um dominio global, e um dominio caudal longo e
flexivel, que se estende além do nucleossomo, e que pode ser modificado pela
adicdo de grupamentos acetil, fosfato, metil, entre outros (GOODSELL, 2003).

Tais modificacdes covalentes tém fun¢cdes fundamentais na condensacéo da
cromatina, replicacéo, reparo do DNA, e regulacéo transcripcional. Algumas destas
modificacbes sdo associadas a eucromatina (acetil-lisina9, mono-, di- e tri-metil
lisina 4 na histona H3 e histona h4 acetilada) e outras sdo associadas a
heterocromatina (mono-,di-, tri-metil lisina 9 e tri-metil lisina 27 na H3)
(KOUZARIDES, 2007).

Entre estas modificacdes pds-traducionais, a acetilacdo e a metilacdo séo as
mais estudadas. A acetilacdo das histonas esta relacionada a dominios genémicos
transcripcionalmente ativos, e o grau de modificacdo se correlaciona com o nivel
de transcricdo (SCHUBELER et al.,, 2004); ja a metilacdo das histonas pode ter
diferentes efeitos na expressdo génica, dependendo de qual residuo esta
modificado (MARTIN e ZHANG, 2005). Modifica¢fes locus-especificas em histonas
sdo propostas para a descricdo de um codigo que define o estado transcripcional
potencial de uma célula — o codigo das histonas (revisado por TURNER, 2002).

Quando modificacbes poés-traducionais das histonas sdo bloqueadas, o
desenvolvimento adequado n&o ocorre. Um exemplo consiste na mutacdo da
enzima histona desacetilase-l em camundongos, que provoca letalidade
embrionaria no dia 10,5 (LAGGER et al., 2002). Da mesma forma, a deplecado de
genes responsaveis pela metilagdo da lisina 9 da histona H3, pela de novo
metilacdo ou pela manutencdo da metilacdo também resultam em morte
embrionaria (TACHIBANA et al., 2002; OKANO et al., 1999; LEI et al., 1996).

O mecanismo adotado pelas modificacdes de histonas para regular a
transcricdo e organizacdo da cromatina ndo estd claramente definido. Uma

hipotese plausivel é que fatores epigenéticos, incluindo enzimas modificadoras e
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fatores remodeladores, poderiam potencialmente induzir a cromatina a mediar
interacdes cis e trans (YANG e KURODA, 2007). Mudancas de conformacéo
poderiam até ser mediadas por complexos protéicos especificos recrutados por tais
modificagbes. Estas interacdes causariam mudancas estruturais do relacionado
DNA e cromatinas, alterando propriedades fisicas das cromatinas e afetando suas
estruturas de ordem maior. Desta forma, poderiam ter conseqiéncias em varios
aspectos das funcbes gendmicas (XU et al., 2006). Portanto, a organizacao nuclear
e as interacdes espaciais e suas implicacbes nos processos epigenéticos estao
emergindo como um mecanismo de regulacéo génica (YANG e KURODA, 2007).

A diferenciacéo de CTE consiste em um excelente modelo para o estudo de
modificagbes na cromatina durante o estabelecimento de linhagens celulares, em
regides do DNA reguladas ao longo do desenvolvimento (GOLOB et al., 2008).
Neste periodo, os niveis de transcricdo de diversos genes sdo fortemente alterados
de forma temporal, e modificacdes poés-traducionais nas histonas séo creditadas
por participar na regulacdo da expressdo génica local e global (HUEBERT e
BERNSTEIN, 2005).

Quando pluripotentes, as CTE apresentam dominios de cromatina com
caudas de histonas apresentando modifica¢cdes tanto transcripcionalmente ativas
guanto inativas (BERNSTEIN et al.,, 2006). A arquitetura nuclear se apresenta
globalmente descondensada e a condensacdo ocorre novamente durante a
diferenciacdo, quando os niveis de acetilacdo das histonas H3 e H4 diminuem e a
metilagdo da lisina 9 na histona H3 aumenta (MESHORER e MISTELI, 2006).

Ao examinar-se genes especificos, foi observado que regides de genes
relacionados ao estado pluripotente, como Oct4, Nanog, Utfl, Foxd3, Cripto e Rex1
apresentam maior acessibilidade nas células indiferenciadas, e estdo associadas a
cromatina condensada apoés a diferenciacdo. Ao contrario, genes tecido-especificos
como Pax3, Pax6, Irx3, Nkx2.9 e Mashl no caso de comprometimento neural, se
apresentam transcripcionalmente inativos nas células pluripotentes e séo ativados

apos a diferenciacao de forma tecido-especifica (PERRY et al., 2004).
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3.2.1.1 Acetilacéo de histonas

A acetilagdo das histonas, ou mais precisamente de seus aminoacidos
lisina, faz com que a carga positiva das mesmas seja neutralizada, e ocorra o
enfraguecimento da interagcdo da cauda da histona com o DNA local carregado
negativamente, induzindo abertura local das estruturas da cromatina (ZUPKOVITZ
et al., 2006). Desta forma, o DNA local é exposto, aumentando o acesso de fatores
de transcricdo e promovendo aumentos significativos na transcricdo génica
(VERDONE et al., 2005).

Duas enzimas controlam a acetilagéo. A histona acetil-transferase adiciona
grupamentos acetil a cauda da histona, neutralizando-a e enfraguecendo sua
ligagdo com o0s nucleossomos. A histona desacetilase (HDAC), ao contrario,
remove grupamentos acetil e causa compactagao da cromatina e silenciamento do
segmento de DNA neste local (JOHNSTONE, 2002).

Na ultima década, mais de uma duzia de HDACs foram identificadas nas
células de mamiferos. Baseado em suas semelhancas sequenciais, as HDACs
foram divididas em 4 classes funcionais: classe | (HDAC1, HDAC2, HDACS3 e
HDACS), classe Il (HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 e HDAC10), classe
Il (SIRT1 a SIRT7), e classe IV (HDAC11 e enzimas relacionadas) (GROZINGER
e SCHREIBER, 2002).

Em células de camundongo, a expressao do gene HDAC1 é estimulada por
fatores de crescimento (BARTL et al., 1997) e controlada por seu préprio produto,
por mecanismo de feedback negativo (HAUSER et al., 2002). A HDAC1 tem um
importante papel em diversos processos bioldégicos, como a progresséo do ciclo
celular, a proliferagcdo celular e a diferenciacdo, sendo essencial para o
desenvolvimento embrionario normal. O camundongo knock-out HDAC1 também
revelou a funcdo essencial desta enzima no desenvolvimento embrionéario
(LAGGER et al., 2002).

A tricostatina A é uma molécula que inibe as enzimas histona desacetilases
em concentragdes nano molares, agindo sobre a maioria das HDACs de classe | e

Il (ZUPKOVITZ et al., 2006). Estudos de cristalografia indicam que a droga se
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encaixa no sitio catalitico da enzima, que possui uma estrutura tubular com ion
zinco em sua base (MARKS et al, 2001). Assim, a droga promove uma
hiperacetilacdo do DNA, que se torna excessivamente ativo na producdo de
proteinas. Em células tumorais, normalmente este evento induz a diferenciacéo
das mesmas, que se modificam para células que ndo mais se proliferam (MARKS
et al.,, 2001). Em alguns casos, a hiperacetilacdo das histonas pode levar a parada
no ciclo celular, parada no crescimento ou até induzir a apoptose (GOODSELL,
2003). No entanto, pouco se conhece sobre as fungdes individuais das
desacetilases de mamiferos no controle transcripcional e as enzimas alvo
relevantes para os inibidores HDAC como drogas antitumorais (ZUPKOVITZ et al.,
2006).

O tratamento com a tricostatina A tem sido utilizado para avaliar os efeitos
da acetilacdo das histonas na expressdo génica antes e apés a diferenciacdo
celular, buscando a identificacdo dos eventos moleculares que regulam a perda do
estado indiferenciado e o comprometimento com linhagens especificas (LEE et al.,
2004; MCCOOL et al., 2007; HATTORI et al., 2004; HOSSEINKHANI et al., 2007;
BAQIR e SMITH, 2006; GREGORY et al., 2002).
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos nos laboratérios do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal.

Avaliamos a capacidade da linhagem H106 de células tronco embrionarias
murinas (CTEm) em diferenciar-se em tipos celulares oriundos folhetos
embrionarios endodérmico, mesodérmico e ectodérmico, com o intuito de
comprovar sua pluripoténcia. Posteriormente, estudamos os efeitos da droga
modificadora epigenética tricostatina A (TSA) na acetilagdo de histonas H3 e na
diferenciacdo celular das CTEm, em periodos iniciais e avancados, em tipos
celulares oriundos dos folhetos embrionarios mesodérmico e ectodérmico.

A linhagem H106 foi obtida em projetos anteriores (GARCIA e SMITH, 1998)
e se encontrava estocada em criotubos imersos em nitrogénio liquido.

O cultivo de CTE foi realizado em trés etapas, que compreenderam o cultivo
de CTE pluripotentes (d-9 a d0), para expansdo das células; o cultivo em
suspensao (dO a d5), para diferenciagéo inicial das CTE; e o cultivo aderente (d5 a
d22), para desenvolvimento das estruturas diferenciadas.

A descri¢cao dos suplementos utilizados encontra-se no Apéndice A.

4.1 Cultivo de CTE pluripotentes

O cronograma de cultivo de CTE pluripotentes esta descrito na Figura 2.

d-9 do d5 d22

d-9: d-8: Tratamento da d-6 ad-4:

; d-2: Repique do:
Descongelamento monocamada de Repiques a cada das CTE para Transferéncia
de FPM e preparo _FPM_cc_)m 48 hs das CTE placas sem FPM para cultivo em
de monocamada mitomicina C para novas suspenséao
(2a3hs) monocamadas
Descongelamento tratadas com
de CTE mitomicina C

FIGURA 2 Esquema cronolégico de cultivo das CTE pluripotentes.
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4.1.1 Descongelamento dos fibroblastos primarios murinos (FPM)

Placas de poliestireno de 35 ou 60mm de diametro eram banhadas com
solucdo de gelatina de pele de suino (SIGMA Cat. G-1890) a 0,1% em PBS-L,
deixando-as em repouso sob refrigeracdo (4°C) por 30 minutos. Decorrido este
periodo, o excesso de gelatina era removido, deixando-se a tampa da placa
levemente aberta no interior do fluxo laminar para a secagem da gelatina e
formacédo de uma pelicula de adeséo para posterior semeio e fixacao das células.

Os criotubos contendo os fibroblastos eram descongelados em agua a 37°C,
por 2 minutos. Apds, seu conteldo era depositado em tubo cdnico de 15mL,
preenchido com 2mL de meio DMEM FPM (Item A.2, Apéndice A), e o tubo era
centrifugado por 5 minutos a 1800 RPM. O contetudo do tubo era retirado com
pipeta Pasteur acoplada a bomba de vacuo, restando apenas o pellet de células na
base do tubo. O pellet era entdo ressuspenso em 5mL de meio DMEM FPM. Este
procedimento é necessario para retirar-se o crioprotetor (DMSO) presente no meio
de congelacéo das células, por sua toxicidade.

Parte da suspensao era depositada em uma placa de poliestireno de 60mm,
pré-tratada com gelatina de suino 0,1%, e o restante era transferido para uma
garrafa de cultivo pequena. Ambas eram incubadas em estufa de CO, (37°C e 5%
de COy).

Apoés 24 horas 0 meio era removido e adicionado meio DMEM FPM fresco.

As trocas subsequentes de meio eram realizadas a cada 48 a 72 horas.

4.1.2 Preparo de monocamada mitoticamente inativada

A mitomicina C é um antibiético produzido por Streptomyces caespitosus.
Atua inibindo a sintese de &cidos nucléicos, e a replicacdo do DNA; reage
covalentemente formando pontes entre fitas de DNA complementares. Tal
interacdo impede a separacao das fitas de DNA complementares, promovendo
parada de ciclo celular (UEDA e KOMANO, 1984).

No dia seguinte a descongelacao dos FPM, o meio da placa de 60mm era
removido e 2mL de solucdo de mitomicina C (Item A.13, Apéndice A) era
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adicionado, e permanecia em estufa por 2 a 3 horas. Apds este tempo, a solucao
de mitomicina C era removida e a placa lavada por duas vezes com PBS-L (Iltem
A.9, Apéndice A), e uma vez com meio DMEM FPM. As células tratadas eram
imediatamente utilizadas ou permaneciam em estufa por até uma semana, para
posterior uso.

O tratamento da monocamada de FPM com mitomicina-C promove
inativacdo mitética da mesma, e desta forma os FPM podem ser eliminados do
cultivo de CTE em algumas passagens.

No momento do tratamento com mitomicina C, as monocamadas de células
apresentavam a concentracdo de aproximadamente:

- 600 x 10° células (para placas de 35mm);

- 1,2 x 10° células (para placas de 60mm);

- 1,7 x 10° células (para placas de 100mm).

4.1.3 Descongelamento das CTE

As CTE da linhagem H106 foram obtidas em experimentos anteriores
(GARCIA e SMITH, 1998). Foram isoladas a partir da MCI de blastocistos, obtidos
pelo cruzamento de fémeas NZB e machos C57/Bl.6. Os blastocistos foram
colhidos 3.5 dias apds o coito, por lavagem uterina, e dissecados em microscépio
estereoscopio para separacdo da MCI. Posteriormente, a mesma foi cultivada em
monocamada de FPM inativada e apOs sucessivos repiques, as CTE foram
congeladas e estocadas em criotubos.

As CTE eram descongeladas da mesma maneira que os fibroblastos, porém
ressuspensas em meio DMEM CTE (Item A.3, Apéndice A). O conteldo de cada
criotubo era distribuido em uma placa de 60mm contendo monocamada de FPM

inativados.
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4.1.4 Repique celular

O procedimento de repique era semelhante para os FPM e para as CTE. As
garrafas ou placas, respectivamente, eram manipuladas em fluxo laminar, onde o
meio era removido com pipeta Pasteur acoplada a bomba de vacuo, e realizava-se
a lavagem das placas com PBS-L por duas vezes.

Para a remocdo das células, era adicionada solucdo de tripsina 0,025%
(Item A.11, Apéndice A) em volume adequado ao tamanho da garrafa (ImL para
garrafas pequenas e placas de 60mm), sendo acompanhado o processo de
desagregacdo e desprendimento celular por microscopia éptica em microscépio
invertido (aumento de 100 ou 200 vezes) aproximadamente por 2 minutos. Quando
ocorria o desprendimento de aproximadamente 80 a 90% das células, a tripsina era
neutralizada pela adicdo de meio DMEM contendo soro, huma propor¢cdo de no
minimo 1:1, e as células eram sucessivamente pipetadas até o total
desprendimento da camada celular.

A seguir, a suspensao celular era colocada em um tubo coénico de 15mL e
centrifugada por 5 minutos a 1800 RPM. O sobrenadante era desprezado e o
sedimento ressuspenso no meio adequado, em volume apropriado ao tamanho das
garrafas ou placas a serem utilizadas.

No dia seguinte ao repique dos FPM para trés placas de 60mm, as mesmas
eram tratadas com mitomicina C para inativagao. Posteriormente, as CTE eram

repicadas para estas novas placas.

4.1.5 Cultivo das CTE na auséncia de FPM

Dois dias ap0s o repique, as CTE eram novamente tripsinizadas e o
conteldo de seis placas era transferido para 12 placas de 60mm pré-tratadas com
gelatina de suino 0,1%, sem FPM. Este procedimento visava purificar as CTE, uma
vez que os FPM inativados ndo se proliferavam e senesciam até que as CTE
fossem transferidas para o cultivo em suspensao.

Os FPM e as CTE nao utilizadas eram congelados para posterior uso.
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4.1.6 Congelacao

Apos tripsinizacdo e centrifugacdo conforme processo de repique celular, o
pellet era ressuspendido em meio de congelacdo (Item A.8, Apéndice A). A
concentracdo era ajustada, através da contagem em camara de Neubauer, para
1x10° células/mL.

Apés a identificacdo dos criotubos e prévia refrigeragdo (4°C), 1mL da
suspensdo contendo as células era depositado em cada criotubo. Os criotubos
eram depositados na posi¢ao vertical em um recipiente de isopor que era levado ao
freezer -80° C, onde permaneciam por uma noite, sendo depois imersos em N

liquido e estocados em botijoes.

4.2 Cultivo em suspensao para a diferenciacéo de CTE

Para induzir a diferenciagéo celular in vitro, as CTE eram transferidas por
procedimento de tripsinizacdo para cultivo em suspenséo, 48 horas apds o repique
para placas sem FPM. De acordo com o método Hanging Drop (HOPFL et al.,
2004), o sedimento resultante da centrifugacéo era ressuspendido em meio DMEM
CTE SFB (Item A.4, Apéndice A), e a concentracdo de células era determinada por
contagem em camara de Neubauer e corrigida para 100.000 células por mL.

Para tanto, o pellet era ressuspenso em 1mL de meio, e 15uL eram
utiizados para preencher a camara. Desta, quatro quadrados grandes eram
contados, e o nimero resultante multiplicado por 2,5 e 1.000 (ajuste da camara) e
dividido por 100.000 (concentracao final desejada). O resultado correspondia ao
total de meio que deveria diluir o pellet no tubo conico.

Em seguida, aproximadamente 90 gotas de 20uL da suspensao de células
eram feitas na parte interna da tampa de uma placa de cultivo celular de
poliestireno de 100 mm, e posteriormente as placas eram preenchidas com 15mL
de agua ultrapura (milli-Q) e fechadas com a tampa, de forma que as gotas
contendo as CTE ficavam pendentes (Figura 3). As placas eram incubadas em

estufa com temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de CO;, em ar por 4 a 5 dias.
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FIGURA 3 Esquema ilustrativo do preparo do cultivo em suspenséo Hanging Drop.

4.3 Cultivo aderente de corpos embridides (CE)

Os CE formados eram transferidos para placas de poliestireno de 96 pocgos,
na concentracdo de uma estrutura por poco (figura 4), e seu desenvolvimento era
acompanhado diariamente, observando-se alteracdes morfolégicas decorrentes da

diferenciacéo.

d-9 do d5 d2

N
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FIGURA 4 Esquema ilustrativo do plagueamento de CE para inicio do cultivo aderente.
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4.3.1 Troca de meio

Apés leve agitacdo, as garrafas ou placas eram abertas e o meio era
aspirado com pipeta Pasteur acoplada a bomba de vacuo, seguido pela reposicao
de meio fresco no volume adequado. Apdés, as garrafas ou placas eram retornadas
a estufa. Todo o procedimento era realizado em fluxo laminar.

Antes de cada troca de meio, as garrafas eram devidamente inspecionadas
sob microscopia Optica, no intuito de verificar-se a presenca de contaminacao
bacteriana (aumento de 200 vezes) ou fungica (aumento de 40 vezes).

4.3.2 Avaliacdo da presenca de focos de células contrateis
A avaliacdo era realizada entre os dias 14 e 17 ap0s o plaqueamento dos
CE. Cada CE era avaliado individualmente, sob microscépio invertido em aumento

de 200 vezes.

4.4 Avaliacdo da presenca de proteinas especificas para tipos celulares
diferenciados por imunocitoquimica
4.4.1 Anticorpos

A descricao dos anticorpos utilizados e suas diluicbes encontram-se na Tabela 1.

Oct 3/4: Consiste em um fator de transcricdo expresso por células de embrides
em estadios iniciais de desenvolvimento e células germinativas. E essencial
para a identidade pluripotente, e em células tronco embrionarias sua expressao
€ necessaria para sustentar a capacidade de auto-renovacéo celular, sendo o
aumento ou diminuicdo de sua expressdo responsaveis por divergentes
programas de diferenciagdo (NICHOLS et al., 1998). O oct 3/4 foi avaliado para

estimar a pluripoténcia das colbnias antes da indugao de diferenciagéo.

AFP: E expressa no figado fetal ao longo do desenvolvimento, sendo utilizada

como marcador para células edodérmicas (STEFANOVA, 1988).
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Desmina: Os filamentos intermediarios de citoesqueleto constituem um grupo
diverso de proteinas que sdo expressas de uma maneira tecido-especifica. A
desmina, um filamento intermediario classe I1ll, & expressa durante o
desenvolvimento muscular, e forma ligagdes entre o disco Z terminal e
proteinas associadas a membrana para formar um sistema transmissor (LI et
al., 1989). O anticorpo foi utilizado para a deteccdo de células mesodérmicas

em estadios iniciais da diferenciacéo.

Nestina: E o filamento intermediario predominante nas células progenitoras do
sistema nervoso central (LENDAHL et al., 1990). Foi utilizado para a deteccéo
de células ectodérmicas em estadios iniciais de diferenciacéo.

Troponina |: A actina e a miosina sdo proteinas altamente conservadas
expressas por células eucaridticas. Filamentos de actina sdo componentes
cruciais do aparato contratil das células musculares. As miosinas interagem
com as actinas para gerar a forca para diversos movimentos celulares, e a
interacdo das mesmas ¢é facilitada pela proteina cardiaca troponina |, que esta
envolvida com a regulacdo da excitacdo e contracdo das células musculares
cardiacas (PARMACEK e LEIDEN, 1989). A troponina | foi avaliada para

estimar a presenca de células musculares estriadas nos cultivos de CE.

alll-Tubulina: Consiste em uma proteina que forma heterodimeros, originando
filamentos dos microtibulos. Estd presente em ax6nios e dendritos de
neurénios (HOFFMAN, 1988). O anticorpo foi utilizado para a deteccdo da

proteina em neurdnios diferenciados presentes nos cultivos de CE.

AcLys9H3: A lisina 9 consiste em um dos principais locais de insercdo de
grupamentos acetil, em histonas. O anticorpo utilizado evidenciou os niveis de

acetilagdo em histonas H3, em diferentes fases da diferenciagao.
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Anticorpos secundarios: Permitem a visualizacdo da reacédo, por se ligarem
ao anticorpo primario e apresentarem fluorescéncia conferida pelo corante Cy3
e FITC.

4.4.2 Preparo das colbnias e adicdo do anticorpo primario

Os corpos embridides aderidos eram fixados para processamento pela
técnica de imunocitoquimica, no dia determinado para cada experimento. Para
tanto, o0 meio de cultivo era retirado com auxilio de bomba de véacuo, as placas
eram lavadas com PBS-L por duas vezes, e posteriormente era adicionada solucéo
de paraformaldeido a 4% em PBS por 20 minutos para a fixacdo das células. As
placas eram armazenadas a 4° C por até uma semana.

O protocolo utilizado para a reacdo de imunocitoquimica foi proposto por
REHEN et al. (2006), com modificacbes. Todas as etapas eram realizadas em
camara Umida protegida de luminosidade.

No momento da reacao, as placas eram lavadas mais uma vez com PBS-L,
e posteriormente incubadas em camara Umida por 5 minutos em solucéo de triton
X-100 (Sigma) a 0,5%, para promover aumento de permeabilidade das membranas
celulares e permitir a penetracdo do anticorpo. Apos, a solucéo de triton X-100 era
retirada com o auxilio de uma bomba de vacuo, e as placas eram incubadas em
camara Umida com solucdo de BSA (SIGMA Cat. A-9647) 5% em agua milli-Q por
uma hora, para promover a neutralizacdo de possiveis anticorpos inespecificos
existentes, evitando resultados falso-positivos.

A solucdo de BSA era retirada com auxilio de bomba de vacuo e o
anticorpo primario adicionado, o qual permanecia por uma noite reagindo com as
células. O diluente utilizado em todos os casos foi solugdo de BSA a 1% em agua
milli-Q. Foi utilizado o volume de 40uL de anticorpo diluido por poco da placa de 96
pocos. As especificacbes dos anticorpos utilizados encontram-se resumidas na
Tabela 1.
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TABELA 1 Descricdo dos anticorpos utilizados para as rea¢des de imunocitoquimica.

ANTICORPO ESPECIFICACAO DILUICAO FABRICANTE

OCT3/4 Anticorpo monoclonal (IgGz,) produzido em 1:200 Santa Cruz
camundongo. Reage com os amino&cidos 1-134 de (1pg/ml) (Cat. SC-5279)
Oct-4 de humanos, camundongos e ratos.
ACLYS9H3 Anticorpo monoclonal (IgG,) anti-acetil-histona H3 1:100 Sigma
(lisina9) produzido em camundongo. Reage com (2pg/ml) (Cat. H0913)
aminoacidos 7-20 da lisina9 acetilada da parte n-
terminal da histona H3 de humanos, camundongos,

ratos, bovinos, aves, anfibios, Drosophila e

C.elegans.
AFP Anticorpo policlonal (IgG) de coelho. Reage com 1:200 Santa Cruz
aminoacidos 171-310 de regido interna da AFP de (1pg/ml) (Cat. sC-
humanos, camundongos e ratos. 15375)
DESMINA Anticorpo policlonal (IgG) de coelho. Reage com 1:200 Santa Cruz
aminoacidos 15-90 da desmina, na regido n- (1pg/ml) (Cat. SC-
terminal de humanos, camundongos e ratos. 14026)
NESTINA Anticorpo policlonal (IgG) de coelho. Reage com 1:200 Santa Cruz
aminoacidos 235-320 da nestina de humanos, (1pg/ml) (Cat. SC-
camundongos e ratos. 20978)
TROPONINA Anticorpo policlonal (IgG) de coelho. Reage com 1:100 Santa Cruz
aminoacidos 40-210 da troponina | muscular (2pg/ml) (Cat. SC-
cardiaca de humanos, camundongos e ratos. 15368)
allTUBULINA Anticorpo monoclonal (IgG;) de camundongo. 1:1000 Promega
Reage com a regido c-terminal da allltubulina de (1pg/ml) (Cat. G7121)

humanos e ratos. Reacéo cruzada com a maioria

das espécies de mamiferos.

ANTI- Anticorpo IgG (molécula inteira, fracdo F(ab’),) anti- 1:500 Sigma
COELHO coelho desenvolvido em ovelha, conjugado a Cy3. (2pg/ml) (Cat. C2306)
ANTI-CDG Anticorpo IgG (molécula inteira, fracdo F(ab’),) anti- 1:1000 Sigma
CY3 camundongo desenvolvido em ovelha, conjugado a (1pg/ml) (Cat. C2181)
Cys.
ANTI-CDG Anticorpo IgG (balanceado quanto aos isotipos) 1:200 Santa Cruz
FITC anti-camundongo desenvolvido em jumento, (1pg/ml) (Cat. SC2099)

conjugado a FITC.
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4.4.3 Reacdo com anticorpo secundario e avaliacdo da reacao

No dia seguinte, o anticorpo primario era retirado e as colbnias lavadas 3
vezes com PBS-L. O anticorpo secundario previamente diluido era adicionado e
permanecia por duas horas em contato com as colénias, em camara Umida e
protegido da luz. Posteriormente, o anticorpo secundario era retirado e o corante
HOECHST 33342 adicionado por 10 minutos, para a coloracdo do nucleo das
células. O HOECHST 33342 era retirado e as colbnias lavadas por trés vezes com
PBS-L.

As placas eram avaliadas sob fluorescéncia em microscopio Optico
invertido Olympus IX-70, para a presenca de células positivas, em objetiva de 20x.
Os filtros utilizados foram WV (340-380nm) para HOECHST 33342, WG para Cy3
(450-580nm) e WIB para FITC (478-495nm). Em cada placa, foram reservados
pocos para a realizacdo do controle negativo, nos quais apenas 0 anticorpo

secundario era adicionado.

4.5 Captura e analise das imagens

As placas foram avaliadas sob fluorescéncia em microscépio Optico
invertido Olympus IX-70, sob os filtros WV (340-380nm) para HOECHST 33342,
WG para CY3 (450-580nm) e WIB para FITC (478-495nm).

Os experimentos 3(a), 4 e 5 foram realizados utilizando o sistema de
captacdo de imagens Kontron Elektronik Imaging System (Software KS-300 3.0,
Zeiss). Para os experimentos 2 e 3(b), as imagens foram capturadas utilizando o
software AxioVision 4.7.1 (Zeiss), e a cAmera Carl Zeiss AxioCam MRc (Zeiss).

ApOs a captura das imagens, estas foram processadas no software
AxioVision 4.7.1 para calculo das areas dos CE (experimento 2); e no software
ImageJ1.40g (Java Corporation), para os demais experimentos.

No programa ImageJl.4g, as imagens foram transformadas em 8bit e o
programa determinou um threshold para as areas positivas, que foi ajustado
manualmente baseado na imagem original. Apéds, as areas positivas foram

contabilizadas pelo programa, que fornecia o dado percentual de area positiva, que
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foi utilizado nos experimentos 2, 3, 4(a) e 5(a). Cada imagem obtida de cada filtro

(correspondente ao HOECHST, CY3 ou FITC) foi analisada separadamente.

A partir destes parametros, foram gerados os resultados:

- Area de nucleos: utilizada no experimento 2, corresponde a fracéo de area
das imagens onde haviam nucleos (HOECHST 33342).

- Area positiva/area de nucleos: corresponde ao percentual da area positiva
(CY3 ou FITC), somado de cada imagem processada, dividido pelo percentual da
area dos nucleos (HOECHST 33342), também somada em cada imagem
processada. Assim, obtemos uma razdo correspondente a relacdo entre as areas
coradas por CY3 ou FITC e HOECHST, que nos fornece uma idéia da propor¢ao
entre a proteina e o total de células.

Exemplos do processamento de imagens pelos software AxioVision 4.0 e

ImageJ 1.4 estdo dispostos nas Figuras 5 e 6.


http://www.pdfdesk.com

34

=i AxioVisionLE - JAEBs\ebs 15nmarea tif]

File Edit View Acquision Functions Annotation Mezsure Tools Window Help

L= L. S| ¥ 2 B | L e} [im| &=
Openlmage Browser Save | Print | Cut Copy Paste | Live Srsp Scalebar Text | Mavigator Workarea Gallery

‘ il "
Setup LiveGrid LiveGrid On LiveGrid Off Grid Snap Inverse Grid

ebs 15nmarea.tif | b %
¢ (el s e e e e e e e i e el e e e e e )

0

200

m

E

0

o0

800

[ 2D View | Info View -
ArpARIE e AR £
@ o]
i .Blg,ﬂ
RY B l=kE

[=fellai]

Wagrifying glass (or use

and™ keys)

4 Image) l= ® | 4 Image) l=E] ® |
File Edi Image Process Analyze Plugins Window Help File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
I8 ola|o]<|4l+ x| Ala|m| 2| @pssfur] 2| £ |a] |»||| |[Eola/ol=4+x Al 2| ® sl 048] =]

4 Threshold

rea [
Auto | Apply | Reset| et |

I[Fie Edit Font
[Count [Total Area [average Size [Area Fraction
sonM2dnelit 262 1132 0004 72 L

FIGURA 6 Mensuracéo da area positiva dos cultivos no software ImageJ. Imagem
original (a); transformac&o em 8bit (b); determinacdo do threshold (c); dados obtidos
apo6s anélise (d).


http://www.pdfdesk.com

35

4.6 Delineamento Experimental
4.6.1 Experimento 1: Caracterizacgao in vitro da linhagem de CTE H106

O objetivo do presente experimento foi avaliar o padrao de diferenciacao
espontanea in vitro de CTE da linhagem H106. Durante o cultivo pluripotente,
reacfes de imunocitoquimica para Oct 3/4 foram realizadas. Corpos embridides
foram fixados no dia 4, para reacfes de imunocitoquimica para AFP. Os cultivos
em diferenciagéo foram observados diariamente, buscando-se o aparecimento de
tipos celulares morfologicamente distinguiveis, até o dia 33, quando foi realizada a

fixacdo dos cultivos e reacdes de imunocitoquimica para troponina | e alll tubulina.

4.6.2 Experimento 2: Efeitos da TSA sobre a morte celular e apoptose de CTE
em diferenciacéo

No experimento 2 foram observados os efeitos de diferentes concentracdes
de TSA em CTE do 5° ao 7° dia e do 13° ao 15° dia de diferenciacéo, avaliando-se
a toxicidade da droga, pelo teste de integridade de membrana; e o percentual de
células aderidas em processo de apoptose pelo teste TUNEL.

No 5° dia de cultivo em suspenséo, 20 estruturas foram coletadas dos
grupos OnM (controle) e 15nM TSA d0-d5, para captura de imagens e calculo da
area de cada estrutura, a fim de comparar os tamanhos dos CE tratados com o0s
controle. Outras 20 estruturas foram tripsinizadas e a suspensédo resultante teve
sua populagéo estimada por contagem em camara de Neubauer.

Cada experimento foi realizado em trés repeticdes, com excecédo do teste de
integridade de membrana (2 repeticdes). Doze horas anteriormente ao inicio do
tratamento com a droga, os cultivos de cada grupo foram tripsinizados em
conjunto, formando uma suspensdo de células individualizadas que foi

replagueada.


http://www.pdfdesk.com

36

4.6.2.1 Teste de TUNEL

O protocolo utilizado para o teste de TUNEL (Terminal deoxinucleotidyl
transferase mediated dUTP nick end labeling assay) foi descrito por PAULA-
LOPES e HANSEN, 2002, e sofreu pequenas modificacdes.

O kit utilizado (In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein - ROCHE Applied
Science®) detecta quebras duplas e simples na fita de DNA, que ocorrem em
estadios iniciais da apoptose. Nele, a enzima TdT catalisa a adicdo de dUTPs
fluorescentes nos pontos de grupamentos 3’-OH livres. Assim, estes pontos podem
ser visualizados e as células em processo de apoptose identificadas.

Para a realizacao do teste, os cultivos foram imersos em solucéo de triton X-
100 (Sigma) a 0,5% em citrato de sodio 0,1% por 30 minutos a temperatura
ambiente. Apds, o controle positivo era incubado em solucdo de DNAse (50Ul/mL
de agua milli-Q) por 1hora a 37°C, e os demais cultivos permaneciam em PBS-L.

A mistura enzima e tampao (contidos no kit), na proporcdo 1:9, era
adicionada aos cultivos, por uma hora a 37° C em camara Umida protegida da luz.
O controle negativo era incubado sem a enzima.

Apds, os cultivos eram incubados em solugcdo de RNAse A (50ug/mL de
agua milli-Q) por uma hora a temperatura ambiente.

Por dltimo, os cultivos eram corados com HOECHST 33342 por 20
minutos, e lavados trés vezes (10 minutos cada) com PBS-L. A visualizacdo da
reacdo era realizada em microscopio Optico invertido Olympus IX-70, para a
presenca de células positivas — que apresentavam pontos verdes no ndcleo — Os
filtros utllizados foram WV (340-380nm) para HOECHST 33342 e WIB para
visualizacéo da dUTP fluorescente (478-495nm).

Os grupos avaliados pelo teste de TUNEL estéo descritos na Tabela 2.
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TABELA 2 Descri¢do dos grupos propostos para o experimento 2 (TUNEL).

GRUPO CULTIVO (EM SUSPENSAO)
OnM (Controle) DMEM CTE SFB
15nM TSA d0-d5 DMEM TSA 15nM*

GRUPO CULTIVO 0-24hs

OnM d5 (Controle) DMEM CTE SFB

OnM d13 (Controle) DMEM CTE SFB
50nM TSA d5 DMEM TSA 50nM*
50nM TSA d13 DMEM TSA 50nM*
100nM TSA d5 DMEM TSA 100nM*
100nM TSA d13 DMEM TSA 100nM
150nM TSA d5 DMEM TSA 150nM
150nM TSA d13 DMEM TSA 150nM

Controle positivo H20

*A diluicdo da TSA nos meios encontra-se disposta no ltem A.5 do Apéndice A.

4.6.2.2 Teste de integridade de membrana

Para a realizacdo desta avaliacéo, foi utilizado o protocolo de coloracéo
descrito por ZUCCARI, 1998, com pequenas modificacbes. Neste teste, dois
corantes fluorescentes sao utilizados: o diacetato de carboxifluresceina (DIC) e o
iodeto de propideo (IP). O primeiro cora membranas celulares, e o IP se liga ao
ndcleo de células mortas, pois ndo consegue penetrar a membrana de células
vivas.

Apds tratamento com a TSA, o meio com células mortas em suspensao foi
coletado e armazenado em eppendorf. Apds, os cultivos foram lavados com PBS-L
e tripsinizados, e a suspensdo foi adicionada ao eppendorf. O conteudo foi
homogeneizado e adicionou-se 15uL de solucdo DIC/IP (Item A.21, Apéndice A) a
cada amostra. Apos 15 minutos as células foram observadas em microscoépio de
fluorescéncia, em filtro WV (340-380nm), para contagem de células vivas, coradas

pelo DIC, e mortas, coradas por IP.
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As concentracdes utilizadas estdo descritas na Tabela 3, e foram aplicadas

a células no 5° e 13° dia de diferenciacao.

TABELA 3 Descricdo dos grupos propostos para o experimento 2 (Integridade de Membrana).

CONCENTRACOES DE TSA D5 D13
OnM (Controle) d5 OonM d13 OnM
100nM d5 100nM d13 100nM
200nM d5 200nM d13 200nM
300nM d5 300nM d13 300nM
400nM d5 400nM d13 400nM
500nM d5 500nM d13 500nM
600nM d5 600nM d13 600nM
700nM d5 700nM d13 700nM
H20 Controle positivo -

4.6.3 Experimento 3: Dindmica da acetilagdo de histonas H3 em CTE tratadas
com TSA
4.6.3.1 Experimento 3(a): Dinamica da acetilacdo de histonas H3 em CTE
pluripotentes tratadas com TSA

Para a realizacdo deste experimento, CTE foram cultivadas em placas
tratadas com gelatina na auséncia de FPM, em meio DMEM CTE na presenca ou

auséncia de LIF. Em seguida, CTE foram cultivadas grupos descritos na Tabela 4.

TABELA 4 Descricdo dos grupos propostos para o experimento 3(a).

GRUPOS LIF MEIO DE CULTIVO MEIO DE CULTIVO
0-24hs 24-48hs

CONTROLE LIF PRESENTE DMEM CTE DMEM CTE
CONTROLE SEM LIF AUSENTE DMEM CTE DMEM CTE
15nM TSA LIF PRESENTE DMEM TSA 15nM DMEM CTE
15nM TSA AUSENTE DMEM TSA 15nM DMEM CTE
50nM TSA LIF PRESENTE DMEM TSA 50nM DMEM CTE
50nM TSA AUSENTE DMEM TSA 50nM DMEM CTE
100nM TSA LIF PRESENTE DMEM TSA 100nM DMEM CTE
100nM TSA AUSENTE DMEM TSA 100nM DMEM CTE

*A diluicdo da TSA nos meios encontra-se disposta no ltem A.5 do Apéndice A.
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Em todos os grupos, amostras foram fixadas 0, 12, 24, 36 e 48 horas apos a
adicdo da droga para realizacdo de reacdo de imunocitoquimica para lisina 9

acetilada em histonas H3.

4.6.3.2 Experimento 3(b): Dinamica da acetilacdo de histonas H3 em CTE em
diferenciacéo tratadas com TSA no d5 e no d13

Para a realizacdo deste experimento, amostras fixadas em 12,24,36 e 48
horas dos grupos experimentais descritos na Tabela 5 foram submetidas a reacéo

de imunocitoquimica para lisina 9 acetilada em histonas H3.

TABELA 5 Descricdo dos grupos propostos para o experimento 3(b).

GRUPO CULTIVO 0-24hs CULTIVO 24-48hs
0nM d5 (Controle) DMEM CTE SFB DMEM CTE SFB
OnM d13 (Controle) DMEM CTE SFB DMEM CTE SFB

50nM TSA d5 DMEM TSA 50nM* DMEM CTE SFB
50nM TSA d13 DMEM TSA 50nM* DMEM CTE SFB
100nM TSA d5 DMEM TSA 100nM* DMEM CTE SFB
100nM TSA d13 DMEM TSA 100nM DMEM CTE SFB
150nM TSA d5 DMEM TSA 150nM DMEM CTE SFB
150nM TSA d13 DMEM TSA 150nM DMEM CTE SFB

*A diluicdo da TSA nos meios encontra-se disposta no ltem A.5 do Apéndice A.

4.6.4 Experimento 4: Efeitos da TSA na diferenciacao in vitro neural de CTE
4.6.4.1 Experimento 4(a): Efeitos da TSA na diferenciacéo in vitro inicial de
CTE em precursores ectodérmicos

No experimento proposto, foi avaliada a capacidade da TSA em influenciar o
comprometimento das células tronco embrionérias com linhagens ectodérmicas.

A TSA foi adicionada nas concentragdes e nos momentos descritos na Tabela 6.
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TABELA 6 Descricado dos grupos propostos para o experimento 4(a).

GRUPOS CULTIVO EM CULTIVO ADERENTE  CULTIVO ADERENTE
SUSPENSAO (d5) (24 hs) (d6)
ONMTSA (Controle) ~ DMEM CTE SFB DMEM CTE SFB DMEM CTE SFB
15nM TSA d0-d5 DMEM TSA 15nM DMEM CTE SFB DMEM CTE SFB
50nM TSA d5 DMEM CTE SFB DMEM TSA 50nM DMEM CTE SFB
100nM TSA d5 DMEM CTE SFB DMEM TSA 100nM DMEM CTE SFB

*A diluicdo da TSA nos meios encontra-se disposta no ltem A.5 do Apéndice A.

No d6, os CE aderidos (30 por grupo) foram tripsinizados e replaqueados.
Apoés aderéncia (3 a 6 horas), os cultivos foram lavados com PBS-L e fixados em
solucdo de paraformaldeido 4%. Quatro repeticdes foram realizadas.

As células fixadas foram submetidas a reacdo de imunocitoquimica para a
proteina nestina, presente em precursores ectodérmicos. Aproximadamente 600
células por grupo foram avaliadas quanto a presenca da proteina, em cada
repeticdo, totalizando 2.400 células.

Utilizando o programa ImageJ1.40g (Java), as imagens referentes a cada
grupo foram processadas. No total, 40 imagens foram analisadas para cada grupo,

compreendendo 10 imagens de cada pool.

4.6.4.2 Experimento 4(b): Efeitos da TSA na diferenciagdo in vitro tardia de
CTE em neurdnios

Neste experimento, foi avaliada a capacidade da TSA em influenciar a
diferenciacdo das células tronco embrionarias em neurbnios. Para tanto, a TSA foi
adicionada nas concentra¢cfes e nos momentos descritos na Tabela 7.
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TABELA 7 Descricdo dos grupos propostos para o experimento 4(b).

GRUPOS CULTIVO EM CULTIVO ADERENTE  CULTIVO ADERENTE
SUSPENSAO (d5-24 hs) (d13-24hs)
ONMTSA (Controle)  DMEM CTE SFB DMEM CTE SFB DMEM CTE SFB
15nM TSA d0-d5 DMEM TSA 15nM DMEM CTE SFB DMEM CTE SFB
50nM TSA d5 DMEM CTE SFB DMEM TSA 50nM DMEM CTE SFB
100nM TSA d5 DMEM CTE SFB DMEM TSA 100nM DMEM CTE SFB
50nM TSA d13 DMEM CTE SFB DMEM CTE SFB DMEM TSA 50nM
100nM TSA d13 DMEM CTE SFB DMEM CTE SFB DMEM TSA 100nM

No d22, os CE aderidos (20 por grupo) foram tripsinizados e replaqueados.
Apés 24 horas, no d23, os cultivos foram lavados com PBS-L e fixados em
paraformaldeido 4%. Quatro repeticdes foram realizadas.

As células fixadas foram submetidas a reacdo de imunocitoquimica para a
proteina alll tubulina. Aproximadamente 500 células por grupo em cada repeticdo

foram avaliadas quanto a presenca da proteina, totalizando 2000 células.

4.6.5 Experimento 5: Efeitos da TSA na diferenciagcdo in vitro muscular de
CTE
4.6.5.1 Experimento 5(a): Efeitos da TSA na diferenciagéo in vitro inicial de
CTE em precursores mesodérmicos

No presente experimento, foi avaliada a capacidade da TSA em influenciar o
comprometimento das células tronco embrionérias com linhagens mesodérmicas.
Para tanto, foi utilizada a mesma metodologia do experimento 4(a), porém as
reacfes de imunocitoquimica foram realizadas para a proteina desmina, presente

em precursores mesodérmicos.

4.6.5.2 Experimento 5(b): Efeitos da TSA na diferenciagdo in vitro tardia de
CTE em células musculares estriadas
No presente experimento, foi avaliada a capacidade da TSA em influenciar a

diferenciacdo de células tronco embrionarias em miécitos estriados. Para tanto, foi
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utilizada a mesma metodologia do experimento 4(b), com pequenas alteracdes: as
reacdes de imunocitoquimica foram realizadas para a proteina troponina |, apés
tripsinizacdo das células no d27 e fixacdo das mesmas no d28. Ainda, foi realizada
avaliacédo da contratilidade dos CE isoladamente, no d14.

4.7 Estatistica

Os resultados referentes a percentuais de células positivas, vivas
(integridade de membrana) e apoptoticas (TUNEL) foram agrupados (todas as
repeticdes) e analisados pelo teste de Qui-Quadrado (+%), no programa estatistico
MINITAB® Release 14.1.

Os resultados referentes as razbes obtidas das somas das fracdes de areas
do corante CY3/HOECHST; as médias das areas dos CE, e os niveis de acetila¢do
de histonas, foram submetidos & ANOVA One-way com o teste de comparacao de
médias de Tukey, no software GraphPad Prism 4.0. Para todas as andlises, foi

estabelecido nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1: Caracterizacao in vitro da linhagem de CTE H106

As reagfes de imunocitoquimica para Oct 3/4 foram positivas, nas areas dos
ndcleos de colbnias pluripotentes (Figura 10).

As colénias de CTE pluripotentes foram transferidas para cultivo em
suspensdao, e deram origem a 82 CE. Oito dias ap6s o inicio dos cultivos, foram
observadas células semelhantes a fibroblastos em aproximadamente 90% dos
cultivos. No dia 11, foram observados focos de células contrateis em 50% das
estruturas. No dia 14, células semelhantes a neurbnios foram identificadas em
aproximadamente 80% dos cultivos. Células morfologicamente semelhantes a
adipocitos foram evidenciadas no dia 21 em aproximadamente 30% dos cultivos.
No dia 31, fibras contrateis estriadas foram observadas em aproximadamente 20%
dos cultivos. Foram fixadas 15 estruturas no dia 4 (durante o cultivo em suspensao)
e 82 estruturas no dia 33, para reacdo de imunitoquimica para AFP e troponinal e
alll tubulina, respectivamente. Os resultados encontrados estéo descritos na Figura
7; imagens do cultivo de CTE se encontram na Figura 8 e tipos celulares
evidenciados no experimento estédo ilustrados na Figura 9.

ReagbBes de imunocitoquimica para AFP, troponina | e alll tubulina se

apresentaram positivas (Figura 10).

S = ® — —
. = CARDOMG ADIRGCITOS  WEURGNIOS < CARD OIS TS
FIBROELASTOS CImos ALOHGADD S
| | | | | | |
| | | | | | |
do ds dil d21 di4 d31 d33

FIGURA 7 Cronograma de observacao de tipos celulares obtidos a partir da diferenciacéo in vitro de
CTE H106.


http://www.pdfdesk.com

44

IGURA 8 Imagens do cultivo d CTE. Colbnias pluripotentes sobre monocamada de FPM inativada
(a,c). Colénia pluripotente durante o procedimento de tripsinizacdo (b). CE no d5 em suspensao (d)
e aderido no d13 (e).

FIGURA 9 Tipos
celulares observados
no cultivo de CTE em
diferenciac&o. Células
morfologicamente
semelhantes a
fibroblastos
envolvendo o CE (a).
Células
morfologicamente
semelhantes a
adipécitos (b).Células
morfologicamente
semelhantes a
neurdnios (c). Células
morfologicamente
semelhantes a
cardiomidcitos
alongados (d).
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FIGURA 10 ReagGes de imunocitoguimica para caracterizagdo da linhagem H106. Regido corada por CY3 (vermelho) indicando a
presenca do fator de transcrigdo OCT3/4 (a,b), da proteina AFP (c,d), da proteina alll tubulina (e,f) e da proteina troponina | (e,g). A
direita, imagens sobrepostas aos nucleos, corados por HOECHST 33342 (azul) (b,d,f,h).
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5.2 Experimento 2: Efeitos da TSA sobre a morte celular e apoptose de CTE
em diferenciacao
5.2.1 Efeitos da TSA na formacao de CE

Quando utilizada durante o cultivo em suspensdo, a TSA provocou
diminuicdo dramética do tamanho dos CE, de 2.3 vezes na area das estruturas e

3,3 vezes no numero de células (Figuras 11 e 12).

x10% um? * células
180 o 358-4321 20000 | 17408,75%
160 18000
140 1 16000 -
120 | 14000 -
100 | 12000 -
80 - o7 -aby2 10000 +
Ul ,Jo 8000 B
60 1 6000 | ’
40 T 4000 i
20 + 2000 -
0 ; 0
OonM 15nM OonM 15nM

FIGURA 11 Comparacdo dos CE dos grupos OnM (controle) e 15nM ao d5 de cultivo em
suspensdo. Em A, a area média dos CE e em B o niimero médio de células presentes nos CE.

ab: Valores com sobrescritos diferentes nas colunas diferem entre si (p<0.05) (ANOVA).

*1: desvio padrdo = 16,414; *2: desvio padrdo = 9,311.
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: pooum 200 pim
FIGURA 12 Corpos embridides no 5° dia de cultivo em suspensédo dos grupos OnM (controle) (a) e

15nM (b).
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5.2.2 Teste de Toxicidade da TSA

Em linhas gerais, as células tratadas com a TSA no d13 apresentaram
percentuais numéricos menores de células vivas quando comparados aos de
células tratadas no d5, exceto nas concentragdes 600 e 700nM (Figura 13 e Tabela
8).

O percentual de células vivas no d6 declinou significativamente em relacéo
ao controle a partir da concentracdo de 400nM, e se manteve até a concentracao
de 700nM.

No caso de células tratadas no d13, na concentracdo de 300nM ja houve
declinio significativo em relagdo ao controle, e a partir da concentracdo de 400nM
foi observado um declinio mais acentuado, que se manteve até a concentracdo de
700nM.

A concentracdo de 300nM, portanto, apresentou efeitos mais tdéxicos na

populacéo de células no d14 do que no d6.
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FIGURA 13 Percentuais de células vivas ap6s 24 horas de tratamento com diferentes

concentracdes de TSA em células no d6 e d14 de diferenciacdo.

ab,cd,ef,,

: Valores com sobrescritos diferentes nas colunas diferem entre si (p<0.05) (Qui-quadrado).
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TABELA 8 Percentuais de células vivas obtidos pelo teste de integridade de membrana em CTE em
diferenciacdo (d5 e d13) tratadas com concentra¢des de TSA 0 a 700nM.

dé di4
GRUPOS CELULAS CELULAS % CELULAS  CELULAS %
VIVAS MORTAS VIVAS MORTAS

onM 202 58 77,69"° 190 89 68,1"
100nM 147 76 65,918 190 103 64,84"°
200nM 153 67 69,54" 160 81 66,39"%
300nM 112 77 59,25° 122 173 41,35°
400nM 23 183 11,16 12 179 6,28"
500nM 46 256 15,23°¢ 25 216 10,37
600nM 11 178 582" 24 132 15,38F
700 nM 23 194 10,59<" 28 204 12,06F

2P valores com sobrescritos diferentes entre linhas diferem entre si (p<0.05) (QUI-QUADRADO).

Imagens referentes ao teste de integridade de membrana e TUNEL est&o
dispostas nas Figuras 14 e 15.

5.2.3 Efeitos da TSA nas taxas de apoptose

Na Figura 16 e na Tabela 9, podemos observar que o percentual de células

em processo de apoptose ao final do cultivo em suspenséao foi 45% maior no grupo

15nM do que no grupo OnM.

%

30

29,53

25

20

20,18%

OonM

15nM

FIGURA 16 Percentual de células em processo de apoptose (TUNEL positivas) nos grupos OnM
(controle) e 15nM ao d5 de cultivo em suspensao.
ab: Valores com sobrescritos diferentes nas colunas diferem entre si (p<0.05) (Qui-quadrado)
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FIGURA 14 Teste de integridade de membrana. Células tronco embrionarias ao sexto dia de

diferenciac&o coradas por iodeto de propideo — vermelho (mortas) e diacetato de carboxifluresceina
— verde (vivas).

20pm
FIGURA 15 Teste TUNEL. Células tronco embrionérias no sexto dia de
diferenciac&o coradas por HOECHST; a) célula apoptética apresentando

reatividade para o teste de TUNEL (ponto verde). B,C) Células apoptéticas -
controle positivo.
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TABELA 9 Percentual de células em processo de apoptose (TUNEL positivas) nos grupos OnM

(controle) e 15nM ao d5 de cultivo em suspensao.

GRUPOS CELULAS TUNEL+ CELULAS TOTAIS %
OnM TSA (Controle) 89 441 20,18°
15nM TSA d0-5 114 386 29,53°

2P valores com sobrescritos diferentes entre linhas diferem entre si (p<0.05)

Da mesma forma, apds 24hs de tratamento com TSA (Figura 17 e Tabela

10), os grupos tratados apresentaram maior percentual de células apoptoticas em

relacéo ao grupo controle.

Os niveis de apoptose foram estatisticamente superiores a partir da

concentracao de 100nM em células no d5 (2,2 vezes maior que OnM) e no d13 (1,3

vezes maior que OnM).

Células no d13 de diferenciagdo apresentaram maiores niveis de apoptose

quando comparados aos de células tratadas no d5, nos grupos controle (2,3

vezes), 50nM (1,75 vezes) e 100nM (1,4 vezes).

40

35

(ON] Cc.D
30 -

20 -

15 +

10 +——

OonM 50nM 100nM 150nM

FIGURA 17 Percentual de células em processo de apoptose (TUNEL positivas) nos grupos OnM

(controle), 50nM, 100nM e 150nM 24hs ap6s o inicio do tratamento com TSA (d6 e d14).

abed: valores com sobrescritos diferentes nas colunas diferem entre si (p<0.05) (Qui-quadrado).
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TABELA 10 Percentual de células em processo de apoptose (TUNEL positivas) nos grupos OnM
(controle), 50nM,100nM e 150nM 24hs apds o inicio do tratamento com TSA (d6 e d14).

dé di4
GRUPOS CELULAS CELULAS % CELULAS  CELULAS %
TUNEL + TOTAIS VIVAS MORTAS
OnM 32 319 10,03* 117 495 23,63°
50nM 53 362 14,64" 141 548 25,735
100nM 91 411 22,14° 128 411 31,14%°
150nM 97 312 31,08°° 131 378 34,65°

2P valores com sobrescritos diferentes entre linhas diferem entre si (p<0.05).

5.3 Experimento 3: Dinamica da acetilacdo de histonas H3 em CTE tratadas
com TSA

5.3.1 Experimento 3(a): Dindmica da acetilacdo de histonas H3 em CTE
pluripotentes tratadas com TSA

No presente experimento, foram observados os efeitos do tratamento com a
TSA em diferentes concentragbes em CTE pluripotentes nas reacbes de

AcLys9H3, na presenca (Figura 18) e auséncia do LIF (Figura 19).
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FIGURA 18 Reagfes de imunocitoquimica para AcLys9H3 em CTE d0-2 tratadas com TSA na
presenca de LIF. No grupo OnM (controle), auséncia de reatividade em 12(a), 24(b) e 48hs(d), e
baixa reatividade em 36hs (c).No grupo 15nM, reatividade moderada em 12(e) e 24hs(f), baixa em
36hs(g) e auséncia de reatividade em 48hs(h). No grupo 50nM, reatividade moderada em 12hs(i),
alta em 24hs(j), moderada em 36hs(k) e leve em 48hs(l). No grupo 100nM, reatividade maxima em
12(m) e 24hs(n), alta em 36hs(0) e moderada em 48hs(p).

12hs 24hs 36hs 48hs
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FIGURA 19 Reagfes de imunocitoquimica para AcLys9H3 em CTE dO0-2 tratadas com TSA na
auséncia de LIF. No grupo OnM (controle), baixa reatividade em 12(a), 36(c) e 48hs(d), e auséncia
de reatividade em 24hs(b). No grupo 15nM, reatividade moderada em 12(e), alta em 24hs(f), leve
em 36(g) e 48hs(h). No grupo 50nM, reatividade moderada em 12hs(i), alta em 24hs(j), e moderada
em 36(k) e 48hs(l). No grupo 100nM, reatividade alta em 12(m) e 24hs(n), e moderada em 36(0) e
48hs(p).
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by

Foram avaliadas as fracdes correspondentes a area AcLys9H3 positiva

dividida pela area dos nucleos, como podemos acompanhar na Figura 20.

1.5 -Fracie-area pm-;ﬁ.ml/.mq docnicleos = 1.5 - Fracédo area p@s't'uala'rea dos nicleos
141 14 +
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FIGURA 20 Niveis de AcLys9H3 presentes nos diferentes grupos do dO ao d2 de diferenciacdo em
12, 24, 36 e 48hs. Valores obtidos a partir da fracdo area positiva/drea dos nicleos nos grupos LIF+
(A) e LIF- (B).

Nos grupos OnM (controle), na presenca do LIF as células apresentaram
baixa reatividade em 36hs apenas, e auséncia nos demais momentos. Na auséncia
do LIF, houve baixa reatividade em 12, 36 e 48hs, e nenhuma reatividade em 24hs.

Nos grupos com e sem LIF, a distribuicdo geral dos valores foi semelhante,
observando-se reatividade em 12hs, aumento em 24hs, decréscimo em 36hs e em
48hs. No entanto, no grupo 15nM LIF+, ocorreu decréscimo ja em 24hs.

Considerando a concentracdo da droga, os grupos 100nM foram sempre
superiores aos demais, seguidos pelos grupos 50nM e depois 15nM. Apenas na
auséncia do LIF, os valores obtidos em 48hs foram superiores no grupo OnM

(controle) quando comparados aos do grupo 15nM.
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A baixa reatividade ou sua auséncia nos grupos controle observada
demonstra que o efeito de hiperacetilacdo da lisina 9 de histonas H3 em CTE

pluripotentes observado deve-se a adicdo da TSA.

5.3.1.1 AlteracOes morfologicas durante o tratamento com TSA

AlteragBes morfologicas também foram observadas no presente experimento
(Figura 21). As células do grupo OnM (controle) com LIF se apresentaram estaveis,
arredondadas e sem indicios de diferenciacdo. No grupo OnM (Controle) sem LIF,
os cultivos sofreram o0 processo de diferenciacdo celular, apresentando-se
morfologicamente diferenciados em 48hs.

Nos grupos tratados com TSA na presenca de LIF, em geral, foram
observadas alteracdes morfolégicas que se reverteram quando a droga foi retirada,
e as células retornaram a um fenétipo mais semelhante ao indiferenciado.

Nos grupos tratados com TSA na auséncia de LIF, observamos que o
processo de diferenciacdo foi acelerado em relag&o ao grupo controle.

Foi percebida acentuada morte celular nos cultivos tratados com 50nM e

principalmente 100nM.
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FIGURA 21 A. Morfologia
celular dos cultivos LIF+ e
LIF- tratados com TSA em
12,2436 e 48hs. Grupos
ONM LIF+(1-4) e LIF-(5-8);
15nM LIF+ (9-12) e LIF-
(13-16); 50nM LIF+(17-20)
e LIF- (21-24); 100nM LIF+
(25-28); e LIF- (29-32).
Células morfologicamente
indiferenciadas (pequenas,
arredondadas) foram
observadas nos cultivos 1,
2,3 e9.Células
indiferenciadas em
transicdo (maiores,
disformes) podem ser
observadas nos cultivos 4,
5,6,13, 14, 17, 20, 21, 24,
25, 26, 28 e 32. Células no
inicio de diferenciacdo
(disformes, apresentando
prolongamentos
citoplasmaticos iniciais)
podem ser observadas nos
cultivos 10, 11,12, 15, 18,
19,23,27,29e 31.0Os
cultivos 7, 8, 16, 22 e 30
apresentam
predominantemente
células diferenciadas
(disformes, apresentando
prolongamentos
citoplasmaticos evidentes).
B.Gréficos representativos
do estadio de
diferenciacéo celular de
cada cultivo nos diferentes
momentos (1=células
morfologicamente
indiferenciadas; 2=células
indiferenciadas em
transicéo para a
diferenciacéo; 3=células
no inicio da diferenciagéo;
4=células diferenciadas
predominantes.
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5.3.2 Experimento 3(b): Dindmica da acetilagdo de histonas H3 em CTE
tratadas com TSA no d5 e no d13 de diferenciacéo

No presente experimento, foram observados os efeitos do tratamento com a
TSA em diferentes concentragcdes em CTE do d5 ao d7 e do d13 ao d15 de
diferenciacéo nas reacdes de AcLys9H3 (Figuras 22 e 23 e Tabela 11).
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FIGURA 22 Reac¢des de imunocitoquimica para AcLys9H3 em CTE tratadas com TSA do d5-7 e
d13-15 de diferenciacdo. Imagens de 24 horas.No grupo OnM (controle), reatividade baixa em
d5(a,b) e muito baixa em d13(c,d). No grupo 50nM observamos reatividade moderada em d5(e,f) e
em d13(g,h). No grupo 100nM, reatividade alta em d5(i,j), e moderada em d13(k,l). No grupo
150nM, reatividade maxima em d5(m,n), e alta em d13(o,p). Imagens a esquerda coradas por FITC
e a direita nlcleos corados por HOECHST 33342.
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FIGURA 23 Niveis de AcLys9H3 presentes nos diferentes grupos de CTE do d5-7 (A) e d13-15 (B)
de diferenciacdo em 12, 24, 36 e 48 horas. Valores percentuais referentes a area acetilada dos

nucleos.

TABELA 11 Percentuais de area acetilada em nucleos de CTE em diferenciacdo tratadas com TSA

por 24hs (OnM, 50nM,100nM e 150nM) em 12,24,36 e 48 horas.

D6 D14
GRUPOS
12hs 24hs 36hs 48hs 12hs 24hs 36hs 48hs
onM 6,24 4.34 5,79 4,33 1,33 1,55 0,86 0,84
(+3,1)"° #6,6)°  (*1,3*® @0, (@*0,7)" (+0,4)" (+x0,8)"  (x0,8)"
50nM 22,49 33,95 7,35 12,02 8,65 13,22 1,33 2,58
72" (#26,9"° #1,7*® (#134)" (52" 122" =110 @)t
100nM 32,29 45,49 11,97 11,05 8,71 11,48 2,04 2,23
(+14,2)"°  (216,3)°° (2,4 (8,6)"° (1,8 (x14,8)®° (2,7 (@13
150nM 54,88 61,88 18,26 15,03 19,77 32,83 12,93 5,06
(+18,5)°  (¢¥30,6)°  (¢4,8)"°¢ (x12,7)"® (16,8+)"° (+¥41,9° (x16,6)" (x2,9)"

2b: Valores com sobrescritos diferentes entre linhas diferem entre si (p<0.05).

O tratamento com a TSA promoveu aumento nos niveis de acetilagéo,

principalmente durante o periodo de tratamento e na maior concentragdo. Em

relacdo ao controle, em 12 horas, os niveis foram 8,79 vezes maiores no grupo
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150nM d5 e 14,86 vezes no grupo 150nM d13; em 24 horas, os niveis foram 14,25
vezes no grupo 150dnM d5 e 21,18 vezes no grupo 150nM d13. Os niveis de
acetilacdo do d5-d7 de diferenciacdo se mostraram superiores aos do d13-d15 em
todos os grupos e em todos 0s momentos.

O efeito de hiperacetilacdo de histonas decorrente da TSA se mostrou dose-
dependente. Em 24hs, quando os niveis apresentaram maior reatividade, a
concentracao de 50nM resultou em niveis 7,8 vezes (d5) e 8,5 vezes (d13) maiores
do que os do controle; a concentracdo de 100nM resultou em niveis 10,5 vezes
(d5) e 7,4 vezes (d13) maiores do que os do controle; e a concentracao de 150nM
resultou em niveis 14,2 vezes (d5) e 21,2 vezes (d13) maiores do que os do
controle.

No entanto, apesar dos aumentos dos grupos tratados em relacdo ao
controle terem sido semelhantes ou até superiores no periodo d13, comparando 0s
niveis absolutos dos dois periodos percebemos que estes foram 2,5 vezes (50nM),
3,9 vezes (100nM) e 1,8 vezes (150nM) maiores no periodo d5 do que no d13.

Os niveis alcancados nas concentracdes de 50 e 100nM no d13 foram
semelhantes no periodo de tratamento (até 24hs). A concentracdo de 50nM, em
ambos 0s momentos, resultou em queda dos niveis de acetilacdo em 36hs, quando
se equivaliam ao grupo OnM. Nas demais concentracfes, alcancaram niveis
semelhantes aos do grupo controle em 48hs (d13) e se mantiveram aumentados
no periodo db.

5.4 Experimento 4: Efeitos da TSA na diferenciacéo in vitro neural de CTE
As imagens referentes as reacbes de imunocitoquimica do presente

experimento encontram-se na Figura 24.
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FIGURA 24 Reagbes de imunocitoquimica para marcadores neuronais. Regido corada por CY3 (vermelho)
indicando a presenca da proteina nestina (a,c) e allltubulina (e,g). A direita, imagens sobrepostas aos nucleos,
corados por HOECHST 33342 (azul) (b,d,f,h).
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5.4.1 Experimento 4(a): Efeitos da TSA na diferenciacgédo in vitro inicial de CTE
em precursores ectodérmicos

Conforme relatado na Tabela 12 e na Figura 25, as CTE tratadas com as
concentracoes de 15nM (d0-d5) e 50nM (d5) de TSA apresentaram maiores taxas
de células nestina-positivas nas rea¢des de imunocitoquimica. Ao contrario, 0
tratamento com a concentracdo de 100nM se mostrou prejudicial a diferenciacao

neural, apresentando taxas inferiores as observadas no grupo controle.

TABELA 12 Relacao de células nestina-positivas nos diferentes grupos.

GRUPOS CELULAS NESTINA-POSITIVAS TOTAL %
OnM TSA (Controle) 722 2554 28,2°
15nM TSA d0-5 981 2588 37,9°
50nM TSA d5 1238 3302 37,49°
100nM TSA d5 882 3375 26,13°

2P valores com sobrescritos diferentes entre linhas diferem entre si (p<0.05) (Qui-quadrado).

0
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10 -+

onM 50nM 100nM

FIGURA 25 Relacgédo percentual de células nestina positivas nos diferentes grupos.
25 valores com sobrescritos diferentes nas colunas diferem entre si (p<0.05)

A distribuicdo da razdo CY3/HOECHST nos grupos, obtida pelas andlises do
programa ImageJ1.40g (Java Corporation) ocorreu da mesma maneira que a

relacdo percentual entre as células positivas. Assim, o grupo 15nM apresentou-se
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superior ao grupo 50nM, que também se mostrou superior ao grupo controle.
Ainda, o grupo 100nM apresentou uma ligeira diminuicdo numeérica quando
comparado ao grupo controle. No entanto, estes resultados n&o diferiram
significativamente (p>0,05), possivelmente devido ao tamanho reduzido das areas
CY3 positivas quando comparado as areas HOECHST positivas, o que dificulta

uma diferenca notavel (Tabela 13 e Figura 26).

TABELA 13 Relacéo entre a fracdo de area total das células nestina-positivas e a fragdo de area
total dos nucleos totais nos diferentes grupos.

GRUPOS FRACAO DE AREA FRACAO DE AREA DOS RAZAO
NESTINA-POSITIVA (CY3) NUCLEOS (HOECHST)  CY3/HOECHST

OnM TSA (Controle) 37,9 197,9 19,15°

15nM TSA d0-5 46,1 218,5 21,01%

50nM TSA d5 49,4 237,2 20,822

100 nM TSA d5 50,7 276,5 18,33°
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FIGURA 26 Razdo CY3/HOECHST de nestina nos diferentes grupos.

5.4.2 Experimento 4(b): Efeitos da TSA na diferenciacéo in vitro tardia de CTE
em neurdnios

Conforme descricdo apresentada na Tabela 14 e na Figura 27, os maiores
indices de células alll tubulina positivas nas reac¢des de imunocitoquimica foram

alcancados nos grupos tratados no d5, que nao diferiram entre si.
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O tratamento das células no periodo avancado da diferenciagcdo com 50nM
ndo resultou em maiores niveis de células alll tubulina positivas em relacdo ao
grupo controle. No entanto, o tratamento com 100nM no d13 foi superior ao grupo

controle, embora tenha sido inferior aos grupos tratados no d>5.

TABELA 14 Relacao de células alll tubulina-positivas nos diferentes grupos.

GRUPOS CELULAS allITUB.-POSITIVAS TOTAL %
OnM TSA (Controle) 53 1601 3,31%
15nM TSA d0-5 165 2192 7,52°
50nM TSA d5 149 1970 7,56°
100nM TSA d5 120 1557 7,7°
50nM TSA d13 86 2702 3,18%
100nM TSA d13 96 1831 5,24°

2P valores com sobrescritos diferentes entre linhas diferem entre si (p<0.05) (Qui-quadrado).
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FIGURA 27 Relagdo percentual de células alll tubulina positivas nos diferentes grupos.
25 valores com sobrescritos diferentes nas colunas diferem entre si (p<0.05)

5.5 Experimento 5: Efeitos da TSA na diferenciacédo in vitro muscular de CTE
As imagens referentes as reacbes de imunocitoquimica do presente

experimento encontram-se na Figura 28.
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FIGURA 28 Reagdes de imunocitoquimica para marcadores de celulas musculares estriadas. Regido corada
por CY3 (vermelho) indicando a presencga da proteina desmina (a,c) e troponina | (e,g). A direita, imagens
sobrepostas aos nucleos, corados por HOECHST 33342 (azul) (b,d,f,h).
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5.5.1 Experimento 5(a): Efeitos da TSA na diferenciacgédo in vitro inicial de CTE
em precursores mesodérmicos

Quando avaliamos a populacdo de células desmina-positivas nas reacoes
de imunocitoquimica nos diferentes grupos, podemos observar que o grupo 50nM
apresentou maiores taxas quando comparado aos demais grupos. Os grupos 15nM
e controle n&o diferiram, e o grupo 100nM foi inferior aos demais grupos. Portanto,
conforme relatado na Tabela 15 e na Figura 29, o tratamento com a concentragao
de 50nM ao d5 foi o mais eficaz para aumentar a populacdo de células desmina-

positivas, precursoras mesodermais.

TABELA 15 Relacao de células desmina-positivas nos diferentes grupos.

GRUPOS CELULAS DESMINA-POSITIVAS TOTAL %
0nM TSA (Controle) 517 2047 25,252
15nM TSA d0-5 941 3615 26,03%
50nM TSA d5 1228 3894 31,53°
100nM TSA d5 943 4249 22,9°

ab,c.

: Valores com sobrescritos diferentes entre linhas diferem entre si (p<0.05) (Qui-quadrado).

w
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O

OnM 15nM 50nM 100nM

FIGURA 29 Relacéo percentual de células desmina-positivas nos diferentes grupos.

ab,c,

: Valores com sobrescritos diferentes nas colunas diferem entre si (p<0.05)


http://www.pdfdesk.com

67

As imagens do experimento 3(b) foram avaliadas conforme a analise das
imagens descrita no experimento 3(a), e estao descritas na Tabela 16 e na Figura
30. A razdo compreendida entre a soma das fracGes de area CY3 e a soma das
fracOes de area HOECHST nédo correspondeu aos resultados numéricos referentes
ao percentual de células desmina-positivas em relacéo ao total (Tabela 16 e Figura
29). No entanto, os resultados nao diferiram entre os grupos. Assim, o grupo 15nM
apresentou a maior razao CY3/HOECHST, seguido dos grupos 50nM, controle e
100nM. Portanto, houve uma inversdo quando comparamos a posicdo dos
resultados percentuais de células desmina-positivas e a razdo CY3/HOECHST dos

grupos 15nM e 50nM.

TABELA 16 Relagdo entre a frac@o de &rea total das células desmina-positivas e a fracao de area
total dos nlcleos totais nos diferentes grupos.

GRUPOS FRACAO DE AREA FRACAO DE AREA DOS RAZAO
DESMINA POSITIVA (CY3)  NUCLEOS (HOECHST)  CY3/HOECHST
OnM TSA (Controle) 49,8 271,8 18,32°
15nM TSA d0-5 60,1 2713 22,15%
50nM TSA d5 56,6 2825 17,9
100 nM TSA d5 50,3 2934 17,14%

15nM 50nM 100nM

FIGURA 30 Razao CY3/HOECHST de desmina nos diferentes grupos.
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5.5.2 Experimento 5(b): Efeitos da TSA na diferenciacéo in vitro tardia de CTE
em células musculares estriadas

Quando avaliamos a proteina troponina | em grupos tratados com a TSA,
observamos que os grupo 50nM d5 e 100nM d13 apresentaram os melhores
resultados, conforme disposto na Tabela 17 e na Figura 31. O tratamento com
50nM no d13 ndo alterou as taxas de células troponina | positivas quando
comparadas as do grupo controle, e os tratamentos com 15nM d0-5 e 100nM no d5
foram prejudiciais a diferenciacao de células troponina | positivas.

Foram analisados os percentuais de células positivas e de ndcleos positivos
para a proteina troponina |, devido ao fato das células musculares serem
multinucleadas. No entanto, os resultados encontrados apresentaram distribuicbes

semelhantes.

TABELA 17 Relacao de células e nucleos troponina | positivos nos diferentes grupos.

GRUPOS NUCLEOS CELULAS TOTAL DE % %

% MEDIA DE

TROPONINA  TROPONINA  NUCLEOS CELULAS NUCLEOS  NUCLEOS

POSITIVOS POSITIVAS POSITIVAS POSITIVOS  /CELULAS
OnM TSA (Controle) 136 109 2109 5,168% 6,448° 1,24

15nM TSA d0-5 0 0 - 0 0 0

50nM TSA d5 91 76 1052 7,224° 8,65° 1,19
100nM TSA d5 82 77 3117 2.47° 2,6307° 1,06
50nM TSA d13 145 128 2171 5,8959% 6,6789% 1,13
100nM TSA d13 355 284 3661 7,757° 9,696" 1,25

ab,c.

: Valores com sobrescritos diferentes entre linhas diferem entre si (p<0.05) (Qui-quadrado).
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FIGURA 31 Relacao percentual de células e nucleos troponina | positivos nos diferentes grupos.
Colunas a esquerda representam células e colunas & direita representam nucleos.
abe valores com sobrescritos diferentes nas colunas diferem entre si (p<0.05)

Ao analisarmos a presenca de focos contrateis nos diferentes grupos,
relacionados na Tabela 18 e na Figura 32, podemos observar uma distribuicdo
entre 0os grupos semelhante a observada no percentual de células troponina |
positivas. No entanto, os grupos 100nMd5 e OnM (controle) néo diferiram, como
ocorrido no percentual de células troponina | positivas. O mesmo ocorreu para o
grupo 100nMd13.

TABELA 18 Relacao de CE que apresentaram focos contrateis nos diferentes grupos.

GRUPOS CE CONTRATEIS TOTAL DE CE %
0nM TSA (Controle) 43 63 68,25%
15nM TSA d0-5 2 54 3,125°
50nM TSA d5 36 40 90°
100nM TSA d5 40 60 66,6°
50nM TSA d13 61 86 70,932
100nM TSA d13 67 83 80,72¢

ab,c.

: Valores com sobrescritos diferentes entre linhas diferem entre si (p<0.05) (Qui-quadrado).
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FIGURA 32 Rela
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6 DISCUSSAO

A capacidade de detectar estimulos extracelulares e executar respostas
apropriadas é crucial para todas as fungdes celulares. Quando recebem sinais
externos, como estimulos estressantes ou fatores de crescimento, mecanismos
celulares distintos séo ativados e culminam na inducdo ou represséo de grupos de
genes definidos. A transferéncia de sinais da superficie celular ao nucleo leva a
respostas celulares integradas como a proliferacdo, diferenciacdo celular e
apoptose (CHEUNG et al., 2000).

Em linhas gerais, a TSA se mostrou efetiva na promocao de hiperacetilagcéo
de Lys9H3, e promoveu queda da proliferacdo celular. Ainda, acelerou a
diferenciacdo de CTE, em determinadas concentracdes, nos tipos celulares
estudados. Como a identidade celular é determinada pela expressao de um grupo
de genes definido, modificacbes na expressdo génica podem alterar o fendétipo e
funcdo de uma célula, podendo fazer com que ela adquira um nivel tal de
competéncia que se mantenha apds passar o efeito do tratamento (CHAMBERS et
al., 2007).

6.1 Experimento 1: Caracterizacao in vitro da linhagem de CTE H106

A presenca do fator de transcricdo OCT3/4 e o surgimento de tipos celulares
oriundos dos trés folhetos embrionarios, confirmados por reacfes de
imunocitoquimica (AFP, endoderma; troponina |, mesoderma; alll tubulina,
ectoderma), demonstram a pluripoténcia da linha celular trabalhada.

A cronologia do aparecimento dos tipos celulares obtidos é condizente com
estudos publicados. DANI et al. (1997) descrevem o aparecimento de fibroblastos a
partir do plagueamento dos CE, sendo em seu cultivo o plagueamento realizado no
d8 de diferenciacéo.

O surgimento de focos contrateis é descrito no 11° (AOUADI et al., 2006) e
no 8° dia de cultivo em diferenciacéo (DANI et al., 1997), sendo o plagueamento

realizado no 7° dia. De acordo com BOHELER et al. (2002), o aparecimento destes
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focos é esperado entre 1 e 4 dias ap6s o plagueamento, e aumenta
progressivamente com a diferenciagao celular.

O aparecimento de células semelhantes a adip6citos € descrito no periodo
do 18° ao 23° dia de cultivo, sendo o plagueamento realizado no 7° dia (DANI et al.,
1997).

O reconhecimento de células semelhantes a neurdnios € descrito no 11° dia
de cultivo, 4 dias ap6s o plagueamento (AOUADI et al., 2006; BAIN et al., 1995).

Com base na literatura apresentada, o desenvolvimento in vitro da linhagem
trabalhada (H106) est4 dentro do esperado para CTE murinas, sendo a mesma

adequada para a utilizagcdo em experimentos.

6.2 Experimento 2: Efeitos da TSA sobre a morte celular e apoptose de CTE
em diferenciacéo

No presente experimento, observamos os efeitos da inibicdo das HDAC
sobre a morte celular e as taxas de apoptose das células aderidas, entre grupos de
CTE no 5° dia de diferenciacdo. A morte celular e os niveis de apoptose
aumentados em decorréncia do tratamento com a TSA ilustram efeitos tdxicos da
droga, que foram observados apenas em 300nM (d14) e 400nM (d5) pelo teste de
integridade de membrana (células mortas), e ja em 100nM pelo teste de TUNEL
(apoptose).

Estudos demonstram que o tratamento com TSA causa parada de ciclo
celular e apoptose ou diferenciacdo em varios tipos celulares, sendo a droga
utilizada com sucesso como agente terapéutico anti-tumoral (SAUDERS et al.,
1999). Outros estudos demonstram efeitos anti-proliferativos do tratamento com
TSA em CTE (LEE et al., 2004; CHUIKIN et al., 2006; MCCOOL et al., 2007). O
presente experimento compara estes efeitos em diversas concentra¢cdes da droga,
demonstrando que o tratamento com até 200nM de TSA néo afeta o percentual de
células vivas, e que o tratamento com 50nM n&o altera nem mesmo os niveis de

apoptose.
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6.2.1 Efeitos da TSA na formacédo de CE

Ao utilizarmos a droga durante o cultivo em suspensdo (15nM dO-5)
percebemos que os CE formados tiveram seu desenvolvimento prejudicado pela
acao da TSA.

Lee et al. (2004) utilizaram TSA em baixas concentracbes (5 e 10nM)
durante o cultivo em suspenséao, e perceberam inibicdo na formacdo de CE. Na
concentracao de 10nM, os CE apenas foram formados quando a droga foi retirada.
Modificacbes no meio de cultivo dos autores (alta glicose, 10% de SFB) podem ter
ocasionado a auséncia de CE no cultivo. Porém, a situacdo observada é
semelhante a do presente experimento, de prejuizo na formacao de CE no grupo
tratado com 15nM de TSA durante o cultivo em suspensao.

Em contrapartida, Karamboulas et al. (2006) demonstraram que o0
tratamento de células P19 (linhagem de carcinoma embrionario murino) com 2,5, 5
e 10nM TSA por 4 dias durante o cultivo em suspensao permitiu a formacao de CE
semelhantes aos do grupo controle. Talvez pelas concentragcdes e tempo de
exposicao inferiores utilizados pelos autores, e pela resisténcia da linhagem P19 a
TSA, a mesma tenha permitido a formacédo de CE semelhantes aos do grupo

controle.

6.2.2 Toxicidade da TSA

Os efeitos observados no presente experimento, de percentuais de células
mortas comparados aos do grupo controle em cultivos tratados com 100, 200 e até
300nM (somente no periodo d5), correspondem a outros resultados encontrados
na literatura. McCool et al. (2007) trataram CTE pluripotentes com 100nM TSA por
20 horas, e os efeitos observados de atraso no crescimento celular s6 foram
notados de 18 a 24 horas, momento no qual a populacéo de células demorou cerca
de 24 horas para dobrar. Nos demais momentos, a populacéo de células dobrou a
cada 12 horas.

Baqir e Smith (2006) também avaliaram os efeitos anti-proliferativos do

tratamento com 100nM de TSA por 24 horas em CTE pluripotentes, e perceberam
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aumentos semelhantes na populacéo dos grupos tratado e controle, nos momentos
0-24hs; 24-48hs; 48-72hs. O crescimento celular de ambos os grupos diminuiu
sucessivamente, pela confluéncia das células. A proliferacdo celular diminui a
medida que o numero de células aumenta, por competicdo por nutrientes, maior
guantidade de metabdlitos toxicos e confluéncia das mesmas.

E importante considerar que a parada de ciclo celular pode ser ocasionada
pela diferenciacédo celular (INOKOSHI et al.,, 1999), e ndo necessariamente por
senescéncia ou apoptose. Desta forma, € natural que células no 5° dia de
diferenciacdo ndo exibam mais os mesmos indices de proliferacdo das CTE
pluripotentes.

Células no d5 apresentaram percentuais de células mortas inferiores aos de
células no d13 de diferenciacdo, inclusive no grupo controle. Também se
mostraram mais resistentes a concentracdo de 300nM do que no periodo d13.
Portanto, as CTE em estadios de diferenciacdo mais avancados mostram-se mais

sensiveis aos efeitos toxicos da droga.

6.2.4 Efeitos da TSA nas taxas de apoptose

Ao avaliarmos a taxa de apoptose nos grupos estudados no presente
experimento, o percentual de células apoptéticas ao final do cultivo em suspensao
foi 45% maior no grupo 15nM do que no grupo OnM.

Da mesma forma, ap0s 24hs de tratamento com TSA nos CE plagqueados
(d5), o grupo 100nM apresentou 2,2 vezes mais células apoptéticas do que o
controle. Apds o plagueamento, os niveis de apoptose no grupo controle sdo bem
inferiores quando comparados aos do cultivo em suspenséo (2,3 vezes). Tal fato
pode ocorrer pelo sistema Hanging Drop ndo permitir troca de meio, e desta forma
metabdlitos toxicos sdo mantidos nas gotas, e 0s nutrientes vao se esgotando. No
grupo controle esse efeito certamente € mais pronunciado, pois o namero de
células é cerca de 2,3 vezes maior do que no grupo tratado ao final do cultivo, e
conseqlentemente também € aumentada a producédo de metabdlitos e competicdo

por nutrientes. A propria coloracdo do meio se apresenta mais amarelada no grupo
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controle e mais rosada no grupo 15nM ao fim do cultivo em suspenséao, devido a
acidificacdo ocorrida no grupo controle. Entdo, os niveis de apoptose no cultivo em
suspensao se devem em grande parte ao estresse gerado pelo préprio sistema de
cultivo.

Células no d13 de diferenciacdo apresentaram niveis ainda maiores de
apoptose no grupo controle (2,3 vezes maiores do que no periodo d5), e também
aumentaram significativamente em decorréncia do tratamento com 100nM TSA
(1,3 vezes).

Koyama et al. (2000) demonstraram que a exposicado de células T a 100nM
TSA por 48hs diminuiu a viabilidade das mesmas (50% de apoptose em células
tratadas contra apenas 10% no controle). Outro experimento realizado neste
mesmo estudo utilizou linhagem de células resistente as acdes de hiperacetilacdo
de histonas causadas pela TSA, e demonstrou que nas mesmas nao houve
aumento nas taxas de apoptose mesmo quando tratadas com altas concentragcdes
de TSA. Segundo o autor, os efeitos apoptéticos da TSA se devem a
hiperacetilagdo das histonas, pois a forma relaxada do DNA é facilmente catalisada
por endonucleases, e as células nesta situacdo iniciam a cascata de apoptose.
Portanto, no estudo citado, efeitos tdxicos que poderiam ser provocados pela
estrutura da molécula de TSA néo representaram aumento nas taxas de apoptose.

Finalmente, a populacdo de células no d13 de diferenciacdo mostrou-se
mais sensivel aos efeitos da TSA do que a populacdo de células no d5 de
diferenciacdo, evento que foi evidente pelo declinio estatistico no percentual de
células vivas na concentracdo de 400nM no d5 e ja na de 300nM no d13.

A TSA apresentou efeitos toxicos a partir de 300nM em células no d13 e
400nM em células no d5, portanto as concentracdes utilizadas no presente estudo
sdo adequadas e ndo afetam estatisticamente a sobrevivéncia das células, ao
menos no periodo seguinte ao do tratamento.

No entanto, ao observarmos os efeitos nas taxas de apoptose, a droga induz

aumento significativo de fragmentacdo de DNA ja na concentracdo de 100nM,
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podendo estar interferindo no ciclo celular de grupos tratados com esta

concentracao.

6.3 Experimento 3: Dinamica da acetilacdo de histonas H3 em CTE tratadas
com TSA

O experimento 3 relata o estudo dos efeitos da TSA sobre a acetilagao da
lisina 9 de histonas H3 em CTE. As propriedades da TSA, causadoras da inibicao
de HDAC e consequente hiperacetilacdo de histonas em CTE ja foram
demonstradas em diversos estudos (LEE et al., 2004; DAl e RASMUSSEN, 2007;
MCCOOL et al., 2007).

No presente experimento, foram estudadas CTE indiferenciadas na
presenca do LIF, e CTE no d0-d2 de diferenciacdo, na auséncia do LIF
(experimento 3a); e ainda, foram observados os efeitos da TSA sobre CTE em
diferenciacéo (d5-d7 e d13-d15) (experimento 3b).

6.3.1 Padréo de acetilacéo de CTE néo tratadas com TSA

Em CTE pluripotentes (LIF+), os niveis de acetilacdo se mostraram ausentes
com excecdo das 36hs, quando atingiram niveis muito baixos. Quando o LIF foi
retirado (CTE d0-2 de diferenciagéo), niveis muito baixos foram detectados. Desta
forma, em CTE pluripotentes e em estadios iniciais de diferenciagdo observamos
gue a acetilacao da lisina 9 em histonas H3 néo é significativa.

Em CTE no d5-7 de diferenciacdo, os niveis de acetilacdo se mostraram
constantes e superiores aos de células do d13-15 de diferenciacdo, que se
apresentaram muito baixos.

McCool et al. (2007) observaram acetilagéo global das histonas H3 e H4 dos
dias 1 a 5 apés a retirada do LIF em CTE pluripotentes. Os niveis de acetilacdo da
histona H3 aumentaram no 2° dia (aproximadamente 30%), e sucessivamente de
forma lenta atingindo um aumento de 50% apenas no d4. No presente estudo,
observamos comportamento de aumento nos niveis de AcLys9H3 até o 6° dia,

guando entdo os niveis caem, mas se mantém reativos até o momento estudado
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(d7). Os niveis baixos nos 2 primeiros dias da diferenciacao celular observados no
presente experimento sdo condizentes com os relatos do autor.

LEE et al. (2004) relataram desacetilagdo durante o primeiro dia de
diferenciacdo na formacao de CE, contrastando com os resultados apresentados
neste estudo. No entanto, o sistema de cultivo e meio utilizados pelo autor diferem
dos utilizados no presente experimento. De qualquer forma, ja no d2 os niveis de
acetilacdo foram restaurados no estudo citado.

Outro estudo identificou niveis elevados de Lys9H3 acetilada ja no d2, que
dobraram no d4 e se mantiveram constantes até o dia estudado, d18. Em
oposicao, niveis de Lys9H3 trimetilada aumentam a partir do d2, porém na forma
de ondas, que corresponderiam a uma desacetilacédo de H3 (GOLOB et al., 2008).

Meshorer e Misteli (2006) relatam aumentos nos niveis de metilacdo de
Lys9H3 e queda nos niveis de acetilacdo de H3 e H4 apos 7 dias de diferenciacao,
como observado no presente experimento no que diz respeito a acetilacdo da
Lys9H3.

Em linhas gerais, os resultados obtidos nos estudos citados e no presente
experimento sao semelhantes, com excecdo dos resultados de Lee et al. (2004).
CTE pluripotentes apresentam niveis baixos de acetilacdo, que progridem com a
diferenciacdo até momentos préximos do fim do cultivo em suspensédo, quando
regridem devido ao aumento da metilagéo das histonas.

Alteracdes na cronologia desta apresentacdo devem-se provavelmente a
modificagdes nos sistemas de cultivo - por exemplo, a diferencia¢éo inicial (d0-d2)
foi estudada no presente experimento em cultivos aderidos, planos, e ndo em
suspensdo, como alguns dos estudos comentados. Ainda, -caracteristicas
intrinsecas das linhas celulares trabalhadas e a metodologia utilizada para a
deteccédo das alteragdes poés-traducionais das histonas contribuem para pequenas
alteracdes cronoldgicas nos experimentos.

A onda de acetilacdo de histonas H3 observada durante a diferenciacéo
celular é condizente com o0 aumento da expressdo génica, e niveis elevados da

expressao de marcadores das trés linhagens germinativas. Porém, nesta fase
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inicial da diferenciacéo, as células ainda ndo estdo comprometidas com nenhuma
linhagem especifica (GADUE et al., 2005).

6.3.2 Padréo de acetilacéo de CTE tratadas com TSA

De uma forma geral, em CTE pluripotentes todos os grupos tratados
exibiram um comportamento semelhante, ou seja, 0s niveis de acetilacdo
crescentes ou aumentados durante o tratamento com TSA e decrescentes apds a
retirada da droga.

A concentracdo de droga utilizada interferiu nos niveis de acetilacdo
encontrados, principalmente nos grupos de CTE pluripotentes (LIF+), e também no
tempo de acdo residual da droga: 0s niveis permaneceram superiores aos
encontrados no grupo controle por 36hs na concentracdo de 15 nM; por 48 hs na
concentracao de 50nM e por mais que 48hs na concentragcéo de 100nM.

Apds 5 dias de diferenciacdo, percebemos também maiores niveis de
Lys9H3 acetilada nos grupos tratados em relacdo ao controle, de forma dose-
dependente: as concentracbes de 150, 100, e 50nM apresentaram nesta ordem,
maiores niveis de acetilacéo.

A droga atingiu efeitos mais drasticos no periodo de 24hs, e efeitos
intermediarios em 12hs. Assim, a TSA leva mais de 12 horas para atingir seu
resultado maximo. Apos o fim do tratamento, a concentragéo de 50nM foi a Gnica a
nao exibir um efeito residual, em 36 e 48hs. Todas as demais apresentaram niveis
superiores ao controle, mesmo apos a retirada da TSA.

Células no d13 apresentaram um comportamento semelhante ao de CTE no
d5 de diferenciacdo mediante o tratamento com a TSA, porém 0s percentuais de
acetilacdo foram menores em todos o0s grupos. Ainda, em 48hs, os efeitos
residuais das concentracdes 100 e 150nM ja eram muito baixos, o que € refletido
nos niveis de acetilagdo préximos aos do controle, ao contrario de células no d5.

Porém, se considerarmos os aumentos referentes ao grupo controle neste
periodo (d13), que apresentava niveis muito baixos de acetilacdo, estes foram

bastante significativos, e superiores aos ocorridos no d5.
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Desta forma, parece que as células no d5 apresentam maior adaptabilidade
ao tratamento com TSA: maior resisténcia aos efeitos toxicos, e respondem com
niveis maiores de acetilagdo. Ao contrario, células no d13 sofrem mais os efeitos
toxicos e ndo atingem niveis tdo elevados de acetilagao.

McCool et al. (2007) observaram niveis elevados de acetilacdo de Lys9H3
em CTE indiferenciadas quando comparados aos de células tratadas com TSA em
genes responsaveis pela pluripoténcia; OCT3/4, REX1 e FGF4. Em genes
particulares da diferenciacdo celular, como nestina, a acetilacdo de Lys9H3 foi
maior em células tratadas com a TSA. Os autores também perceberam
coincidéncia nos padrdes de acetilacdo locais de alguns genes quando ocorreu a
retirada do LIF e quando as células foram tratadas com TSA, como se a TSA
tivesse simulado o programa de diferenciagao celular inicial.

Lee et al. (2004) observaram inibicdo da onda de desacetilacdo percebida
em seu experimento com CTE em diferenciacdo, quando a TSA foi utilizada,
confirmando o efeito de hiperacetilagcdo de histonas ocasionado pela droga.

No presente experimento, a hiperacetilacdo causada pela TSA ocorreu
independentemente dos eventos de diferenciacdo, e atingiu niveis maiores nos
grupos tratados com LIF. Talvez a maior resisténcia das CTE pluripotentes aos
efeitos toxicos da TSA tenha ocasionado esse resultado, pois quando comparamos
células tratadas no dO, d5 e d13 de diferenciacéo, percebemos niveis superiores de
acetilacdo em células no dO, seguidos pelo d5, assim como uma resposta ao
tratamento com TSA mais pronunciada. Concordando com esta hipétese, DAI e
RASMUSSEN (2007) perceberam um aumento de 6 vezes nos niveis de acetilacdo
de Lys9H3 em CTE pluripotentes tratadas com aproximadamente 33nM TSA por
24hs; ao tratarem FPM com a mesma concentracdo por 48hs, observaram
aumento de apenas 2 vezes. Entdo, CTE pluripotentes respondem de forma mais
acentuada ao tratamento com TSA do que células diferenciadas ou em processo
de diferenciagao.
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6.3.3 Alteracdes morfoldgicas observadas em decorréncia do tratamento com
TSA

No presente experimento, observamos alteracbes morfolégicas no grupo
controle sem LIF compativeis com diferenciacéo celular em 48hs, e tais alteracfes
nao foram observadas no grupo controle com LIF. O tratamento com TSA na
presenca de LIF induziu morfologia semelhante a diferenciada em 24hs, que se
reverteu em 36 e 48hs, quando a droga foi retirada, e as células retornaram a um
fendtipo semelhante ao indiferenciado. Nos grupos tratados com TSA na auséncia
de LIF, observamos que o0 processo de diferenciacao foi acelerado em relacdo ao
grupo controle, demonstrando morfologia compativel com diferenciacdo celular ja
em 24hs, que se manteve em 48hs mesmo com a retirada da droga.

De acordo com nossos resultados, McCool et al. (2007) encontraram quase
100% das colbnias apds o tratamento com 100nM TSA por 20hs na presenca do
LIF com morfologia diferenciada, e ap0s a retirada por 2 dias da TSA, 65% das
colénias retomaram fendtipo indiferenciado. Esta reversdo obtida na morfologia,
observada em CTE +LIF tratadas com TSA apo0s a retirada da droga, € compativel
com um retorno da expressdo génica das mesmas a um padrdo pluripotente,
segundo os autores, que descreveram o OCT3/4 re-expresso em 75% das células.
Para os autores, 0 aumento na expressao de genes causado pela TSA néo foi
suficiente para manter as células diferenciadas.

Ao efetuarem o tratamento com TSA, Lee et al. (2004) perceberam
comportamento de diferenciacdo mais rapido apos a retirada da droga. Para os
autores, o tratamento com TSA nado permitiu que as células adquirissem adquirido
caracteristicas morfologicas de células diferenciadas, mas com a remocdo da
droga as células completam rapidamente o programa de diferenciacdo. Vale
ressaltar que o sistema de cultivo do autor diferiu do trabalhado neste estudo.

No presente experimento, observamos nas células do d5-d7 que a
expressdo das proteinas induzida pela TSA, combinada a certo grau de
diferenciacdo, induziu realmente a entrada das mesmas no processo de

diferenciacdo celular, que nao foi revertida mesmo doze dias apds o tratamento.
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Chegamos a esta conclusdo ao observarmos o aumento das populactes

estudadas tardiamente, pelo tratamento com TSA aplicado no d5.

6.4 Experimento 4: Efeitos da TSA na diferenciacéo in vitro neural de CTE

Nossos experimentos in vitro demonstraram que modificacbes epigenéticas
causadas pela atividade das HDAC influenciam o padrdo de diferenciagcdo de
precursores neurais e neurdnios derivados de CTE. A inibicdo da atividade das
HDAC pela TSA durante o cultivo em suspensdo, no 5° e no 13° dia de
diferenciacdo estimulou significativamente a progressao da linhagem neuronal.

Os presentes achados sao condizentes com observacdes em experimentos
realizados com células do hipocampo adultas de ratos (HSIEH et al., 2004) e com
células tronco neurais (BALASUBRAMANIYAN et al., 2006). Assim, tanto em CTE,
quanto em células do hipocampo adulto, e CT neurais, a hiperacetilacdo de
histonas promoveu diferenciagdo neuronal. No entanto, além da diferenca
encontrada entre os inibidores de HDAC utilizados (VPA no caso de células de
hipocampo adultas), particularidades das propriedades intrinsecas e do
comportamento in vitro dos tipos celulares mencionados parecem estar
relacionadas a algumas das diferencas observadas ap6s manipulacédo da atividade
das HDACs.

Por exemplo, os progenitores neurais de hipocampo adulto apenas se
diferenciam em neurdnios apés estimulacdo exdégena com fatores como o acido
retindico (HSIEH et al., 2004), enquanto estudos em CT neurais demonstram que
apenas com a inibicdo de HDAC é possivel derivar-se neurdnios com propriedades
compativeis com disparo de potencial de acdo (BALASUBRAMANIYAN et al.,
2006).

As diferencas referentes ao estadio de diferenciagdo celular também se
refletem nas concentra¢fes da droga utilizadas. Quando utilizada em células tronco
neurais, a concentragcdo de 17 nM por 4 dias ja foi suficiente para induzir a
diferenciacdo neuronal, e os cultivos sobreviveram exibindo fenétipo neuronal por

até 3 semanas sob esta concentracdo de droga.
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McCool et al. (2007) utilizaram 100nM TSA por 20hs em células
indiferenciadas, na presenca de LIF, e obtiveram uma populacédo de 50% de
células nestina-positivas no grupo tratado, e 0% no controle. O grupo tratado,
mesmo na presenca de LIF, apresentou maior populagéo nestina-positiva do que
CTE no 3° dia de diferenciacéo. No presente experimento, utilizamos 15nM d0-5, e
tal concentragdo ja foi suficiente para estimular em nivel maximo a expressao de
nestina. Ao contrario, quando utilizamos 100nM TSA no d5 de diferenciagéo,
observamos efeito benéfico apenas na diferenciagdo neuronal, sendo o0s
percentuais de células nestina-positivas semelhantes aos encontrados no grupo
controle. Isso demonstra que em células ja em processo de diferenciacdo, na
auséncia do LIF, o tratamento com altas concentracdes de TSA (100nM) pode nao
ser tdo benéfico quanto concentracdes intermediarias (50nM). Desta forma, CTE se
mostraram mais resistentes no dO do que no d>5.

McCool et al. (2007) realizaram o experimento na presenca do LIF, e quando
a TSA foi retirada observaram apds dois dias menos de 25% das células positivas
para nestina, e a intensidade da reacdo também diminuiu. O autor sugere que na
presenca do LIF, apds retirar a TSA as células retomam o fendétipo indiferenciado.
No presente experimento, no entanto, as células foram tratadas na auséncia de LIF
e em sistemas de diferenciacdo. Assim, mesmo apds a retirada da TSA as células
progrediram sua especificacdo, e exibiram uma populacdo de neurbnios superior
aos grupos tratados posteriormente e ao grupo controle.

O fato da concentracao de 100nM d5 nao ter incrementado a populacao de
precursores mas sim a de neurénios pode ter ocorrido devido ao efeito toxico desta
concentracao no d5, portanto ainda que ela tenha aumentado a populacédo este
aumento foi mascarado e nédo diferiu do controle. O tratamento com 100nMd5
ocasionou atraso no ciclo celular, que foi revertido apés a retirada da droga
(Experimento 2), e o incremento foi observado mais tarde, na diferenciacao
neuronal. No experimento 5(a), a TSA 100nMd5 se mostrou toxica e diminuiu 0s

niveis de precursores mesodérmicos e de células musculares estriadas. Aqui, ela
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apenas nao diferiu do controle no momento inicial e sim no momento tardio,
mostrando-se benéfica a diferenciacdo neuronal.

Experimentos de cultivo com neuroblastoma (Neuro2a) e com células
progenitoras neurais utilizando inibidores farmacol6gicos de HDACs também
demonstram um incremento na diferenciacdo neuronal. O uso da TSA em células
Neuro2a também modificou niveis de expressdo de HDAC (AJAMIAN et al., 2004)
e induziu saida de ciclo celular para diferenciacdo neuronal (INOKOSHI et al.,
1999).

Células tronco neurais expostas a 33nM TSA por 24hs deram origem, apos
8 dias, ao grupo com a maior taxa de neurdnios (BALASUBRAMANIYAN et al.,
2006).

Portanto, os resultados apresentados de diversos grupos de pesquisa
corroboram com 0s obtidos no presente experimento, que demonstrou a utilizacéo
da TSA benéfica tanto para a especificacdo de progenitores ectodérmicos quanto

para a diferenciacdo de neurénios.

6.5 Experimento 5: Efeitos da TSA na diferenciagdo muscular de CTE

Nossos experimentos in vitro demonstram que modificacdes epigenéticas
causadas pela atividade das HDAC influenciam o padrédo de diferenciacdo de
precursores mesodérmicos e de células musculares estriadas derivadas de CTE. A
inibicdo da atividade das HDAC pela TSA durante o cultivo em suspenséo
prejudicou a diferenciacdo muscular; a utilizacdo da TSA em concentracdes
intermediarias (50nM) no 5° dia de diferenciacdo e elevadas (100nM) no 13° dia
estimulou significativamente a progresséao da linhagem muscular estriada.

A inibicdo da atividade das HDAC pela TSA durante o cultivo em suspenséo
prejudicou a cardiomiogénese. Este resultado contrasta com o de Karamboulas et
al. (2006), que induziu cardiomiogénese indicada pela expressdo de MHC em
células P19 tratadas no periodo de agregacédo (4 dias) com 5nM TSA, enquanto o
grupo controle ndo apresentou cardiomidcitos, ja no 6° dia de diferenciacéo. Tal

fato pode ter ocorrido pela sensibilidade das células P19 a TSA ser menor do que
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CTE indiferenciadas; ainda, possivelmente a concentracdo de 15nM tenha sido
excessiva neste periodo.

Talvez a TSA atue sobre a diferenciacdo de células precursoras
mesodérmicas em células musculares, mas ndo sobre a especificacdo de CTE em
células mesodérmicas. Assim, o grupo 15nM d0-d5, onde o tratamento foi iniciado
antes da existéncia de células precursoras, nao apresentou efeitos positivos, e
como o desenvolvimento dos CE foi prejudicado pela droga, a diferenciacdo em
células musculares estriadas foi retardada e ndo detectada de forma semelhante
ao controle nos momentos estudados.

A utilizacdo da TSA em concentracdes intermediarias (50nM) no 5° dia de
diferenciacédo e elevadas (100nM) no 13° dia estimulou significativamente a
progressdo da linhagem muscular estriada. Porém, observamos um efeito do
estadio de diferenciacdo celular na dose aplicada. A concentracdo de 50nM se
mostrou benéfica no d5, e a concentracdo de 100nM prejudicial; e no d13 a
concentracao de 100nM foi benéfica e a de 50nM néao diferiu do controle. Assim,
como observado no experimento 4, as CTE em estadios iniciais de diferenciacao
sdo mais sensiveis a concentracdes elevadas da droga, enquanto em estadios
avancados necessitam altas concentragcdes para apresentarem o0s efeitos
benéficos esperados.

Ao observarmos os resultados da fracdo de area de desmina (razdo
CY3/HOECHST), verificamos que os mesmos ndao acompanharam a distribuicéo
das células desmina-positivas, como seria esperado. Tal fato pode ter ocorrido
devido ao periodo de estimulacdo com a droga ter sido maior no grupo 15nM,
podendo ter havido uma maior producéo da proteina nas células positivas, embora
o percentual de células positivas ndo tenha se elevado. No entanto, esta hipétese
foge ao ocorrido com o marcador nestina, que apresentou uma distribuicéo
semelhante tanto no percentual de células positivas quanto na razdo
CY3/HOECHST.

Ao compararmos a distribuicdo do percentual de ndcleos positivos com

células positivas para troponina | (Tabela 13), percebemos um aumento numérico
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no percentual de nucleos em todos os grupos, exceto no grupo 100nM d5. Este
resultado demonstra que no grupo em questdo, o percentual de células
multinucleadas € inferior aos outros grupos, e desta forma percebemos que o
estadio de desenvolvimento das células musculares estriadas no grupo 100nM d5
€ anterior ao encontrado nos demais grupos.

Na literatura, estdo presentes alguns trabalhos que evidenciam um
incremento na diferenciacdo muscular estriada utilizando a TSA, mas em estadios
avancados da diferenciagdo, e em concentracdes mais baixas do que as
encontradas em experimentos de neurogénese. Kawamura et al. (2005) utilizaram
aproximadamente 33nM de TSA por 24 horas no d9-d10 do cultivo em suspensao
de CTE e descreveram aumento de 6 vezes no percentual de células cardiacas;
Hosseinkhani et al. (2007) utilizaram 10nM TSA em CTE de macaco, por 24hs no
d7-d8 apds plagueamento dos CE, e perceberam aumento de 2,25 vezes no
percentual de cardiomidcitos.

Quando observamos a presenca da linhagem cardiomiocitaria em estadios
avancados, refletida pela pulsacéo de CE, percebemos uma reversédo dos efeitos
maléficos da concentracdo de 100nM d5. Nesta situacdo, os efeitos das
concentragcdes 100nMd5, 50nMd13 e controle se mostram semelhantes. Tal fato
pode ter ocorrido por esta avaliagcdo ndo considerar a populacdo percentual de
células, e sim a presenca das mesmas. Assim, provavelmente os cardiomidcitos se
apresentavam em menores percentuais no grupo 100nMd5, como refletiram os
outros resultados apresentados (desmina e troponinal).

A populacdo de células mesodérmicas e musculares estriadas se mostrou
mais sensivel a droga do que as células ectodérmicas e neurbnios. As
concentracdes de 15nM dO0-5 e 100nM d5, que foram prejudiciais as células
mesodérmicas, foram benéficas as células neuronais. No entanto, a concentracao
de 100nM no d13, que foi benéfica as células mesodérmicas, parece ter sido baixa
para as células neuronais, ja que observamos nelas efeitos positivos mas nao

comparaveis aos encontrados quando a concentracdo de 15nM d0-5 e 50nM d5.
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7 CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

A linhagem celular H106 apresentou padrdes de diferenciacao celular
adequados e pode ser utilizada para estudos de diferenciagao in vitro.

A TSA promoveu aumento das taxas de morte celular a partir da
concentracdo de 300nM (até 1,84 vezes), e aumento das taxas de
apoptose a partir da concentracdo de 100nM (até 2,2 vezes).

Os niveis de acetilacdo da lisina 9 em histonas H3 se mostraram
ausentes em CTE pluripotentes e muito baixos em CTE dO0-2 de

diferenciacéo.

Os niveis de acetilacdo da lisina 9 em histonas H3 se mostraram
maiores (4,69 vezes) em células do d5-d7 quando comparados a células
do d13-d15 de diferenciacéo.

A TSA promoveu hiperacetilagdo de Lys9H3, de forma dose-
dependente. O estaddio de diferenciacdo das CTE influenciou a
potencialidade da droga, que promoveu niveis mais drasticos de
hiperacetilacdo em CTE indiferenciadas (LIF+), seguido de CTE d0-2 de

diferenciacdo; e por ultimo CTE d5-7 de diferenciacéo.

6) A TSA promoveu aumento de até 1,34 vezes na populacdo de

precursores ectodérmicos quando aplicada no periodo d0-5 e d5, exceto
na concentracdo de 100nM.

7) A TSA promoveu aumento de até 2,3 vezes na populacdo de neurdnios

guando aplicada no periodo d0-5, d5 e d13, exceto na concentracao de
50nM d13.
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8) A TSA promoveu aumento de 1,24 vezes na populacdo de precursores
mesodérmicos quando aplicada no periodo dO-5 e d5, apenas na
concentracao de 50nM; nas concentragdes de 15nM d0-5 e 100nM, se

mostrou prejudicial.

9) A TSA promoveu aumento de até 1,5 vezes na populacdo de células
musculares estriadas quando aplicada no periodo d5 (50nM) e di3

(100nM), e prejudicial no periodo d0-5 na concentracédo 15nM.
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8 IMPLICACOES

ModificacBes epigenéticas sdo creditadas por participarem ativamente dos
padrbes celulares de expressdo génica, que estdo envolvidos no fenébmeno de
diferenciacéao celular.

Os resultados apresentados no presente estudo demonstram que 0 aumento
nos niveis de acetilacdo de histonas causado pela TSA estimula positivamente a
neurogénese e a cardiomiogénese, porém quando excessivos podem ocasionar
efeitos indesejaveis como a reducao da proliferacao celular e 0 aumento dos niveis
de apoptose. Estudos adicionais promovendo o tratamento com a TSA combinada
a outros agentes indutores das linhagens trabalhadas sdo promissores no intuito de
obter-se incrementos consideraveis nas linhagens desejadas.

Para a ciéncia basica, o presente estudo confirma o envolvimento da
acetilacdo de histonas na diferenciacao celular. Estudos adicionais de expresséo
génica poderdo elucidar aumentos da expressdao de genes especificos,
relacionados a especificacdo de linhagem, nas diferentes concentracdes de TSA
trabalhadas. Assim, a determinagdo da concentracao ideal de TSA a ser utilizada
para cada linhagem, em cada momento, podera ser efetuada considerando-se néo
apenas o fenétipo das células, mas também o programa de expressao génica que

as mesmas apresentam mediante os diversos tratamentos.
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APENDICE A

RELACAO DOS MEIOS E SOLUCOES UTILIZADOS
Todos os reagentes utilizados foram da MERK, exceto quando mencionado.

A.1 DMEM Estoque

Reagentes 1L
DMEM (envelope GIBCO BRL Cat. 12100-046) 1
Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) 3,79
Agua Milli-Q 1L

Filtrar em membrana de 22 um e armazenar em geladeira.

A.2 DMEM FPM

Reagentes 50 mL
DMEM Estoque (A.1) 45 mL
SFB (Cripion Cell Culture, Andradina SP) 5mL
Sulfato de Amicacina (Eurofarma) (15 pg/uL) 250 pL

Filtrar em membrana de 22 um e armazenar em geladeira.

A.3 DMEM CTE

Componentes 10 mL
DMEM Estoque (A.1) 8,5 mL
Piruvato Sédico (A.14) 100 pL
Knockout Serum Replacement (GIBCO BRL Cat. 10829-018) 1,5mL
Aminoacidos nao essenciais 10 mM (A.15) 100 pL
L-Glutamina 200mM (A.16) 100 pL
2-mercaptoetanol 0,01 mM (A.17) 100 pL
Sulfato de Amicacina (Eurofarma) (15 pg/uL) 250 pL

Acrescentar 10* unidades de ESGRO LIF (CHEMICON Cat. ESG-1106). Filtrar em
membrana de 22 pm.
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A.4 DMEM CTE SFB

Reagentes 10 mL
DMEM Estoque (A.1) 8,5 mL
Piruvato Sédico (A.14) 100 pL
SFB 1,5mL
Aminoacidos nao essenciais 10 mM (A.15) 100 pL
L-Glutamina 200mM (A.16) 100 pL
2-mercaptoetanol 0,01 mM (A.17) 100 pL
Sulfato de Amicacina (Eurofarma) (15 pg/uL) 250 pL

A.5 DMEM TSA 15nM, 50nM, 100nM e 150nM

Reagentes 15nM (10mL) 50nM (10mL) 100nM (10mL) 100nM (10mL)
DMEM CTE SFB (A.4) 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
Solugcao TSA para uso (A.7) 1,5 L 5 uL 10 L 10 L

A.6 Estoque TSA

Reagentes 10 mL
Tricostatina A (SIGMA Cat. T8552) 1mg
Etanol 1mL
A.7 Solucao TSA para uso

Reagentes 10 mL
DMEM CTE SFB (A.4) 32uL

Estoque TSA (A.6) luL
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Reagentes 10 mL
SFB 10 mL
DMSO (MERK Cat. 1029521000) 1mL
Sulfato de Amicacina (Eurofarma) (15 pg/uL) 50puL
Filtrar em membrana de 22 um e manter sob refrigeragao.
A.9 PBS-L (livre de Ca** e Mg*?)
Componentes 1L
NaCl 109
KCI 0,25¢g
Na,P0,4.12H,0 1,449
KH2PO,4 0,25¢g
Agua milli-Q 1L
Ajustar o pH para 7,2 e filtrar em membrana de 22um.
A.10 Solucéao Tripsina 2,5%
Reagentes 100 mL
Tripsina (GIBCO BRL Cat. 27250-042) 2,59
EDTA 0,49
NaCl 7,09
Na;P04.12H,0 0,39
KH2PO,4 0,249
KCI 0,379
D-Glicose 1,09
TRIS 3,09
Vermelho fenol (SIGMA Cat. P5530) 0,0059
Agua milli-Q 100 mL

Ajustar o pH para 7,6, filtrar em membrana de 22 um e estocar a —20° C.
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A.11 Solucgao Tripsina 0,025%

Reagentes 1L
Solucéo Tripsina 2,5% (A.10) 10mL
Solucao de Puck’s (A.12) 1L
A.12 Solucao de Puck’s
Reagentes 100 mL
NaCl 8,09
KCI 0,49
NaHCO;3; 0,35¢g
Glucose 1,09
Vermelho fenol 0,005¢g
EDTA 0,29
Agua milli-Q 1L

Adicionar os componentes sob agitagdo por 15 minutos, ajustar o pH para 7,2,
filtrar em membrana de 22 pm e estocar a 4° C

A.13 Solucao de Mitomicina-C 10ug/mL

Reagentes 200 mL
Mitomicina-C (SIGMA Cat. M4287) 29
DMEM Estoque 190mL
SFB 10mL
Sulfato de Amicacina (Eurofarma) (15 pg/uL) 1mL

Filtrar em membrana de 22 um e estocar a —20° C, protegido da luz.
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A.14 Solucgéo de Piruvato Sédico

Componentes 1mL
Piruvato Sédico (SIGMA Cat. P4562) 0,0119
Agua milli-Q 1mL

A.15 Solucéo de aminoacidos ndo-essenciais

Reagentes 100 mL
Agua milli-Q 100 mL
L-Alanina (10mM) (SIGMA Cat. A3534) 0,089g
L-Asparagina (10mM) (SIGMA Cat. A4284) 0,150g
L-Acido Aspartico (10mM) (RIEDEL-DE HAEN Cat. 27608) 0,133g
L-Prolina (10mM) (SIGMA Cat. P4655) 0,115¢g
L-Serina (10mM) (SIGMA Cat. S5511) 0,105¢g
L-Acido Glutamico (9mM) (SIGMA Cat. G5889) 0,147¢g
Glicina (10mM) (SIGMA Cat. G6388) 0,075¢g

Os aminoacidos L-acido glutamico e glicina devem ser dissolvidos separadamente
em agua milli-Q. Os componentes em solucdo acida de HCI (pH = 1,5).
Filtrar em membrana de 0,22nm e estocar na geladeira.

A.16 Solucao de L-glutamina

Componentes 1mL
L-glutamina (SIGMA Cat. G3126) 0,0292¢g
Agua milli-Q 1 mL

A.17 Solucao de 2-Mercaptoetanol

Componentes 10 mL
2-mercaptoetanol (0,1mM) (SIGMA Cat. M7522) 7,2 pL
PBS-L (A.9) 10 mL

Filtrar em membrana de 22 pm.
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Componentes 10 mL
HOECHST (bisbenzimide) (SIGMA Cat. B2261) 0,001g
PBS-L (A.9) 1 mL
PVA 0,001g
A.19 Solucado HOECHST pronta para uso

Componentes 10 mL
Solucao estoque HOECHST (A.18) 10puL
PBS-L (A.9) 1 mL
A.20 Solucao estoque de AR

Componentes 10 mL
Acido retinoico (SIGMA Cat. R2625) 0,015022¢g
DMSO 300 pL
A.21 Solucao DIC/IP

Componentes 1.5mL
Solucdo de diacetato de carboxifluresceina 0.5% em DMSO 160 pL
Solucéo de iodeto de propideo 50% em PBS-L 80 uL
Solucéo de formol a 4% 80 pL
Solucéo de citrato de sédio a 0,03% em PBS-L 1.180 mL
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