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RESUMO

Células-tronco embrionarias (ESCs) sao pluripotentes, possuem auto-renovacgao
ilimitada e devido a estas caracteristicas vém sendo utilizadas para compreender os eventos
celulares durante o desenvolvimento embrionario. Cistatina C (CysC) é um inibidor de
cisteina proteases secretado em muitos tecidos do corpo. Sua agao autédcrina/paracrina
mostrou induzir a proliferacdo de células-tronco/progenitores neurais in vivo e in vitro e
ainda, mostrou induzir a diferenciagao de células-tronco embrionarias de camundongo em
células neurais. No entanto, ndo esta claro se a inibicdo da atividade das cisteinas
proteases é realmente a chave para a diferenciacdo em células neural ou se é a porgao
glicosilada desta molécula que agiria como um co-fator de FGF (do inglés fibroblast growth
factor ) levando a este evento celular. Neste trabalho, primeiro avaliamos as caracteristicas
indiferenciadas e pluripotentes da linhagem USP-1 de ESCs de camundongo. Segundo,
estabelecemos um protocolo de diferenciacdo destas células em células neurais com acido
retindico. Em seguida, avaliamos se o inibidor sintético E64 de cisteina proteases induziria a
diferenciacdo destas células em neurdnios. E por ultimo, analisamos se CysC e o E64
teriam o mesmo efeito em ESCs humanas. Para isto, ESCs foram tratadas durante a
formacdo dos EBs (do inglés embryoid bodies) com os inibidores de cisteina proteases.
Apdés o tratamento os EBs foram transferidos para placas de cultura ou laminulas
previamente tratada com laminina e poli-D-lisine e mantidas durante 24 dias. A presenca de
células neurais foi avaliada em diferentes dias do protocolo de diferenciagdo por
imunocitoquimica, imunoblotting e PCR em tempo real. Nossos resultados mostraram que a
inibicdo de cisteina proteases com E64 induziu o incremento de células que expressam
marcadores de progenitores neurais em ESCs camundongo. As andlises qualitativas
mostraram a presenca de células com caracteristica de neurbnios jovens com perfil
migratorio, neurdnios maduros e poucas células positivas para GABA e tirosina hidroxilase.
Além disso, nao foi possivel detectar astrécitos em grandes quantidades e ndo encontramos
oligodendrécitos. As andlises das propriedades eletrofisiolégicas mostraram a presencga de
neurénios maduros com corrente de canais de Na® e K. Embora o tratamento com E64
tenha mostrado uma tendéncia de aumento no nimero de neurénios em nossas culturas em
relacdo ao grupo sem tratamento, niveis elevados de mRNA de Sox2 ainda foram
detectadas nas células tratadas com E64, sugerindo a presenca de células progenitoras
neurais. Surpreendentemente, quando nés tratamos ESCs humano com os inibidores de
cisteina proteases nao encontramos nenhum efeito sobre a inducao da diferenciacédo neural.
Estes resultados indicam que a inibicdo de cisteina proteases pode estar envolvida na
diferenciacdo de progenitores neurais durante o desenvolvimento de ESCs de
camundongos, mas em contrapartida, ndo parece participar da regulacdo da expressao de
marcadores neurais na ESCs humanas, sugerindo ainda que diferentes caminhos
moleculares podem estar envolvidos na diferenciacdo ESCs de camundongos e humanas.



ABSTRACT

Embryonic stem cells (ESCs) are pluripotent, self-renewable stem cells that have
been used to understand the role of molecules during embryonic development. Cystatin C
(CysC), an inhibitor of cysteine protease, is secreted in many tissues of the body and has
been described as a powerful inducer of cell proliferation and guidance of mouse embryonic
stem cells to a neural fate. However, it is unclear if inhibition of cysteine proteases is really
promoting differentiation into neural fates or if glycosylation of the CysC is only a co-factor of
BFGF to induce the differentiation. In this work, we first evaluated the plutipotency and self-
renewable characteristics of USP-1 mouse ESC line. Second, we established a protocol to
induce the differentiation of USP-1 line into neural cells. Next we evaluated the capacity of
the synthetic cysteine protease inhibitor, E64, to direct mouse ESC towards neural cell fates.
And in the last, we evaluated if human ESCs respond like mouse ESCs when treated with
E64 and CysC. For this purpose ESCs were treated during the embryoid bodies (EBs)
formation with the cysteine protease inhibitor. After the treatment, the EBs were transferred
to culture plates or coverslips previously treated with laminin and poly-D-lisyne and kept in
neural media for 24 days. The presence of neural cells was evaluated in different days of the
protocol of differentiation by immunochemistry and quantification of neural marker expression
was evaluated by immunoblotting and gRT-PCR. Our results show that inhibition of cysteine
proteases induced increments of early neural markers in mouse ESCs. We found migratory
neurons, mature neurons and a few specific GABAergic and dopaminergic neurons, but
astrocytes were rarely found and we did not find oligodendrocytes. Electrophysiology showed
the presence of functional mature neurons with Na* channels. Although the number of
neurons was higher when compared to a control group, high levels of Sox2 mRNA were still
detected in E64 treated cells. Strikingly, when we treated human ESCs with the cysteine
protease inhibitor we found no effect on neural differentiation. These results indicate that
inhibition of cysteine proteases may be involved in the regulation of early neural markers
during development of mouse ESCs but, not in the human ESCs, suggesting that different
pathways may be involved in ESCs differentiation into mouse and human neural cells.
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1 - INTRODUGAO
1.1 - Conceitos Gerais

O estudo com células-tronco tem possibilitado o entendimento dos
mecanismos celulares envolvidos no processo de diferenciagdo durante o
desenvolvimento embrionario (Darr e Benvenisty, 2006; Kucia et al., 2006; Giehl,
2007) e aberto novas possibilidades de terapias celulares (Kobayashi, 2006; Olivier
et al., 2006; Lyon e Harding, 2007; Tang et al., 2007).

As células-tronco apresentam caracteristicas que as diferenciam das outras
células do organismo tais como a capacidade de autorenovagcdo e a de se
diferenciar em varios tipos celulares. Em fungao da capacidade de diferenciacao, as
células-tronco podem ser classificadas como: totipotentes, pluripotentes e
multipotentes (Figura 1). As células totipotentes sédo originadas do zigoto e sao
capazes de formar todos os tecidos, incluindo os extra-embrionarios. As
pluripotentes sdo capazes de formar tipos celulares dos trés folhetos germinativos
(endoderma, ectoderma e mesoderma). Além disto, as células-tronco pluripotentes
podem ser classificadas de acordo com a sua origem, podendo ser: (1) da massa
celular interna do blastocisto (no 4° ou 5° dia apds a fecundacao - células-tronco
embrionarias); (2) da regido da prega gonadal (entre a 5% e a 10% semana do
desenvolvimento fetal — células-tronco germinativas); (3) de tumores embrionarios
como teratocarcinomas (células-tronco de carcinoma) e (4) ainda podem ser obtidas
através da manipulagdo genética ativando genes relacionados a pluripotencia. As
células multipotentes sédo células originadas de tecidos adultos ou neonatais,
possuindo capacidade de diferenciacdo comprometida com os tipos celulares

caracteristicos do tecido de origem (para revisao ver, Mendez-Otero et al., 2007).



Embrionarias
Embrionarias Germinativas de carcinoma Induzida (iPSC)

T T
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Figura 1. Fontes e tipos de células-tronco. As células-tronco totipotentes séo
obtidas a partir do zigoto. As células-tronco pluripotentes podem ser obtidas, da
massa celular interna (MCI) dos blastocistos, da prega gonadal do embrido entre a
4° e 10° semana, de teratocarcinomas ou a partir da indugdo da atividade de
fatores de transcricdo especificos. As células-tronco multipotentes podem ser
obtidas de tecido do organismo adulto, fetal e do sangue de corddo umbilical e de
tecidos adulto, como cérebro, musculo, coragao, figado e medula dssea.



Em adultos, células-tronco foram identificadas em praticamente todos os
tecidos, incluindo o sistema nervoso (Reynolds et al., 1992; Gage et al., 1995;
Doetsch et al., 1999; Johansson et al., 1999), a medula éssea (Becker et al., 1963;
Friedenstein et al., 1966; Friedenstein et al., 1970; Morrison et al., 1997; Bianco et
al., 2001), musculo esquelético (Seale e Rudnicki, 2000), as criptas do trato
gastrointestinal (Sirica et al., 1990), a pele (Ghazizadeh e Taichman, 2001), o
pancreas (Zulewski et al., 2001; Koblas et al., 2007), o figado (Sirica et al., 1990) e o
coragao (Beltrami et al., 2003). Além de dificeis de serem identificadas uma vez que
ha ainda poucos marcadores conhecidos, estes tipos de células-tronco uma vez
isoladas nao se diferenciam em todas as células do organismo adulto.

As células-tronco pluripotentes além de apresentarem a capacidade de
originar células dos trés folhetos germinativos, podem ser cultivadas por longos
periodos sem perder sua caracteristica indiferenciada. Assim, com o
estabelecimento de linhagens de células-tronco embrionarias abre-se uma maior
possibilidade de utilizar células-tronco tanto para estudos de biologia celular, como
para avaliar os efeitos celulares de novos farmacos, bem como o entendimento dos
eventos moleculares durante a diferenciacéo celular. Cabe ainda ressaltar o enorme
potencial destas células no tratamento de doengas crénico-degenerativas devido a

sua pluripotencialidade.

1.2 - Células-Tronco Embrionarias
Células-tronco embrionarias (ESCs) sao células especializadas isoladas da
massa celular interna (MCI) de blastocisto de mamiferos (Figura 2). Em
camundongos a MCI é isolada entre o terceiro e quarto dia apds a fertilizagao

(Evans e Kaufman, 1981; Martin, 1981) enquanto em primatas (Macaco Rhesus) no



sexto dia (Thomson et al., 1995) e em humanos entre o quinto e sétimo dia
(Thomson et al., 1998). As células da MCI sdo cultivadas em geral sobre uma
monocamada de células (FL) e frequentemente sao utilizados fibroblastos
embrionarios de camundongo (MEF) mitoticamente inativados (iIMEF). Nestas
condigbes, as ESCs formam colénias de células indiferenciadas. Alternativamente,
as ESCs podem ser obtidas de moérulas - uma fase anterior no desenvolvimento
embrionario- e neste caso sao isolados blastdmeros para obter as linhagens
(Klimanskaya et al., 2007; Wakayama et al., 2007). Embora estes autores tenham
sugerido que esta nova estratégia permita o desenvolvimento do embrido mesmo
com a retirada do unico blastbmero necessario a producdo das ESCs, todos os
embrides utilizados nos estudos foram destruidos, e portanto, este procedimento
nao evitaria os possiveis conflitos éticos envolvidos no uso de embrides para
pesquisa.

Além da capacidade de formarem células de diferentes tecidos in vitro, as
linhagens de células-tronco embrionarias apresentam outras caracteristicas que as
definem como células-tronco pluripotentes. Por exemplo, quando reintroduzidas
indiferenciadas em blastocistos sdo capazes de se integrar na massa celular interna
e originar células de diferentes tecidos do embrido, inclusive das linhagens
germinativas (Bradley et al., 1984; Robertson et al., 1986). Além disto, quando
injetadas indiferenciadas em tecido subcutdneo de camundongos atimicos formam
teratomas ou teratocarcinomas, tumores que apresentam células dos trés folhetos

germinativos (Martin, 1981).
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Figura 2. Culturas de células-tronco embrionarias. A massa celular interna (MCI) é
retirada do blastocisto e cultivada in vitro. As células sdo ampliadas indiferenciadas e
na auséncia de fatores de crescimentos especificos diferenciam-se em células dos trés
folhetos embrionarios: ectoderma, mesoderma e endoderma.



As primeiras ESCs isoladas da MCI foram obtidas de blastocistos de
camundongos (MESCs), por dois grupos de pesquisadores em 1981 (Evans e
Kaufman, 1981; Martin, 1981). Estes estudos com mESCs permitiram um maior
conhecimento para o primeiro isolamento de ESC humanas (hESCs) a partir de
blastdcitos doados por casais em programas de fertilizagdo in vitro. Estas células
foram mantidas somente por duas passagens sendo positivas para fosfatase alcalina
(Bongso et al., 1994). Estudos realizados por Thomson et al. (1995 e 1996) com
ESCs de Macaco Rhesus e saguis permitiram o aperfeicoamento da técnica sendo
possivel o estabelecimento logo a seguir das primeiras linhagens de hESCs in vitro
(H1, H7, H9, H13 e H14) pelo mesmo grupo. Estas linhagens foram mantidas por 32
passagens, sendo positivas para marcadores celulares no estagio indiferenciado e
formaram teratomas quando injetadas em camundongos imunodeficientes (Thomson
et al., 1998). A partir destes primeiros estudos, novas linhagens de hESCs tém sido
estabelecidas e caracterizadas por outros grupos de pesquisa abrindo novas
perspectivas para um maior entendimento dos processos de diferenciacio celular e
de aplicagao nas terapias celulares (Cowan et al., 2004).

Alem das linhagens de camundongo, de primatas ndo-humanos e humanas,
outras linhagens de ESCs também foram estabelecidas, como de cachorro (Vaags
et al., 2009), rato e coelho (Honda et al., 2008; Intawicha et al., 2009; Sano et al.,
2009).

Os sistemas de coculturas utilizados nas linhagens de ESCs permitem que
estas células mantenham-se indiferenciadas pelo contato direto com componentes
da matriz extracelular secretados e/ ou principalmente pelos fatores tréficos e de
crescimento liberados por estes FL. Neste sentido, vem sendo sugerido que iIMEF

com reduzidas passagens possuem melhor capacidade de manter ESCs



indiferenciadas (Villa-Diaz et al., 2009). Porém, estudos recentes demonstraram que
linhagens imortalizadas de fibroblastos embrionarios de camundongos e de
fibroblastos humanos permitem a manuten¢ado de hESCs indiferenciadas. Camarasa
et al. (2009) utilizando trés linhagens de iIMEF mostraram que mesmo apds 50
passagens, as IMEF eram capazes de manter diferentes linhagens de hESCs
indiferenciadas (Camarasa et al., 2009). Com o objetivo de evitar o contato com
componentes de origem nao-humana (xenocomponentes) em cultura, fibroblastos
humanos foram imortalizados pela ativacdo de genes que regulam a atividade da
telomerase e o ciclo celular. Adicionalmente os fibroblastos imortalizados foram
modificados para aumentar a secrecao de FGF[B, sendo capazes de manter
linhagens de hESCs indiferenciadas pelo menos por dez passagens (Unger et al.,
2009). Entre as diferentes FL humanas que vém sendo estudadas, podemos
destacar: células de corddo umbilical (Zhan et al., 2008), fibroblastos da pele (Unger
et al., 2008) e fibroblastos obtidos da placenta (llic et al., 2008).

Embora diversos estudos tenham utilizado FL de origem humana, parecem
existir diferencas nos fatores secretados por estas células e por células de IMEF.
Enquanto TGF-18 foi encontrado nas mesmas concentragcdes nos dois tipos de FL,
murino e humano, activina A foi detectada em grandes quantidades em meio
condicionado de iIMEF. Em contraste, FGF foi encontrado em niveis elevados em
meio condicionado de fibroblastos humanos (Eiselleova et al., 2008). Apesar dos
diversos estudos existentes, a interagcdo de FL com ESCs ainda precisa ser melhor
investigada a fim de compreender os sinais quimicos envolvidos na manutengao de
ESCs indiferenciadas.

A presenca de xenocomponetes em cultura € um risco para a utilizagdo de

hESCs em terapias, ja que o contato, principalmente em sistemas de cocultura



resulta em transferéncia de moléculas com poder imunogénico. Em 2005, Martin et
al. (2005) detectaram a presenga de um xenocomponente imunogénico, o acido N-
glicolilneuraminico (Neu5Gc), em hESCs cocultivadas com iMEF. Embora iMEF n&o
produzam microvesiculas, hESCs sdo grandes formadoras e secretoras destas
vesiculas. Analise protebmica das vesiculas obtidas de hESCs em cocultura com
IMEF detectou proteinas relacionadas a tumores invasivos e fontes de
xenoproteinas imunogénicas, como apolipoproteina, Neu5Gc e proteina Gap
retroviral de camundongo (Kubikova et al., 2009). Tanto IMEF como soro
KSR™(soro com formulagdo definida para manutengdo de ESCs) apresentam
apolipoproteinas que contaminam as hESCs tornando-as imunogénicas e nao
adequadas para possiveis transplantes (Hisamatsu-Sakamoto et al., 2008). O
antigeno Neu5Gc parece desaparecer quando culturas sao posteriormente
cultivadas na auséncia de xenocomponente (Heiskanen et al., 2007), porém nenhum
estudo foi realizado avaliando se o0s outros xenocomponentes também
desaparecem, o que ainda seria um problema para aplicacdo das hESCs em
modelos de terapia celular.

Meios condicionados enriquecidos com fatores de crescimento também se
tornaram uma opcdo para manter ESCs indiferenciadas e ainda reduzem a
quantidade de xenocomponentes no sistema (Navarro-Alvarez et al., 2008). Além
disso, culturas de hESCs sem FL sdo mais favoraveis a manipulagbes genéticas
através de transfeccdo com plasmideo, transfecgao viral e/ou do silénciamento de
genes através de RNA de interferéncia (siRNA) (Braam et al., 2008).

As células-tronco embrionarias apresentam proliferacdo celular relativamente
rapida, porém a amplificacdo destas populagdes visando uma possivel aplicacao

clinica ainda precisa ser melhorada. Neste sentido o uso de microcarregadores para



culturas de hESCs mostrou ser eficaz na expansao em larga escala destas células
no estado indiferenciado, além de reduzir os custos do procedimento (Phillips et al.,
2008; Fernandes et al., 2009), proporcionando assim uma alternativa viavel e segura
para a ampliacao destas culturas in vitro. Em culturas de mESCs a presenca de LIF
e FL sdo determinantes para a manutencao destas células no estado indiferenciado.
Porém, recentemente foi observado que a utilizagdo de uma metodologia com a
utilizagdo de sistema 3D simulando a microgravidade de 10° g manteve mESCs
indiferenciadas na auséncia de FL e LIF (Kawahara et al., 2009).

A pluripoténcia e a capacidade de auto-renovagdo das células-tronco
embrionarias estdo relacionadas a fatores enddgenos, como fatores de transcrigao.
Por exemplo, o fator de transcricdo Oct-3/4, que é expresso no periodo pré-
implantagdo do embrido, tem sua regulagdo diretamente relacionada com a
pluripoténcia (Yeom et al., 1996). Além disso, Oct-3/4 liga-se a regido promotora do
DNA promovendo a expressédo de outros genes envolvidos na auto-renovagéo das
células-tronco, como Fgf e Rex1 (Zfp-42) (Ambrosetti et al., 1997). Outros fatores
relacionados com os estagios iniciais do desenvolvimento do embrido sdo o Sox2 e
Nanog. Foi demonstrado ainda que Sox2 é capaz de regular a transcricdo de Oct-3/4
e de Nanog. Além disso, quando blastocistos de camundongos ausentes para Sox2
sdo cultivados in vitro ndo se observa a formagédo de linhagens de células-tronco
embrionarias, ocorrendo somente a diferenciacao de células do trofoectoderma e do
endoderma parietal (Avilion et al, 2003; Okumura-Nakanishi et al., 2005).
Resultados semelhantes aos obtidos com relagdo a Sox2 foram observados quando
embrides livres de Nanog foram cultivados in vitro, resultando na auséncia de MCl e
na formacédo de somente células do endoderma parietal (Mitsui et al., 2003). Tanto

em mESCs como em hESCs a redug¢ao na expressao de Nanog leva a diferenciagao



para células com fendtipos extraembrionarios, mostrando que Nanog tem papel
importante na pluripoténcia e na diferenciacdo de células-tronco embrionarias
(Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003).

Linhagens de ESCs de diferentes origens apresentam diferengas em relagao
ao seu cultivo, principalmente em relagcdo aos fatores exégenos acrescentados ao
meio de cultivo. Em culturas de mESCs a presenca do LIF parece ser essencial para
manutengdo do estado indiferenciado (Smith et al., 1988; Williams et al., 1988). Ja
no caso de hESCs, LIF ndo é necessario para a manutencdo do estado
indiferenciado, ja que nestas linhagens a ativagdo de STAT3, via receptor de LIF
(LIFR) n&o é suficiente para prevenir a diferenciagdo (Daheron et al., 2004;
Humphrey et al., 2004). Por outro lado, FGF € necessario para manutengédo das
hESCs indiferenciadas. Neste caso, FGFB ativaria a fosforilagdo de ERK1/2
regulando o gene c-Fos, o qual esta envolvido nos processos de proliferacéo e
diferenciagdo celular (Amit et al., 2000; Dvash et al., 2004; Kang et al., 2005). Em
mESCs, a ativagdo de ERK1/2 parece ndo manter as células indiferenciadas
(Burdon et al., 1999). Sendo assim, fatores exdégenos parecem ativar as vias de
sinalizagao intracelular de linhagens de ESCs de modo diferente, podendo induzi-las
ao processo de diferenciagdo ou manté-las no estado indiferenciado.

Como alternativa para uso de ESCs, recentemente, células somaticas e
embrionarias de camundongo foram reprogramadas, induzindo estas células a
apresentarem as muitas caracteristicas semelhantes de ESCs (chamadas de
células-tronco pluripotente induzidas - iPSCs) (Takahashi e Yamanaka, 2006).
Utilizando a mesma metodologia, os mesmo quatro fatores de transcricdo (Oct-3/4,
Sox-2, KIf-4 e c-Myc) foram inseridos em fibroblastos humanos da pele, formando

coldnias semelhantes as coldonias de hESCs. As células destas colbénias

10



expressaram marcadores de células indiferenciadas, diferenciaram-se em células
dos trés folhetos embrionarios in vitro e formaram teratomas in vivo (Takahashi et
al., 2007). Usando a mesma combinacgéo de fatores de transcrigéo, iPSCs humanas
foram geradas a partir de células fetais, células de neonato e de fibroblastos
primarios de adultos (Park et al., 2008). Em outro estudo foi proposta uma outra
combinagdo de fatores transcricdo (Oct-3/4, Sox2, Nanog e Lin28), que também
resultou na formacéao de células pluripotentes a partir células somaticas humanas de
neonatos e de fetos (Yu et al., 2007). Todavia, as células pluripotentes geradas
através da manipulagdo génica possuem limitagbes quanto ao uso em terapias, ja
que resultaram de transfecgdo génica por retrovirus ou lentivirus, cujo material
genético integra-se a célula hospedeira. O uso de adenovirus, embora ainda possua
a desvantagem de estimular o sistema imunolégico, mostrou cerca de 20-30% de
eficacia na geracdo de iPSCs murinas com os mesmos fatores utilizados por
Takahashi et al. em 2007, tornando-se uma alternativa para a aplicacdo das iPSCs
em terapias clinicas (Stadtfeld et al., 2008). Adicionalmente, o uso de plasmideo
para inser¢cao do DNA complementar dos fatores de transcricdo Oct-3/4, Sox-2, Klf-4
e c-Myc, também surge como possibilidade para obtengao segura das iPSCs (Okita
et al., 2008). Células-tronco neurais humanas obtidas de tecido fetal mostraram ser
mais induziveis a formacgao de iPSCs, ja que foi possivel reprograma-las utilizando
apenas o fator Oct-3/4 através da infecgéo viral com retrovirus (Kim, et al., 2009).
Outras metodologias que evitam a incorporagdo do material genético de vetores vém
sendo descritas, incluindo o uso de vetor episomal e a utilizacdo de peptideos - CPP
(Kim, et al., 2009; Yu et al., 2009). As iPSCs sao excelentes alternativas de células-
tronco pluripotentes devido a sua similaridade com ESCs, evitando problemas éticos

como a utilizacéo de blastocistos humanos.
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1.3 - Diferenciagao de células-tronco embrionarias em fenétipos neurais

A diferenciagdo de ESCs in vitro utilizando fatores extrinsecos, como fatores
de crescimento e troficos permitem além da especializacdo celular, a analise
molecular das células isoladas, possibilitando avaliar vias intracelulares, fatores de
transcricdo e genes envolvidos durante o processo de diferenciagéo.

Células-tronco embrionarias sdo capazes de se diferenciar espontaneamente
in vitro gerando células dos trés folhetos germinativos. Para induzir a diferenciagcéo
espontanea, as ESCs s&o cultivadas em placas bacteriolégicas ou tratadas com
polimeros que inibem a adesdo (cultura em suspensdo) e na auséncia de fatores
que as mantém no estado indiferenciado, como FGFB e LIF, ddo origem a
agregados celulares chamados de corpos embridides (EBs). Estes EBs quando
transferidos para placas de culturas diferenciam-se espontaneamente em células
dos trés folhetos germinativos (Martin, 1981; Odorico et al., 2001). Embora a
diferenciagdo espontanea gere cerca de 20-30% de células neurais, este numero é
ainda muito pequeno para possiveis terapias e as células neurais produzidas estido
misturadas com outros tipos celulares (Schuldiner et al., 2001). Para uma maior
diferenciacao de células com fendtipo neural a partir de ESCs, fatores extrinsecos
podem ser empregados, guiando as ESCs para tipos celulares especificos do
sistema nervoso, aumentando o rendimento de células neurais in vitro para posterior
purificacao.

A sinalizagdo celular via Notch nas fases iniciais do desenvolvimento do
sistema nervoso central mostrou ter um papel importante na proliferagcdo e
diferenciagao celular (Lardelli et al., 1996). Em modelos in vitro a sinalizagdo de

receptores para Notch ativam o gene sonic hedgehog (Shh) e o fator de transcrigao
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STAT-3, que estdo envolvidos na sobrevivéncia e na diferenciacdo de ESCs em
células neurais (Androutsellis-Theotokis et al., 2006). A deplegcdo ou inibicdo de
fatores envolvidos na manutengao do estado indiferenciado e/ou na diferenciagcao de
células ndo neurais também podem ser utilizadas para enriquecer precursores de
células neurais in vitro. A sinalizagao celular de Wnt ativa a via B-catenina que tem
sido relacionada com varios mecanismos celulares, incluindo a autorenovacgao de
células-tronco (Nusse, 2008). Assim a inibigdo dos sinais de BMP (relacionado com
a diferenciagdo de células do mesoderma) e Wnt vem sendo utilizados como
estratégia na obtengdo de culturas enriquecidas com fendtipos celulares neurais a
partir de ESCs (Lamb et al., 1993; Anderson et al., 2002).

O emprego do acido retindico (AR) em meio de cultura mostrou ser importante
na diferenciacdo de células embrionarias de teratocarcinoma (P19) em células
neurais, principalmente neurdnios (Jones-Villeneuve et al., 1982; Bain e Gottlieb,
1994). O AR apresenta a mesma acao indutora em ESCs e vem sendo utilizado em
diferentes protocolos de diferenciagdo para obtengdo de fendtipos neurais (Bain et
al., 1995; Fraichard et al., 1995; Bain et al., 1996; Glaser e Brustle, 2005). O efeito
do AR parece ser dose dependente, como observado em hESCs, ja que altas
concentracbes deste componente, geram um maior numero de neurdnios
(Schuldiner et al., 2001). A acado do AR na indugdo da diferenciacéo para o fenétipo
neuronal esta correlacionada com a expressdo de fatores de transcrigdo, como
Pax6, envolvidos no desenvolvimento do sistema nervoso central (Gajovic et al.,
1997). Por outro lado, o tratamento com AR em células de carcinoma embrionario,
além de favorecer a diferenciacdo para neurbnios, também mostrou um incremento
na morte celular por apoptose (Herget et al., 1998), revelando limitagcdes na

obtengao de fendtipos neurais em larga escala.
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Outros métodos de obtencdo de culturas enriquecidas em células com
fendtipos neurais a partir de ESCs também foram propostos. Por exemplo,
precursores neurais foram obtidos quando hESCs sofreram diferenciacao
espontanea por trés semanas, dando origem a areas com células colunares,
chamadas de rosetas neurais, as quais sado areas morfologicamente semelhantes ao
neuroectoderma primordial. Estas areas foram isoladas mecanicamente e
plagueadas em laminina gerando células que expressavam marcadores neurais
como N-CAM, nestina e vimentina (Reubinoff et al., 2000). A utilizagdo de meios
definidos para obtencdo de progenitores neurais a partir de hESCs também foi
avaliada. Meio de cultura foi suplementado com FGFB e um conjunto de
componentes (insulina, transferrina, selenito de sdédio, progesterona, putrescina)
conhecido comercialmente como suplemento N2 (Bottenstein e Sato, 1979), gerando
um maior numero de rosetas neurais que posteriormente foram isoladas com
tratamento enzimatico com dispase (Zhang et al., 2001). Este protocolo permitiu o
isolamento de precursores neurais, capazes de formar neurdnios, astrocitos e

oligodendrdcitos quando induzidos com PDGF.

1.3.1- Diferenciacdo de células-tronco embrionarias em neuronios
dopaminérgicos
A combinacdo de AR com outros componentes pode ampliar o numero de
células neurais, pela inibicdo da morte celular ou pelo aumento da proliferacédo dos
progenitores gerados. Neste sentido, neurénios dopaminérgicos foram obtidos a
partir de hESCs através da adicdo de BDNF ou TGF-a em combinacdo com AR e
FGFB. Culturas de hESCs foram mantidas por 21 dias, gerando cerca de 20% de

neurénios que expressam tirosina hidroxilase, enzima fundamental para sintese de
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dopamina (Park et al., 2004). O sistema de cocultura também mostrou ser eficiente
na diferenciacdo de hESCs em neurbénios dopaminérgicos. Neste caso, células de
estroma de medula o6ssea (MS-5), que superexpressam ou nao Wnt1, em
combinacdo com diversos fatores, incluindo BDNF, Shh, GDNF, FGF8 e TGF-33,
induziram a diferenciacdo de hESCs em neurbnios dopaminérgicos in vitro (Perrier
et al., 2004). Diferenciagdo em células neurais incluindo elevado numero de
neurénios que expressam tirosina hidroxilase também foi alcangada quando hESCs
foram cocultivadas com células PA6 (células de estroma de camundongo), tendo
seu efeito inibido quando BMP4 foi introduzido ao sistema (Zeng et al., 2004,
Brederlau et al., 2006). Recentemente, um estudo da analise génica por
microarranjo detectou quatro fatores (SDF-1; PTN, pleiotrofina; IGF-Il; e EFNB1,
eferina B1) liberados em conjunto pelas células PA6 como responsaveis pela
diferenciagdo de neurbnios dopaminérgicos a partir de ESCs (Vazin et al., 2009).
Com maior eficiéncia, Cho et al. (2008), usando metodologia para isolar progenitores
neurais através da formacdo de esferas em conjunto com a combinagcdo de
diferentes fatores, desenvolveram um protocolo para gerar neurdnios
dopaminérgicos, com aproximadamente 92% de células expressando tirosina
hidroxilase (Cho et al., 2008a; Cho et al., 2008b). Outras combinacbes de fatores
para guiar ESCs a se diferenciar em neurbnios dopaminérgicos também foram
propostas incluindo a presenga de GDNF e Noggin (Buytaert-Hoefen et al., 2004;

Sonntag et al., 2007; Chiba et al., 2008)

1.3.2 - Diferenciacao de células-tronco embrionarias em motoneurdnios
O isolamento e cultivo de rosetas, obtidas previamente através da indugao de

hESCs com suplemento N2 e heparina, originou culturas enriquecidas de células
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com fendtipo neural. Estas células foram cultivadas na auséncia de soro e na
presenca de AR e Shh dando origem a motoneurénios com atividade
eletrofisioléogica que expressam colina acetiltransferase e proteinas de vesiculas
transportadoras de acetilcolina (Li et al., 2005). A sinalizagdo via a proteina Shh é
bem caracterizada para o desenvolvimento de estruturas ventrais no sistema
nervoso, sendo fundamental na diferenciagdo de ESC em neuroectoderma (Maye et
al., 2004). Recentemente, purmofamina, um farmaco que induz a diferenciagdo em
células o6sseas, mostrou-se eficaz em substitur AR e Shh na inducdo da
diferenciagcdo para motoneurdnios a partir de hESCs. Neste protocolo apds duas
semanas sem fatores morfogénicos foi adicionado AR e Shh ou purmofamina
obtendo-se em ambos os protocolos para motoneurdnios funcionais (Hu e Zhang,
2009). Outros tipos de neurdnios também foram gerados a partir de ESCs como
neurénios serotoninérgicos (Lee et al., 2000; Alenina et al., 2006; Kumar et al.,
2009), GABAérgicos (Chatzi et al., 2009) e neurbnios cerebelares, incluido células

de Purkinje (Paredes et al., 2006; Tao et al., 2009).

1.3.3 - Diferenciacao de células-tronco embrionarias em neurdénios da retina

A retina é considerada parte do sistema nervoso central. Sua estrutura e os
componentes celulares ja estdo bem descritos tornando-se excelente modelo para
protocolos de diferenciacdo de ESCs. Diversos grupos tém publicado protocolos
para diferenciar ESCs em progenitores e neurénios da retina. Trabalhos de Aoki et
al. (2006, 2007 e 2008) vém mostrando a diferenciagdo e integracdo de mESCs
previamente diferenciadas através da cocultura com células de estroma PAG. Estas
células apos serem transplantadas se diferenciam em células ganglionares da retina,

in vitro e in vivo, principalmente em retinas de camundongos que sofreram perda
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destas células devido a injecao intravitrea de NMDA um agonista do glutamato.
Embora as células se integrem a retina e sobrevivam por longos periodos apos o
transplante n&o foi possivel detectar potenciais visuais evocados (Aoki et al., 2006;
2007; 2008).

A utilizagao de fatores extrinsecos para guiar o processo de diferenciagéo ao
fendtipo de progenitores de neurdnios da retina também vem sendo estudado (lkeda
et al., 2005; Lamba et al., 2006; Osakada et al., 2008; Jagatha et al., 2009). Em
mMESCs, lkeda et al. (2005) mostraram uma indugdo eficiente de progenitores da
retina utilizando uma combinagdo de antagonista de Wnt (Dkk1), de Nodal (LeftA) e
de Activina-A. A combinacéo destes trés fatores foi capaz de gerar cerca de 25% de
colénias imunopositivas para Rx e Pax6, ambos expressos em progenitores
neuronais da retina. Quando estes progenitores foram cocultivados com retina
embrionaria se diferenciaram e expressaram recoverina e rodopsina, marcadores de
fotorreceptores (lkeda et al., 2005).

A combinacao de inibidores de BMP e Wnt ou a combinagdo de antagonistas
Nodal e de Wnt também foram utilizados em hESCs guiando a diferenciagdo em
progenitores de neurdnios da retina e fotorreceptores (Lamba et al., 2006; Osakada
et al., 2008). Neste sentido, corpos embridides foram formados durante trés dias
combinando noggin (inibidor de BMP), DKK1 (inibidor de Wnt) e IGF-1. Em seguida
foram transferidos para suporte de Matrigel® e mantidos durante trés semanas no
mesmo meio de cultura suplementado com FGFB. Embora o protocolo descrito por
Lamba et al. tenha obtido cerca de 82% de células com expressao de progenitores
da retina, o numero de células que expressam s-opsina e rodopsina (marcadores de
fotorreceptores) foi muito baixo, cerca de 0,01% (Lamba et al., 2006). A utilizagéo de

inibidor de Wnt e Nodal seguida da combinacdo de FGFa, FGFf3, taurina, Shh e AR
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foi capaz de aumentar o numero de células que expressam rodopsina gerados a

partir de hESCs (Osakada et al., 2008).

1.3.4 - Diferenciacao de células-tronco embrionarias em células da glia

Células da glia, principalmente oligodendrécitos, também sdo alvos de
diferenciacdo a partir de ESCs, visando terapias celulares em doencas
desmielinizantes. Em protocolos classicos de diferenciagdo, como a utilizacido do
AR, o numero de oligodendrécitos gerados € baixo. Sendo assim, como visto para
determinados tipos de neurbnios, metodologias de enriquecimento de
oligodendrdcitos vém sendo desenvolvidas.

Neste sentido, o tratamento com AR em conjunto com meio enriquecido com
suplemento N2 gerou progenitores de oligodendrécitos. Estes progenitores foram
deslocados da placa de cultura sob leve agitagdo e entdo recolhidos no
sobrenadante (Liu et al., 2000). Outros fatores extrinsecos também vém sendo
empregados para enriquecimento de oligodendrécitos in vitro. Interleucina-6 ligada a
uma forma soluvel do seu receptor foi capaz de promover a diferenciacdo de ESCs
em oligodendrdcitos via glicoproteina 130 (Zhang et al., 2004). Em hESCs,
oligodendrdcitos foram gerados através de varias etapas de diferenciagdo, com
diferentes combinagbes de componentes extrinsecos. Progenitores de
oligodendrdcitos foram isolados através de selecdo mecanica por leve agitagdo em
meio enriquecido com EGF (Nistor et al., 2005). Em metodologia mais simples e
mais eficiente, rosetas neurais foram isoladas de hESCs previamente induzidas com
suplemento ITSF, gerando precursores neurais que foram entdo guiados a
diferenciar-se em progenitores de oligodendrécitos sobre influéncia dos fatores de

crescimento EGF e PDGF. Apds ampliagao destes progenitores, o horménio T3 foi
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adicionado ao sistema de cultivo na auséncia de mitdgenos para amadurecimento
dos oligodendrocitos (Kang et al., 2007). Proteinas da matriz extracelular também
estdo envolvidas no favorecimento da diferenciagdo de oligodendrdcitos a partir de
hESCs. A indugao inicial com Shh, AR e noggin seguida de transferéncia para
suporte com vitronectina gerou progenitores de oligodendrdcitos in vitro, capazes de
proliferar e amadurecer sobre influéncia de mitégenos (Gil et al, 2009).
Recentemente a combinacdo de dois componentes, o HGF e o suplemento G5
(insulina, tranferrina, selenito de sddio, biotina, hidrocortisona, FGF3 e EGF) também
gerou oligodendrocitos a partir de hESCs. Neste protocolo, apds indugao inicial com
estes dois componentes, foram formados agregados celulares em suspenséo e
mantindos durante um més com HGF. Ao final foram geradas células que

expressavam O4 e MBP, ambos marcadores de oligodendrdcitos (Hu et al., 2009).

1.4 - Cisteina proteases e inibidores de cisteina proteases na proliferagao e
diferenciacao de progenitores neurais
Cisteina proteases (EC 3.4.22) pertencem a uma classe de proteases que
possuem um mecanismo comum de catalise que envolve o radical tiol e um sitio
ativo conservado composto por residuos de cisteina e histidina. Cisteina proteases
sdo enzimas amplamente distribuidas na natureza e foram descritas primeiramente
a partir do isolamento da papaina a partir do extrato da fruta papaia. Entre as
cisteina proteases de mamiferos as calpainas, catepsinas e caspases vém
recebendo maior atencdo, devido ao seu papel na fisiopatologia de diversas
enfermidades.
A atividade proteolitica das calpainas é tipicamente limitada e normalmente se

apresenta inativa, sendo ativada por ions calcio e fosfolipideos (Saido et al., 1992).
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Sua atividade é regulada pelo nivel de compartimentalizagdo da enzima e pela
calpastatina, seu inibidor endogeno. Calpainas tém sua atividade considerada
maxima em pH neutro e tém sido relacionadas com diversos eventos celulares.
Dependendo da maneira que sao ativadas e do tipo celular envolvido, sua acéo
pode ser intracelular, ser liberada para a matriz extracelular e/ou ser translocada
para o nucleo levando a protedlise de proteinas nucleares e fatores de transcricao
(Goll et al., 2003).

As catepsinas sdo um amplo grupo de proteases geralmente lisossomais
também envolvidas em diferentes eventos celulares. Em humanos ja foram descritas
onze catepsinas com atividade de cisteina proteases, entre elas podemos citar as
catepsinas H, B, S, F e L. Com excecao da catepsina S, todas catepsinas humanas
possuem Otima atividade em pH &acido, sendo compativel com a atividade do
lisossomo. Em mamiferos as catepsinas estdo envolvidas em diversos eventos
celulares como apresentagdo de antigeno, degradagdo de proteinas durante a
reciclagem e maturagcdo hormonal, entre outras (Lecaille et al., 2002).

Caspases sao cisteina proteases que inicialmente foram descritas como
ativadoras de citocinas proinflamatérias e em seguida foram mais amplamente
estudadas no processo de morte celular por apoptose. Em mamiferos estao
reunidas em um grupo de quatorze caspases, as quais sete delas estdo envolvidas
com a morte celular. De acordo com a posi¢cdo hierarquica da sua atividade
proteolitica pode ser dividas em iniciadoras e executoras. Sua atividade é
dependente de ativacdo que pode ser através de duas vias diferentes: extrinseca,
iniciada por receptores; e intrinseca relacionada com o dano mitocondrial. Estao
dispersas no citoplasma, agindo em pH neutro e uma vez ativadas possuem agao

proteolitica clivando o citoesqueleto. Uma vez translocadas para o nucleo, ativam
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endonucleases que clivam o DNA em multiplos pares de bases com tamanho entre
180 e 200 pares de base (Feinstein-Rotkopf et al., 2009).

As cisteina proteases apresentam inibidores enddgenos. Entre os inibidores
endogenos a calpastatina € inibidor especifico das calpainas. Distribuida em
diversos tipos celulares possui agao regulatéria em fungédo da atividade proteolitica
desta cisteina protease. Outro inibidor endégeno séo as cistatinas (Cys). Cistatinas
constituem uma superfamilia dividida em trés tipos. As cistatinas do tipo 1 perdem a
ligacdo dissulfeto e inibem principalmente cisteina proteases intracelulares. As
cistatinas do tipo 2 possuem duas ligagdes dissulfeto e geralmente sdo secretadas
para o meio extracelular. Todavia, recentemente foi mostrado que um membro desta
familia, a cistatina C (CysC), foi internalizada em células tumorais (Ekstrom et al.,
2008). As cistatinas do tipo 3 de alto e baixo peso molecular contém coépias das
sequéncias das cistatinas do tipo 2. Cistatinas inibem catepsinas e as papainas,
porém nao inibem as calpainas, com excecdo quando altas concentracdes de
cistatinas do tipo 3 séo utilizadas. Muitos inibidores organicos de cisteina proteases
ja foram descritos, como leupeptina, antipaina e N-etilmaleimida, porém quando
utilizados em ensaios in vitro sdo toxicos ou agem em outras proteases como serina
proteases (Katunuma e Kominami, 1995). O inibidor sintético de cisteina proteases
E64 (trans-Epoxisuccinil-L-Leucilamido-(4- Guanidino) Butano) tem acéo irreversivel
e especifica sobre cisteina proteases, € capaz de inibir catepsinas uma hora apds
ser administrado in vivo e ainda possui reduzida toxicidade em células de mamiferos

(Barrett et al., 1982; Hashida et al., 1982; Katunuma e Kominami, 1995; Figura 3).
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Figura 3. Cisteina proteases de mamiferos e estrutura quimica do E64. As cisteina
proteases encontradas em mamiferos sado divididas em trés grupos, contendo varios
membros. Em mamiferos, as cistatinas inibem as catepsinas enquanto o inibidor E64
inibe as catepsinas e as calpainas. As caspases possuem outros mecanismos de
ativacdo e de inibicdo (A). Estrutura quimica do trans epoxisuccinil-L-leucilamido-(4
guanidino)-butano/E64 (B).
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A inibicdo de cisteina proteases vem sendo estudada em diversos eventos
biolégicos como na morte celular, na migragéo celular, no processo inflamatério, na
interagdo parasito-hospedeiro e na diferenciagédo celular. A CysC foi detectada em
diferentes tecidos do corpo e durante o periodo de implantacido do embrido no utero
ocorre o aumento da sua expressao pelas células da decidua mostrando uma
relacdo com as proteases liberadas pelo trofoblasto. O papel dos inibidores de
cisteina proteases durante a implantagdo foi comprovado apos o E64 ser injetado
em fémeas de camundongo gravidas impedindo a nidagéo (Afonso et al., 1997).
Adicionalmente, fatores de crescimento TGFB e EGF regulam positivamente a
expressao do gene da CysC de células da decidua in vitro. Assim, os inibidores de
proteases podem ser liberados e/ou ativados em resposta a acao de fatores de
crescimento. Isto indica que outros mecanismos podem estar envolvidos na
regulagéo da atividade de inibidores de proteases (Afonso et al., 2002).

No sistema nervoso, a CysC ja foi detectada no plexo cordide, em neurdnios e
astrocitos hipotalamicos (Thomas et al., 1989; Yasuhara et al., 1993). A reducao da
sua expressao esta relacionada com doencgas degenerativas, como Alzheimer
(Benussi et al., 2003; Ghidoni et al., 2007). A expressdo de CysC também foi
detectada em células ganglionares, em neurdnios fotorreceptores e no epitélio
pigmentar da retina. O balango da expressdo de catepsinas e CysC durante o
desenvolvimento da retina é importante no remodelamento da matriz extracelular
permitindo a formagdo das camadas celulares da retina (Ahuja et al., 2008). O
aumento da expressao da CysC e das catepsinas B, L e S esta envolvida com o
estresse oxidativo. Em modelo de degeneragdo macular da retina, onde
camundongos foram expostos a condigdo de hiperdéxia ambos os mRNA da

catepsina e CysC tiveram a expressdo aumentada (Alizadeh et al., 2006). Assim
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cisteina proteases e seus inibidores sdo expressos em células do sistema nervoso,
participando dos mecanismos das doengas degenerativas e do desenvolvimento
embrionario.

O papel das cistatinas também foi avaliado em células-tronco neurais.
Cistatinas foram detectadas no tecido neuroepitelial embrionario, em células
ependimarias e subependimarias da parede do ventriculo lateral de ratos adultos.
Cistatina B, um membro da familia tipo 1 das cistatinas foi detectada em células-
tronco neurais isoladas e mantidas in vitro da parede do ventriculo lateral e do
hipocampo (Brannvall et al., 2003). Cistatina C também é expressa e secretada por
células-tronco neurais e sua acao autdcrina/paracrina parece estar relacionada com
a especificagdo de células gliais (Cai et al.,, 2004; Hasegawa et al., 2007). A
expressao deste inibidor endégeno em progenitores de astrocitos parece ter uma
relacdo com a expressao de GFAP, sendo expresso antes de GFAP quando estas
células sdo tratadas com TGFB. A acgado paracrina da CysC parece guiar estes
progenitores gliais para diferenciagdo em astrécito regulando a expressdo de GFAP
e impedindo a diferenciagdo em oligodendrécitos (Kumada et al., 2004). CysC
também esta relacionada com a proliferagdo de progenitores neurais do hipocampo.
Em cooperagdo com FGFB aumentou a proliferagdo de progenitores neurais do
hipocampo in vivo e in vitro (Taupin et al., 2000). Embora Taupin et al. (2000)
tenham sugerido que apenas a porcao N-glicosilada da CysC seria capaz de induzir
a proliferagcdo dos progenitores neurais, estudos mais recentes mostraram que
outras isoformas, tanto N como O-glicosiladas também seriam capazes de induzir a
proliferagdo dos progenitores neurais e ainda, que o mecanismo celular envolvido
parece ser independente de atividade enzimatica (Taupin et al., 2000; Dahl et al.,

2004; Hasegawa et al., 2007).
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Em 2006, Kato et al. investigando o meio condicionado de neuroesferas
(agregados esféricos de células-tronco neurais) identificaram, em uma fragcdo de
moléculas de peso molecular menor que 20kDa, a presenga da CysC. Quando
trataram mESCs com o recombinante de camundongo deste inibidor enddégeno das
cisteina proteases observaram uma potente indugdo para diferenciagdo em células
neurais. Portanto, a CysC parece ter um envolvimento na proliferagdo de
progenitores neurais e na diferenciagdo de mESCs em células neurais. Entretanto,
ainda ndo esta claro se sua glicosilagdo é a chave do mecanismo para induzir a
proliferacdo e a diferenciacao celular. Novos estudos precisam ser realizados para
melhor compreendermos o0s mecanismos moleculares da CysC e de outros
inibidores de proteases na diferenciagao de células neurais.

Fatores extrinsecos sdo ferramentas importantes para o estudo da
diferenciagao celular, podendo contribuir para esclarecer os eventos celulares
durante o desenvolvimento embrionario. Apesar da importancia dos inibidores de
proteases no desenvolvimento embrionario, poucos trabalhos tém avaliado o seu
papel durante o processo de diferenciacdo em células-tronco embrionarias. Nenhum
trabalho avaliou se a inibicdo de cisteina proteases de mESCs induz a diferenciacéo
em células neurais in vitro. Além disso, ainda ndo foi investigado o papel
neurodiferenciador da CysC em hESCs. Sendo assim, o estudo que sera
desenvolvido nesta tese de doutorado pode gerar um novo protocolo de
diferenciagcao de ESCs em células neurais através da inibicao de cisteina proteases,

sugerindo um papel ainda ndo descrito das mesmas na diferenciagao celular.
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2 - OBJETIVO GERAL

Neste estudo visamos verificar o possivel papel do inibidor sintético de
cisteina proteases E64 na diferenciacdo de mESCs em células com fendtipo neural.
Adicionalmente, investigamos se o E64 e o recombinante humano da cistatina C
induzem a diferenciacao de hESC em células neurais.

2.1 — Objetivos Especificos:

. Avaliar o protocolo descrito por Fraichard et al. (1995) de diferenciagcao
de células-tronco embrionarias de camundongo (linhagem USP-1) em células
neurais, utilizando a linhagem celular USP-1 e o meio Neurobasal® suplementado
com B27, para o enriquecimento neuronal.

. Avaliar se a inibigdo de cisteina proteases com E64 induz a
diferenciagdao de mESC em células neurais.

. Avaliar se o recombinante cistatina C humana é capaz de induzir a
diferenciagdo de hESCs em células neurais.

. Avaliar se o tratamento com o inibidor de cisteina proteases E64 induz

a diferenciacdo de hESCs em células neurais.
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3 — MATERIAIS E METODOS
3.1 — Cultura de Células
3.1.1 - Fibroblastos embrionarios de camundongo

Todos os procedimentos com animais seguiram as normas € a aprovagao
(IBCCF 045) da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias da
Saude (CEUA-CCS).

Fibroblastos embrionarios de camundongo (MEFs) foram obtidos de
camundongos C57Black/6 no periodo embrionario de 14 dias (E-14). Para isto,
fémeas gravidas foram sacrificadas e os uteros inteiros removidos para uma placa
de Petri com tampao fosfato 10 mM pH 7,4 (PBS do inglés Phosphate Buffer
Solution). Em seguida, os embrides foram retirados e transferidos para uma placa
contendo meio DMEM-F12 (Invitrogen, CA - USA). Em ambiente estéril, os embrides
foram dissecados, retirando a cabeca e todas as visceras. O tecido restante foi
picotado e dissociado com tripsina-EDTA 0,25% (Invitrogen) por cinco minutos a
37C°. Em seguida foi adicionado o dobro do volume da amostra de meio MEF
[DMEM-F12 acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB), e 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco/Invitrogen) e 2 mM de glutaminal. O material foi
mantido a temperatura ambiente por aproximadamente dez minutos para decantar
os fragmentos de tecido restantes. Apos coletar o sobrenadante o material foi
centrifugado a 300 g por cinco minutos e o sedimento foi ressuspendido em meio
MEF e as células contadas em céamara de Neubauer. As células foram transferidas
para placas de cultura de 100 mm na proporgcdo de 5,5 x 10° células/placa e
mantidas em ambiente umido a 37°C com 5% de CO, para ampliagdao em até cinco
passagens. As células foram entdo congeladas em SFB com 5% de dimetil suféxido

(DMSO — Merck, RJ- Brasil) e mantidas em nitrogénio liquido.
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Para utilizacdo em cocultura com ESCs, o ciclo mitético das MEFs foi
inativado. As células foram lavadas trés vezes com PBS e posteriormente foi
adicionado meio DMEM-F12 com 30 yM de Mitomicina C (Sigma — Aldrich, MO -
USA). As células foram incubadas por 3 horas a 37 C° em 5% de CO2. Ao fim de
novo ciclo de trés lavagens com PBS foi adicionado meio MEF e as células foram
mantidas até o dia seguinte para uso com as ESCs. Alternativamente as células
foram y-irradiadas com 4.000 rad em DMEM-F12 em colaboragdo com Instituto
Nacional do Cancer (INCA). As MEFs y-irradiadas foram congeladas seguindo o
mesmo protocolo de congelamento descrito acima ou transferidas para placas de
cultura de 35 mm ou de seis pogos na proporcao de 5,5 x 10° células/pogo. Neste
texto sera adotada a nomenclatura IMEF quando as células sofreram inativagao por

Mitomicina C e YMEF quando as células foram inativadas pela radiacao y.

3.1.2 - Linhagens de células-tronco embrionarias humanas

Células-tronco embrionarias humanas - linhagem H1 (hESCs-H1) foram
cultivadas em colaboracdo com o Dr. Thomas Reh no Stem Cells Core of the
Institute of Regenerative Medicine — University of Washington (Seattle, WA — USA).
As células foram mantidas em placas de cultura com 1% de gelatina (Invitrogen) em
cocultura com YMEF e em meio hESC [DMEM/F12 suplementado com 25% de soro
Knockout™SR, 1% HEPES, 1% NEAA (do inglés non-essential amino acid), 0,7% [-
2 mercaptoetanol, 2 mM de glutamina, 1% de penicilina/estreptomicina, 4 ng/mL de
FGFB (todos adquiridos da Invitrogen) e 16 mM de glicose (Sigma)].
Alternativamente hESCs-H1 foram cultivadas sobre Matrigel (BD Biosciences) em

meio condicionado de yMEF (MCyMEF). O MCyMEF foi obtido cultivando yMEF em
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meio hESC e coletando o sobrenadante todos os dias durante uma semana. Ao final
foi adicionado 8 ng/mL de FGF.

As culturas foram passadas com colagenase e dispase (Gibco/lnvitrogen).
Para isto, o sobrenadante foi retirado e as células lavadas 2x com DMEM. Em
seguida foi adicionada 1 mg/mL de colagenase e dispase em DMEM e a cultura
incubada a 37° C com 5% CO; durante 3 a 5 minutos. Em seguida as enzimas foram
aspiradas e as células lavadas 2x com DMEM. Apés lavagem, foi adicionado 2 mL
de meio hESC e as células foram deslocadas mecanicamente com pipeta de 5 mL.
Todo o conteudo foi transferido para tubos cénicos de 15 mL e as colbnias foram
dissociadas com pipeta. As células foram entdo transferidas na proporgao de 2,5 x
10° células/pogo com YMEF previamente plagueados e mantidas a 37° C em 5%

CO:..

3.1.3 - Linhagens de células-tronco embrionarias de camundongo

Células-tronco embrionarias de camundongo — linhagem USP1 (Sukoyan et
al., 2002) foram doadas pela Dra. Lygia Pereira (Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo — SP). As células foram mantidas indiferenciadas em
placa de cultura com 0,1% de gelatina (Sigma) em cocultura com iIMEF em meio
mESC [DMEM - High glucose (DMEM-hg) suplementados com 10% de SFB, 2 mM
de glutamina, 1% de penicilina/estreptomicina e LIF recombinante (doado pelo Dr.
Steven K. Rehen — Instituto de Ciéncias Biomédicas — UFRJ) na propor¢do de
1:100]. Para ampliagao, as células foram lavadas 1x com PBS e dissociadas com a
enzima TrypLE (Invitrogen) por aproximadamente 5 minutos a 37°C com 5% de CO..
As células foram transferidas para tubos conicos de 15 mL contendo igual volume de

meio mESC e o material foi centrifugado a 300 g por 5 minutos. O sobrenadante foi
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desprezado e as células sedimentadas foram ressuspendidas em novo meio mESC.
As células foram transferidas na proporcdo de 1:3 com IMEF previamente

plaqueados e mantidas a 37° C com 5% CO..

3.2 — Indugao da diferenciacdo de mESC em células neurais com AR

Para diferenciacdo foi adotado um protocolo de inducdo semelhante ao
descrito por Fraichard et. al (1995). As colénias de mESC foram dissociadas com
TrypLE apds 48 horas do inicio das culturas. As células dissociadas foram
transferidas na proporgéo de 5,0 x 10° células/pogo previamente tratados com Poli 2-
hidroxietil metacrilato (Poli-HEMA — 10 mg/mL — Sigma) para formagao dos EBs em
DMEM-hg suplementado com 10% de SFB na auséncia de LIFr e na presenca de 5
UM de AR (AR).

Em seguida os EBs foram transferidos para laminulas ou para placas de
cultura tratadas com Poli-L-lisina (10 pg/mL) e laminina (20 pg/mL — Invitrogen). Os
EBs que aderiram foram mantidos em meio Neurobasal (Invitrogen), suplementado
com B27 (Gibco/Invitrogen), 16 mM de glicose e incubadas a 37°C em 5% de CO,. O
meio foi trocado a cada trés ou quatro dias. Em culturas confluentes foi realizada
dissociagado enzimatica com TryPLE na proporcdo de 1:3. Apos 16 dias de cultura

metade do meio foi trocado diariamente até completar 24 dias.

3.3 - Tratamento de mMESC com trans-Epoxisuccinil-L-Leucilamido-(4-
Guanidino) Butano — E64

O inibidor de cisteina protease trans-Epoxisuccinil-L-Leucilamido-(4-

Guanidino) Butano — E64 (Sigma) foi diluido em DMEM na concentragéo final de 1M

e estocado a -20°C. Apds sofrer dissociagao enzimatica, mESCs indiferenciadas
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foram transferidas para placas de cultura previamente tratadas com Poli-HEMA para
formacao de EBs, sendo mantidas em DMEM-hg suplementado com 10% de SFB, e
E64 (nas concentragdes: 0,1 uM, 0,5 pM, 1,0 uM, 5,0 uM e 10 uM) na auséncia de
LIFr. Apds dois dias, os EBs foram transferidos para laminulas ou placas de culturas
e as células mantidas em meio Neurobasal como descrito acima (subitem 3.2). As
células foram processadas em diferentes tempos de cultura (Figura 4):

1. 1° dia do protocolo: os EBs gerados foram contados e o didmetro foi
medido. Em seguida os EBs foram transferidos para placas aderentes ou
processados para imunoblotting.

2. 3° dia do protocolo: apds trés dias em laminula as células foram
fixadas para imunocitoquimica.

3. 14° dia do protocolo: as células foram fixadas para imunocitoquimica,
processadas para imunoblotting ou para RT-PCR e PCR em tempo real.

4, 24° dia do protocolo: as células foram fixadas para imunocitoquimica e

para registros eletrofisioldgicos.
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Figura 4. Esquema ilustrativo do protocolo de diferenciacao de mESC em
linhagens neurais.
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3.4 — Tratamento da hESC-H1 com E64 e Cistatina C

A linhagem de hESC - H1 foi mantida indiferenciada por 4 ou 5 dias. Em
seguida as células sofreram dissociagcdo com colagenase e dispase (1 mg/mL) como
descrito acima (intem 3.1.2). As células foram ressuspendidas em meio hESC porém
com 10% de KSR e sem FGF( (meio EB-H1). Foram adicionados a este meio duas
concentragdes de E64 (5 uM ou 10 uM) ou 20 ng/mL de recombinante de cistatina C
humana (hCysC — R&D Systems). Em seguida as células foram transferidas na
proporcao de 1:2 e mantidas em placas de cultura com baixa aderéncia por quatro
dias a 37° C com 5% de CO.. O meio foi trocado a cada dois dias. Em seguida, os
EBs foram transferidos para placas previamente tratadas com Matrigel® (BD
Biosciences). As células foram entdo mantidas por duas semanas em meio de
diferenciagdo (DMEM-F12 acrescido de 1,25% de albumina de soro bovino (BSA do
inglés bovine serum albumin), suplementos B27 e N2, 4ng/mL de BFGF, 16mM de
glicose, 0,5% de HEPES, 1% de NEEA e 1% de penicilina/estreptomicina. O meio foi
trocado a cada dois dias durante a primeira semana e na segunda semana metade
do meio foi trocado todos os dias. As células foram processadas no final de cada
semana para avaliacdo de marcadores neurais por PCR em tempo real.
Adicionalmente, no final da segunda semana as células foram deslocadas
mecanicamente e transferidas para laminulas previamente tratadas com Matrigel® e
mantidas em cultura por mais uma semana para imunocitoquimica (Figura 5).

Alternativamente, EBs foram gerados e mantidos por duas semanas em meio
EB-H1 com as duas concentracbes de E64 (5 uM ou 10 pM) ou com 20 ng/mL de
CysC. O meio foi trocado a cada dois dias e ao final os EBs foram fixados para

imunocitoquimica.
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Figura 5. Esquema ilustrativo do protocolo de diferenciagao de hESC em
linhagens neurais.
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3.5 — Analise do numero e do diametro dos corpos embridides

Os EBs formados a partir de mESCs foram fotografados em campo escuro em
microscopio invertido Zeiss Axiovert 135 acoplado ao sistema AxioCam HCR (Zeiss).
O diédmetro e o numero dos EBs formados foram analisados através do programa da
Axiovision 3.1.1.1 SP4 (Zeiss) nas diferentes condi¢des estudadas.

Os EBs gerados de hESC-H1 e formados por duas semanas foram
fotografados em campo escuro em microscopio invertido Axio Observet A1m
acoplado ao sistema AxioCam (Zeiss) de captura de imagem. A area e o numero de

EBs formados foram analisados através do programa Image J (NIH).

3.6 — Quantificagdo de numero de células nestina e NeuN positivas

Para quantificar o numero de células positivas para nestina e NeuN, de trés a
cinco EBs foram transferidos para laminulas tratadas com poli-D-lisina e laminina.
Apos 3 dias ou 14 dias as células foram fixadas e processadas para
imunocitoquimica. As laminulas foram fotografadas e as imagens foram entdo
analisadas pelo programa Image J (NIH). Foram quantificadas as células positivas
para nestina e coradas com DAPI que estavam fora de cada explante de EB. Foram
realizadas médias das razdes entre as células positivas para nestina e coradas com
DAPI de trés EBs por laminula, considerando-se cada laminula n=1.

Na quantificacdo de células positivas para NeuN, foi adotada a mesma
estratégia de quantificagdo, porém foram contabilizadas somente as células dentro
do explante dos EBs, desprezando-se as células fora do explante. Neste caso,
escolhemos a area do explante de EB em que observavamos o maior numero de
células positivas para nestina. A area foi fotografada utilizando-se mesmo nivel focal

para as células positivas para NeuN e coradas com DAPI (4', 6-diamidino-2-
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fenilindole - Sigma). Em seguida estas células foram quantificadas. As imagens dos

diferentes grupos analisados foram obtidas no mesmo dia.

3.6 - Imunocitoquimica

Para o processamento imunocitoquimico as células foram fixadas com 4% de
paraformaldeido em duas etapas. Primeiramente, a metade do sobrenadante do
meio de cultura foi desprezada, adicionando-se igual volume de paraformaldeido a
4% e incubando por 10 minutos a 37°C. Em seguida, desprezou-se todo o
sobrenadante e foi adicionado novamente paraformaldeido a 4% incubado por mais
10 minutos a 37°C. Apds incubacéo as células foram lavadas 3x por 5 minutos com
PBS para imediato ensaio de imunocitoquimica. No caso de armazenamento para
ensaios posteriores as células foram mantidas em PBS com 0,02% de azida sddica.

As laminulas contendo as células foram incubadas com soro normal de cabra
(1:5 em PBS, Vector) por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida o excesso de
soro foi desprezado e foram adicionados anticorpos primarios diluidos em PBS
contendo 0,3 ou 0,1% de Triton X-100 (Sigma) seguido de incubag¢ao por 60 minutos
a temperatura ambiente ou por doze horas a 4°C em camara umida. As laminulas
foram lavadas 3x por 5 minutos com PBS e incubadas por duas horas com
anticorpos secundarios conjugados a fluoréforos. Apds incubagéo as células foram
lavadas 2x por 5 minutos com PBS. Para marcacdo dos nucleos, as células foram
incubadas por trés minutos com DAPI seguida de uma lavagem com PBS. As
laminulas foram preparadas em laminas com PPD (2,5-difenil-1,3,4-oxadiazole —
Sigma) diluido em glicerol e vedadas com esmalte.

A reacéo para fosfatase alcalina foi realizada em mESC indiferenciadas. Para

isto, foram seguidas as instru¢des do fabricante (Vector Red - Alkaline Phosphatase
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Substrate Kit | cat n°: SK-5100). Ap6s a reacgao as laminulas foram montadas em
PPD como descrito acima e vedadas com esmalte.

O material foi analisado e fotografado ao microscépio invertido ApoTome
(Zeiss) conectado a sistema digital para captura e armazenamento das imagens
AxioCam MRm (Zeiss). Alternativamente as laminas foram analisadas no
microscopio de fluorescéncia Olympus BX61 - U-RFL-T e as imagens capturadas e
digitalizadas em cémera acoplada ao sistema. As imagens digitalizadas foram
processadas pelo programa Adobe Photoshop 7.0.1® (Adobe Systems Inc.)

Os anticorpos primarios utilizados para imunocitoquimica foram: anti-SSEA1
(monoclonal - camundongo, 1:100, Santa Cruz), anti-Oct3/4 (policlonal - coelho,
1:500, Abcam), anti-Oct3/4 (policlonal — coelho, 1:200, Santa Cruz), anti-nestina
(monoclonal - camundongo, 1:100, Abcam), anti-SSEA-1 (monoclonal, 1:100, Santa
Cruz), anti-Pax6 (policlonal - coelho, 1:200, Abcam), anti-GFAP (policlonal - coelho,
1:200, DAKO), anti-NeuN (monoclonal - camundongo, 1:100, Millipore), anti-
neurofilamento 200 (policlonal - coelho, 1:100, Sigma), anti-tubulina Bl (monoclonal
- camundongo, 1:100, Sigma), anti-tirosina hidroxilase (monoclonal - camundongo,
1:50, Sigma), anti-GABA (policlonal - coelho 1:4000 policlonal, Sigma), anti-MBP
(monoclonal — camundongo, 1:100, Millipore), anti-CD60b (monoclonal —
camundongo, 1:100, Santa Cruz), anti-GAP43 (policlonal - coelho, 1:200, Santa
Cruz), anti-Nav 1.5 (monoclonal — camundongo, 1:100, Abcam), e anti-DCX
(policlonal — coelho, 1:100, Santa Cruz).

Os anticorpos secundarios utilizados para imunocitoquimica foram: Cy3 anti-
IgM de camundongo feito em cabra (1:1000 - Jackson), Cy3 anti-IgG de

camundongo feito em cabra (1:1000 — Jackson), Alexa 488 anti-IgG de coelho feito
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em cabra (1:400 Invitrogen), Alexa 546 anti-IgG coelho feito em cabra (1:400 -
Invitrogen).
3.7 — Imunoblotting

As células foram processadas com tampao de lise (Tris HCL 20 mM pH 7,4;
NaCl 150 mM; EDTA 2 mM e 0,2% Triton X-100) com coquetel de inibidor de
protease lll (Calbiochem) por 40 minutos no gelo. A cada 10 minutos o material foi
agitado vigorosamente para melhor agdo do tampé&o de lise. As proteinas foram
dosadas segundo o método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976).

O perfil protéico dos extratos (cerca de 30ug) foi obtido através de eletroforese
em gel de poliacrilamida (12,5%) contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) em
condigbes de redugdo segundo o procedimento descrito por Laemmli (Laemmli,
1970).

As proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Amersham)
usando-se as condigdes descritas por Towbin et al (Towbin et al., 1979) em sistema
convencional de transferéncia a 200 mA por 2 horas (Bio-Rad). Nos ensaios de
SDS-PAGE foram utilizados marcadores de peso molecular (Amersham-RPN756).

Apdés incubagdo por uma hora com 5% de leite desnatado (Molico®) em
tampéo de lavagem (PBS 10 mM pH 7,4 com 0,05% de Tween 20 — Sigma) a
membrana foi lavada por 15 minutos com tampdo de lavagem. Em seguida a
membrana foi incubada 12 horas a 4°C com anticorpo primario diluido em 1% de
leite desnatado em tampéao de lavagem. Apos lavagem de 15 minutos a membrana
foi incubada por uma hora a temperatura ambiente com anticorpo secundario
conjugado a peroxidase. Finalizando com nova lavagem de 15 minutos, o complexo

formado foi revelado por quimioluminescéncia (ECL — Chemiluminescence Luminol
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Reagente — Amersham) e a membrana exposta ao filme (Hiperfilm — Amershan).
Apds exposicéao, o filme foi revelado com revelador e fixador (Kodak).

Para reutilizacdo das membranas com anticorpos primarios diferentes, as
mesmas foram lavadas por 15 minutos em tampao de lavagem e incubadas em
banho-maria a 60° C com solugéo de stripping (100 mM de 2-B mercaptoetanol, 2%
SDS e 62,5 mM de Tris-HCL pH 6,7) sob agitagdo constante. Em seguida as
membranas foram lavadas 3x por 10 minutos para nova reagéao de imunoblotting.

Como controle positivo utilizamos extratos celulares de cérebro de
camundongo adulto (CC) e neuroesferas obtidas de células-tronco neurais de
embrido de 14 dias (NSC — do inglés neural stem cells).

Os filmes foram digitalizados e as imagens foram analisadas pelo programa
Image J (NIH) para determinacdo da densidade Optica das bandas obtidas. A
quantidade de proteina foi normalizada com o controle endégeno da tubulina-a.

Os anticorpos primarios utilizados para o imunoblotting foram: anti-Oct3/4
(policlonal - coelho, 1:1.000, Abcam), anti-Pax6 (policlonal - coelho, 1:2.000,
Abcam), anti-GFAP (policlonal - coelho, 1:32.000, DAKO), anti-tubulina flll
(monoclonal - camundongo, 1:1.000, Sigma), anti-GAP43 (policlonal - coelho,
1:2.000, Santa Cruz) e anti-tubulina-a (monoclonal — camundongo, 1:30.000, Sigma)

Os anticorpos secundarios utilizados para o imunoblotting foram: HRP anti-
IgG de coelho feito em cabra (1:4.000 - Sigma) e HRP anti-IgA, M e G de

camundongo feito em cabra (1:5.000 - Sigma).

3.8 — Reagao em cadeia da polimerase
Neste trabalho foram usadas duas metodologias para os ensaios de PCR (do

inglés polymerase chain reaction). A primeira, realizada em mESCs em colaboragéo
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com o Dr. Deivid Rodrigues e o Dr. Edson Rondinelli do Laboratério de Metabolismo
Macromolécular do IBCCF-UFRJ. A segunda realizada com hESC-H1 no
Department of Biological Structure da University of Washington, Seattle-EUA em
colaboracdo com Dr. Thomas Reh. Foram usadas mESC e hESC-H1

indiferenciadas, na condicao controle e sob os tratamentos.

3.8.1 - PCR em mESC

As células foram processadas e o RNA foi extraido para realizacdo de RT-
PCR (do inglés reverse transcriptase — polymerase chain reaction) e do qRT-PCR
(do inglés quantitative real time RT-PCR). Inicialmente, as células foram
centrifugadas e ao final todo o sobrenadante foi desprezado. O sedimento celular foi
processado para obtencdo do mRNA de acordo com as instrucdes recomendadas
pelo fabricante do Kit RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen) e a concentracdo do mRNA
foi dosada por espectofotometria em comprimento de 280nm.

Para obtencdo dos cDNA (DNA complementar), 1 yg de cada mRNA foi
transcrito reversamente seguindo as instrugdes recomendadas pelo fabricante do Kit
SuperScript® Il First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen). Para verificar a
presenca de DNA contaminante, a reagdo foi realizada utilizando amostras
correspondentes com a mesma solugao na auséncia de transcriptase reversa. Para
o RT-PCR foram utilizados primers senso e anti-senso especificos (Tabela 1). A
amplificagdo do cDNA foi realizada em tamp&o de PCR (Invitrogen) contendo 2,5
mM de MgCI2, 0,2 mM de cada trifosfato de deoxinucleotideo (ANTP do inglés
deoxynucleotide triphosfate), 0,2 yM de cada primer e 1 U de Tag polimerase
Platinum (Invitrogen). O programa do RT-PCR consiste em desnaturagdo a 95° C

por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagao por 1 minuto, anelamento a 56° C por 1
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minuto e extenséo a 72° C por 1 minuto, seguido por extenséo final a 72° C por 10
minutos. O produto do RT-PCR foi separado e analisado em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etideo.

O gRT-PCR foi realizado em ABI Prism® 7500 (Applied Biosystems). As
amplificacbes foram realizadas em placas de 96 pocos com o cDNA diluido 10x,
50% de Power SYBR Master Mix (Applied Biosystems) e 150 nM de cada primer no
volume final de 25 pL. Os primers utilizados estdo descritos na Tabela 2. O
programa de amplificagdo consistiu em 55° C por 2 minutos, 95° C por 10 minutos
seguidos por 40 ciclos de 95° C por 30 segundos e 60° C por 1 minuto. Cada cDNA
foi reversamente transcrito em triplicata e uma amostra correspondente sem
transcriptase reversa foi incluida como controle negativo. A expressao dos genes
alvos foi normalizada com controle endégeno da actina-f3.

A quantidade relativa da expressdao de mRNA dos genes especificos foi
determinada por método comparativo do Ct (do inglés cycle threshold — numero de
ciclos necessarios para o sinal fluorescente ultrapassar o limiar) expresso pela
formula 2“°Y (Schmittgen et al., 2008) onde a ACt corresponde a diferenga entre o
Ct do gene alvo com o Ct do controle endogeno da actina B. A regulagdo da
expressao dos genes em resposta aos tratamentos foi calculada pela média + d.p.
dos 2“°Y de cada controle e de cada amostra do grupo tratado com E64 ou AR
seguido pela determinagao da raz&o entre as condigdes analisadas (grupo controle e
tratamentos com E64 e AR) e as células indiferenciadas. .Os calculos foram usados

para analisar todos qRT-PCR realizados (tanto para mESC como hESC-H1).
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Tabela 1 — Primers utilizados nas analises por RT-PCR e gRT-PCR em mESCs

Gene Primers sense Primers anti-sense
Oct-3/4 GACACCTGGCTTCAGACTTC CTCTTCTCGTTGGGAATACTC
Sox2 TAGAGCTAGACTCCGGGCGATGA TTGCCTTAAACAAGACCACGAAA
Nanog CAGGTGTTTGAGGGTAGCTC CGGTTCATCATGGTACAGTC
Klf4 GCGAACTCACACAGGCGAGAAACC | TCGCTTCCTCTTCCTCCGACACA
Actina 8 CATCACTATTGGCAACGAGCG ATGGATGCCACAGGATTCCA

3.8.2 - PCR em hESC-H1

As células foram processadas e o RNA foi extraido para realizacdo de PCR
em tempo real (QRT-PCR). As células foram centrifugadas e o sedimento celular foi
ressuspendido em Trizol® (Invitrogen). O material foi homogeneizado durante dois
minutos. Foi adicionado cloroférmio (1:6 - MERCK) com nova homogeneizagéo
seguida de centrifugagdo a 12.000 g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
recolhido e foi adicionado igual volume (v/v) de cloroférmio seguido de nova
centrifugacdo a 12.000 g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi novamente
recolhido e foi adicionado alcool isopropilico (v/v). Apos dez minutos em temperatura
ambiente, o material foi centrifugado a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado com etanol 80% a 4°C. Em
seguida o material foi novamente centrifugado a 12.000 g por 5 minutos a 4°C e o
sobrenadante descartado. O material foi ressuspendido em 20 yL de agua ultra pura
livre de RNases.

Em seguida foi adicionado a amostra 20 yL de tampao de DNase (2,5% de
DNase e 2,5% de inibidor de RNase) e a mistura foi incubada por 30 a 45 minutos
em banho Maria a 37°C. Em seguida o RNA foi obtido através de colunas de

purificacdo (QIAGEN). Apos procedimento, a concentragdo de RNA foi obtida
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através do espectrofotbmetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) no comprimento
de 280nm.

Para preparo dos cDNAs, 0,6 ug dos RNAs das amostras foram misturados
em soluc&o contendo 5,3% de OligodT, 5,3% de dNTP, 2,6% de inibidor de RNase,
10% de DTT, 20% de tampao 5 x e 2,6% de transcriptase reversa SuperScript® Il
(todos os reagentes foram adquiridos da Invitrogen). Adicionalmente foram
preparadas amostras correspondentes em mesma solugdo sem a transcriptase
reversa SuperScript® Il para verificar se houve contaminacdo de DNA. O RNA foi
transcrito reversamente em cDNA no termociclador (Therma Cycler Eppendorf)
seguindo a sequéncia: 65° C por 5 minutos, 4° C por 2 minutos, 42° C por 2 minutos,
42° C por 50 minutos, 70° C 15 minutos e finalizando a 4° C.

O gRT-PCR, assim como as analises dos resultados, foram realizados como
descrito no item anterior (item 3.71) para qRT-PCR em mESC. Os primers utilizados

para o qRT-PCR em hESC-H1 estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Primers utilizados nas analises por gRT-PCR em hESCs

Gene Primers sense Primers anti-sense
Pax6 TCTAATCGAAGGGCCAAATG TGTGAGGGCTGTGTCTGTTC
Sox2 CCCCCGGCGGCAATAGCA TCGGCGCCGGGGAGATACAT
ActinaB | ACTCTTCCAGCCTTCCTTC ATCTCCTTCTGCATCCTGTC

3.9 - Eletrofisiologia
Para avaliar se os tratamentos com AR e com E64 geraram neurdnios
eletricamente funcionais, foi utilizada a técnica de patch-clamp sob configuragéo
whole-cell. Os registros foram realizados em mESCs 24 dias apds o inicio da

diferenciagdo. Todo o procedimento foi feito em colaboracdo com o Dr. Emiliano

43




Horacio Medei do Laborat6rio de Eletrofisiologia Cardiaca Antdnio Paes de Carvalho
— IBCCF/UFRJ.

O método de patch-clamp foi utilizado neste trabalho, tal como descrito por
Hamill et al. (1981).

Para o estudo das correntses macroscoépicas, utilizou-se a modalidade whole-
cell, onde a membrana € rompida e a integridade dda estrutura restante da
membrana mantida. Deste modo tem-se acesso a totalidade dos canais idGnicos
presentes na célula e com a aplicagao de pulsos de voltagem pode-se observar uma
resposta da corrente que passa por toda a célula naquele momento.

As micropipetas para patch foram confeccionadas a partir de capilares de
borosilicato (com didmetro externo 1,2 mm e interno 0,68 mm; A-M Systems Inc.) e
tracionadas em dois estagios através de um estirador horizontal de pipetas (Sutter
Instruments, Co, Mod. P-97). Em seguida as pipetas tiveram as suas pontas polidas
pelo calor em uma microforja (Narishige, MF-9, Tokio, Japao) e, quando preenchidas
com uma solugdo eletrolitica e medidas na solugdo externa padréo, atingiram
resisténcias entre 3 e 7 MQ. O eletrodo de referéncia consistia de um fio de Ag/AgCl
imerso no banho.

As correntes macroscoépicas foram medidas através de micropipetas contendo
um elétrodo de Ag/AgCl conectado a um pré-amplificador conversor de corrente-
voltagem (headstage CV 4, Axon Instruments). O conjunto, pipeta e pré-amplificador,
estava acoplado a um micromanipulador hidraulico (Narishige, Nikon, Japao) que
permitia a aproximag¢ao da pipeta em direcdo as células através de movimentos
ultrafinos. O conversor por sua vez estava ligado a um amplificador Axopatch 200

(Axon Instruments, Inc., Foster City, CA, USA) que permitia a leitura do potencial de
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membrana (na configuragao current clamp) ou a fixacdo do potencial de membrana
e a quantificagdo das correntes idnicas (modo potencial controlado - voltage clamp).
Assim, as células foram transferidas para placas de petri e mantidas em
solugéo de Tyrode (137 mM de NaCL, 2,7 mM de KCL, 1,36 de NaH;PO,, 0,49 mM
MgCl, 6H.0, 11,9 mM NaHCOs;, 1,36 mM CaCl, 2H,0, e 5,04 mM de glicose em pH
7,4). Os registros foram obtidos a partir de mESCs tratadas e visualizadas em
microscopio invertido (Modelo Diaphot, Nikon). Para registro whole-cell de corrente
de K*, a solucéo intracelular usada foi: 1 mM de CaCl;, 140 mM de KCI, 1 mM de
MgCl;, 10 mM de HEPES, 10 mM de EGTA, 2 mM de Na,ATP e 0.2 mM de Na,GTP
em pH 7,2. Nos estudos de corrente de K* o potencial de membrana foi de -50 mV.
O protocolo de voltage-clamp consistiu em pulsos despolarizantes de 100 ms com
incrementos de 10 mV a 0,5 Hz, levando o potencial de membrana de -60 a +60 mV.
Para registros whole-cell de correntes de Na* a solugao intracelular utilizada foi: 140
mM de CsCl, 2 mM K-ATP, 4 mM de MgCI2, 10 mM de EGTA e 10 mM de HEPES
em pH 7,3, e 300 Osm. Além disso, 0,1 uM de Tetrodotoxina (TTX) e 5 mM de BaCl,
foram adicionados a solugao extracelular de Tyrode para bloquear a corrente de Na*
e K*. O protocolo de voltage-clamp para estudar a corrente de Na* consistiu em um
pulso hiperpolarizante de 100 ms a partir do potencial de holding de -80 a -120 mV
para remover a inativacdo do canal, seguido por etapa de despolarizagado de 200 ms

com aumento de 10 mV a 0,5 Hz, trazendo o potencial de membrana de -80 a 70mV.
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3.10 — Analises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas intergrupos utilizando os testes t
(Mann-Whitney) e ANOVA one-way com pos-teste de Tukey. Valores de P<0,05
foram considerados estatisticamente significantes. Todas as analises foram
realizadas usando o programa GraphPad Prism versdo 4.02 para Windows

(GraphPad Software, CA, USA).
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4 - RESULTADOS

Células-tronco embrionarias sao pluripotentes e devido a este fato, devem ser
mantidas sob condicdes definidas para que se mantenham em estado
indiferenciado. Na primeira parte deste trabalho avaliamos se as condigdes de
cultura do nosso laboratério manteriam a linhagem USP-1 de mESCs

indiferenciadas por mais de 20 passagens.

4.1- Anadlise do estado de indiferenciagcao da linhagem USP-1 de mESCs

Como pré-requisito para realizagdo dos nossos objetivos, foi necessario
confirmar as caracteristicas indiferenciadas e de células pluripotentes da linhagem
USP-1 em nossas condicbes de cultura. Para este fim, um criotubo com estas
células na passagem 17 foi descongelado e as células mantidas por mais 20
passagens no nosso laboratério. Através da analise morfolégica observamos
colénias brilhantes e com bordas definidas que sdo caracteristicas de mESCs
indiferenciadas (Figura 6A). Além disto, as colbnias foram também positivas para
fosfatase alcalina (Figura 6B), um marcador de indiferenciagéo. As caracteristicas de
pluripoténcia foram analisadas por imunocitoquimica, RT-PCR e imunoblotting. A
analise por imunocitoquimica mostrou colénias com células positivas para Oct-3/4 e
SSEA-1, marcadores de células pluripotentes (Figura 6C e 6E). A expressao de Oct-
3/4 também foi observada por imunoblotting (Figura 6G). Além de Oct-3/4 e SSEA-1,
outros marcadores de células pluripotentes como Sox2, Nanog e Klf4 também foram
observados por RT-PCR (Figura 6H). Quando as células foram mantidas na
auséncia de LIF por 13 dias, areas de diferenciagdao espontanea foram observadas,
incluindo areas com células contrateis, sugerindo a presenga de células musculares

(dados n&o mostrados).
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Figura 6. Detecgdo de marcadores de células pluripotentes em mESC/USP1.
Microscopia de contraste de fase mostrando colbnias (setas) de mESC sobre iMEF (A).
Imagem de uma colénia de mESC positiva para reagdo da fosfatase alcalina (B).
Imunocitoquimica de uma colénia de mESC positiva para SSEA-1 (C), positivas para Oct-
3/4 (E), nucleos corados com DAPI (D) e sobreposigao de C, D e E (F). Imunobloting dos
extratos totais de IMEF e de cultura de mESC mostrando a presenga de Oct-3/4 somente
nos extratos de cultura de mESC (G). RT-PCR de mESC mostrando a presenca de
marcadores de células pluripotentes (H). Barra de calibragdo de 100um (A), de 10um (B) e
20um (C,D,EeF).



4.2. — Avaliagao do protocolo de diferenciagao de mESCs em células neurais
através do tratamento com AR e Neurobasal®

Nesta etapa avaliamos um protocolo de diferenciagdo de mESCs em células

neurais através do tratamento com 5,0 uM de AR e maturagcdo em neurbnios com

meio Nerobasal® e suplemento B27.

421 — O protocolo de tratamento de mESCs com AR e Neurobasal®
aumentou o numero de células positivas para nestina
Uma vez confirmada a manutencido do estado indiferenciado das células da
linhagem USP-1, fomos avaliar se o protocolo de diferenciagcdo com AR enriqueceria
o numero de células neurais. Para isso, no primeiro dia do protocolo de tratamento
com AR (5 uM) de 3-5 EBs foram transferidos para laminulas previamente tratadas
com poli-D-lisina e laminina. Os EBs aderiram ao substrato (explantes de EBs) e
foram mantidos em meio Neurobasal®. Apds trés dias os mesmos foram fixados e
foi realizado ensaio de imunocitoquimica para nestina, filamento intermediario
detectado em células precursoras neurais. Foi detectada a presenca do filamento de
nestina em células localizadas no interior dos explantes de EBs (Figura 7A) e em
células que migraram para fora dos explantes (Figura 7B). Foram quantificadas as
células positivas para nestina que migraram para fora dos explantes de EBs. O
tratamento com 5uM de AR (0,68+0,11 — células nestina+/células DAPI+) levou a um
aumento de 72,7% de células positivas para nestina em relagdo ao grupo controle
(Ctrl; 0,39+0,04 - células nestina+/células DAPI+). A diferenga entre o numero de
células positivas para nestina no grupo tratado com AR e o grupo Ctrl foi significativa

(p<0,05; Teste t — Mann Whitney) (Figura 7E).
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Figura 7. Diferenciacao de mESC em células positivas para nestina apés o
tratamento com AR. Imunocitoquimica apés trés dias da transferéncia dos EBs
para suporte com laminina/poli-D-lisina mostrando um explante de EB com células
positivas para nestina (A). A seta sugere a presenca de roseta neural dentro do
explante de EB. Em maior aumento observamos células positivas para nestina
migrando a partir de um explante de EB (B). Nucleos corados com DAPI (C) e
sobreposigcao de B e C (D). O grafico representa o niumero de células positivas para
nestina sobre o numero de nucleos corados com DAPI (E). Foram contadas
somente as células que migraram dos explantes dos EBs. O tratamento com 5uM
de AR aumentou significativamente (+ p<0,05; Teste t - Mann Whitney) o niamero
de células positivas para nestina. Barras representam os valores das médias *
EPM. Barra de calibragdo de 100um (A) e 20um (B, C e D).
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4.2.2. — O tratamento com AR induziu a diferenciagao de mESC em células
com caracteristicas de neurodnios e astrocitos
Apods verificar que o protocolo de tratamento com 5uM de AR induziu um
maior numero de progenitores neurais, investigamos a presencga de células com
caracteristicas de neurénios, astrocitos e oligodendrdcitos no décimo quarto dia do
protocolo. Nossas andlises revelaram a presenga de inumeros prolongamentos
tipicos de neurdnios ao redor dos explantes de EBs (Figura 8A). Através da analise
por imunocitoquimica observamos que estes prolongamentos foram positivos para
tubulina B-Ill, que é expressa em neurdnios imaturos (Figura 8B). Em seguida,
investigamos neste mesmo dia do protocolo a presenga de células positivas para
NeuN (marcador de neurdnios maduros). A analise por imunocitoquimica mostrou a
presenca de células positivas para NeuN principalmente na periferia dos explantes
(Figura 9A). Verificamos entdo se com nosso protocolo de tratamento também seria
possivel observar a presenca de células positivas para GFAP (marcador de
astrocitos). Através de nossas analises observamos a presenga destas células tanto
na periferia dos explantes, em contato com células positivas para NeuN, como fora
dos explantes (Figura 9B). Embora tenhamos observado células positivas para
GFAP, a quantidade encontrada foi reduzida e em alguns explantes de EBs nao
foram detectadas. Também foi investigada a presenga de células positivas para
MBP (do inglés myelin basic protein - marcador de oligodendrocitos).Em nenhum dia
do protocolo foram detectadas células positivas para este marcador.
Para verificar se o tratamento com 5uM de AR induzia um aumento na
diferenciagdo de mMESCs em células com fendtipo de neurbnios maduros,
analisamos o numero de células NeuN positivas nos explantes de EBs no décimo

quarto dia do protocolo de tratamento. O resultado de nossas analises mostrou que
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o tratamento com 5uM de AR (0,65+0,26 células NeuN+/células DAPI+) levou a um
aumentou de 126,5% no numero de células positivas para NeuN em relacdo ao
grupo Ctrl (0,294£0,16 - células NeuN+/células DAPI+). A diferenca no numero de
células positivas para NeuN foi significativa (p<0,01; Teste t — Mann Whitney)

quando comparamos os grupos tratados com AR e o grupo Ctrl (Figura 9E).

4.2.3 — Caracterizacao eletrofisiolégica de mESCs apé6s o tratamento com
AR.

No 24° dia do protocolo de diferenciagdo foram realizados registros
eletrofisiolégicos das células submetidas ao protocolo de diferenciacdo com AR.
Através destas analises, observamos registros de corrente de entrada de Na* sob
voltage-clamp (Figura 10A). Para comprovar a presenga de corrente de Na+,
adicionamos 0,1 uM de TTX (tetrodotoxina; bloqueador do canal de sédio), levando
a uma completa auséncia da corrente de entrada (Figura 10B). Para testar a
presenca de correntes de potassio, inibimos a de corrente saida com 5 mM de
cloreto de bario, sugerindo assim a presenca deste tipo de corrente (Figura 10C).
Detectamos a presenga de corrente retificadora de potassio em 60% (n=10) das

células analisadas (Figura 10D)
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Figura 8. Tratamento com AR gerou células com prolongamentos celulares tipicos
de neurdénios e positivos para tubulina B-lll. Microscopia de contraste de fase
mostrando prolongamentos delgados (setas) saindo do explante de um EB no dia 14 do
protocolo de tratamento (A). Imunocitoquimica no dia 14 mostrando prolongamentos
celulares positivos para tubulina B-lll (B), nucleos corados com DAPI (C) e sobreposicao
de B e C (D). Barra de calibragdo de 50um (A) e 100um (B, C e D).
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Figura 9. O tratamento com AR induziu mESC a se diferenciar em células que
expressam marcadores de neurénios maduros e de astrécitos.
Imunocitoquimica no dia 14 mostrando nucleos celulares positivos para NeuN (A),
células positivas para GFAP (B), nucleos corados com DAPI (C) e sobreposigéo de
A, B e C (D). As células positivas para NeuN foram quantificadas no grupo controle
(Ctrl) e no grupo tratado com acido retindico (AR). Somente foram quantificadas as
células localizadas dentro dos explantes dos EBs. O grafico representa o niumero de
células positivas para NeuN sobre o numero de nucleos corados com DAPI. O
tratamento com 5uM de AR aumentou significativamente (*p<0,01; Teste t - Mann
Whitney) o numero de células positivas para NeuN. Foram realizados dois
experimentos independentes. Barras representam os valores das médias £ EPM.
Barra de calibragao de 20um.
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Figura 10. Perfil eletrofisiolégico de mESC apés o tratamento com AR. Potencial de
membrana foi configurado a -70 mV. Registros de corrente de entrada sobre voltage-
clamp para teste de potencial de membrana de -80 a +70 mV (A). Corrente de entrada
foi bloqueada com TTX (1 uM) (B). Inibicdo de componentes de corrente com cloreto de
bario sugere a presenca de corrente de potassio (C). Em algumas células (6 de 10)
apenas uma corrente de saida retificadora foi observada (D).
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4.3 — Avaliagao do inibidor de cisteina protease, E64 na diferenciagdo de
mESCs em células neurais

Com a definicdo de uma metodologia de diferenciacdo de mESCs em células

neurais, partimos para uma segunda etapa, na qual avaliamos o inibidor de cisteina

protease, E64, como agente indutor da diferenciacdo de mESCs em células neurais.

4.3.1 — Curva dose-reposta do E64.

Para definir a melhor concentracdo de trabalho com o E64, cinco diferentes
concentragdes (0,1; 0,5; 1,0; 5,0 e 10uM) foram analisadas, juntamente com o grupo
sem tratamento (Ctrl). A melhor concentragao foi avaliada em fungédo da expressao
de Pax6, fator de transcrigdo presente no inicio da neurogénese durante o periodo
embrionario. Para isso, os EBs foram coletados no primeiro dia do protocolo e os
extratos protéicos foram obtidos para analises da expressdo de Pax6 por
imunoblotting. O resultado das andlises das densidades Opticas das bandas obtidas
em cada concentracdo mostrou que a expressao de Pax6 foi maior quando mESCs
foram tratadas com 5,0 uM de E64 (Figura 11). As concentragdes de 5 ym e 10 ym
de E64 mostraram diferengas significativas em relacdo ao grupo Ctrl e a

concentragédo de 1um de E64 (p<0,05; ANOVA — Teste Tukey).
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Figura 11. O tratamento com E64 aumentou de forma dose dependente a
expressao de Pax6 em mESC. /munobloting para Pax6 foi realizado em extratos de
EBs com 2 dias de tratamento com E64 em diferentes concentragdes (A).
Representacdo das densidades épticas relativas da expressdo de Pax6 em mESC sob o
tratamento com E64 (B). Tubulina-a foi utilizada como controle enddgeno de
carregamento. O tratamento com E64 levou a um aumento estatisticamente significativo
na expressdo de Pax6 (+p<0,05; ANOVA - Turkey). A analise corresponde a dois
experimentos independentes (n=2). Barras representam os valores das médias £ EPM.
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4.3.2 — O tratamento com E64 nao interferiu na formagao dos corpos
embridides (EBs)

Apds definir a melhor concentragdo de E64, avaliamos se o tratamento com
E64 tinha efeito toxico em mESCs. Para isto, analisamos o numero e os didametros
dos EBs no primeiro dia do protocolo. Foram comparados os diferentes grupos entre
si. Nossas analises ndo mostraram diferengas significativas no numero dos EBs
entre o tratamento com E64 e o Cirl (p>0,05; ANOVA — Teste Tukey; Figura 12A).
Por outro lado, o tratamento com 5uM de AR levou a uma reducéo significativa no
numero de EBs em comparagdo com o grupo Ctrl e grupo tratado com 5uM de E64
(p<0,01 e p<0,05 respectivamente; ANOVA — Teste Tukey — Figura 12A). Quando
comparamos o0s didmetros dos EBs entre os grupos estudados, somente
observamos diferenga significativa entre os didmetros dos EBs tratados com E64 e

tratados com AR (p<0,05; ANOVA — Teste Tukey — Figura 12B).

4.3.3 — O tratamento de mESCs com E64 aumentou o numero de células
positivas para nestina
Apds definir a melhor concentragao do E64 e verificar que esta concentragao
nao tinha efeito toxico durante a formagdo dos EBs, analisamos a presenca de
precursores neurais em substrato aderente. Assim como realizado com AR, de 34 5
EBs foram transferidos para laminulas previamente tratadas com poli-D-lisina e
laminina e entdo mantidos em meio Neurobasal. No terceiro dia do protocolo de
tratamento, as células foram fixadas e foi realizado ensaio de imunocitoquimica para
nestina. Foi possivel detectar a presenca do filamento de nestina em células
localizadas no interior dos explantes de EBs (Figura 13A) e em células que

migraram para fora dos explantes (Figura 13B). Em seguida analisamos o numero
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de células positivas para nestina que migraram para fora dos explantes de EBs. O
tratamento com E64 (0,86+0,03 — células nestina+/células DAPI+) levou a um
aumento de 118,5% de células positivas para nestina em relacdo ao grupo Ctrl
(0,39+0,043 - células nestinat/células DAPI+). A diferenga entre o numero de
células positivas para nestina no grupo tratado com 5uM de E64 e o grupo Ctrl foi
significativa (p<0,001; ANOVA — Teste Tukey). Nossas analises também revelaram
que o grupo tratado com 5uM de E64 apresentou um aumento de 26,5% células
positivas para nestina em comparacido com o tratamento AR. Porém o aumento

observado nao foi significativo (p>0,05; ANOVA — Teste Tukey; Figura 13E).
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Figura 12. O tratamento com E64 nao alterou o numero e o tamanho dos EBs.
mESC foram mantidas durante 2 dias em placas de cultura ndo aderentes para
formacdo dos EBs. Durante este periodo as células ndo receberam nenhum tipo de
tratamento ou foram tratadas com E64 ou AR. Em seguida comparamos a
quantidade de EBs e os tamanhos (através do didmetro) nos diferentes grupos
estudados. A analise da quantificagdo dos EBs mostrou que o tratamento com AR
reduziu significativamente o nimero de EBs (*p<0,01 e +p<0,05; ANOVA — Teste
Tukey; A). Também houve diferenga significativa entre os didmetros dos EBs do
grupo tratado com E64 e tratados com AR (+p<0,05; ANOVA — Teste Tukey; B).
Foram realizados dois experimentos independentes. Barras representam os valores
das médias £ EPM.
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Figura 13. Diferenciacdo de mESC em células positivas para nestina apoés o
tratamento com E64. Imunocitoquimica apés trés dias da transferéncia dos EBs
para suporte com laminina/poli-D-lisina mostrando um explante de EB com células
positivas para nestina (A). Em maior aumento células positivas para nestina
migrando de um explante de EB (B). Nucleos foram corados com DAPI (C) e
sobreposi¢cédo de B e C (D). As células positivas para nestina foram contadas no
grupo controle (Ctrl) e nos grupos tratados com 5uM de E64 ou 5uM de AR apés 3
dias em laminina. O grafico representa o niumero de células positivas para nestina
sobre o numero de nucleos corados com DAPI. Foram contadas somente as
células que migraram dos explantes dos EBs. O tratamento com E64 ou AR levou a
um aumento estatisticamente significativo no numero de células positivas para
nestina (*p<0,01 e **p<0,001, respectivamente; ANOVA - Turkey). Barras
representam os valores das médias £+ EPM. Barra de calibracdo de 100um (A) e
20um (B, C e D).
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4.3.4 — Analise fenotipica e quantitativa das células neurais geradas apoés o
tratamento de mESCs com E64

Apoés verificar que S5uM de E64 induziu a diferenciacdo de mESCs em
progenitores neurais, caracterizamos por imunocitoquimica e imunoblotting a
presenca de marcadores neurais nos diferentes dias do protocolo de tratamento. No
terceiro dia do protocolo investigamos a presenga de células que expressam
marcadores de progenitores neurais. Detectamos, além da presenca de células
positivas para nestina, tanto no interior dos explantes como fora deles, células que
expressam Pax6 na periferia dos explantes (Figura 14D). Neste ponto do nosso
protocolo ndo foi possivel detectar a expressdo de tubulina B-lll e nem GFAP,
marcadores de neurbnios imaturos e astrocitos respectivamente (Figura 14E).

No décimo quarto dia do protocolo, analisamos a presenca de neurbnios
imaturos com perfil migratério por imunocitoquimica para CD60b e DCX (do inglés
doublecortin), um gangliosideo de superficie e uma proteina associada aos
microtubulos, respectivamente. Ambos os marcadores foram expressos em mESCs
tratadas com 5uM de E64 no 14° dia, mostrando a presenca de células com fenétipo
de neurdnios migratérios principalmente em areas fora dos explantes de EBs (Figura
15). Ainda no 14° dia detectamos prolongamentos delgados tipicos de neurdnios e,
por imunocitoquimica, observamos no interior dos explantes a presenca de células
positivas para NeuN e GFAP (Figura 16). Observamos ainda que os prolongamentos
celulares destas células positivas para NeuN marcavam para NF-200, um
neurofilamento expresso em neurbnios e também caracteristico de neurdnios
maduros (Figura 17D). Em seguida, quantificamos o numero de células positivas
para NeuN. O resultado da quantificacdo revelou que o tratamento com 5uM de E64

(0,44 £ 0,21 — células NeuN+/células DAPI+) aumentou em 53,9% o numero de
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células positivas para NeuN em relagcdo ao o grupo Ctrl (0,29 + 0,16 - células
NeuN+/células DAPI+). Entretanto, este aumento ndo foi estatisticamente
significativo (p>0,05; ANOVA — Teste Tukey; Figura 17E).

Alguns prolongamentos celulares também foram positivos para GAP-43 (do
inglés growth associated protein 43), uma proteina envolvida no crescimento axonal
durante o desenvolvimento e na regeneragdo do sistema nervoso (Figura 18B).
Também detectamos a presenga desta proteina por imunoblotting no mesmo dia do
protocolo (Figura 18E). A andlise das bandas dos imunoblottings obtidas por
densitometria Optica revelou aumento de 64,0% na expressdo de GAP-43 em
culturas tratadas com E64 (0,23 + 0,14) em comparagao com as culturas Ctrl (0,14 +
0,10, Figura 18F). Embora tivéssemos observado este aumento, ele ndo foi
estatisticamente significativo (p<0,20, Teste t — Mann Whitney). Também por
imunoblotting detectamos a presencga de tubulina B-1ll em mESCs tratadas com E64
no 14° dia do protocolo de tratamento (Figura 19A). As anadlises das bandas dos
imunoblottings obtidas por densitometria dptica revelaram que em comparagdo com
o Ctrl (2,85 £ 1,47), o tratamento com E64 (3,82 £ 1,17) aumentou em média 34,1%

a expresséao de tubulina B-Ill em culturas de mESCs. (Figura 19B).
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Figura 14. Caracterizagcao de mESC tratadas com E64 no dia 3 do protocolo de
tratamento. Imunocitoquimica mostrando células positivas para Pax6 (A) e nestina
(B). Os nucleos foram corados com DAPI (C). Sobreposicdo de A, B e C (D).
Imunobloting para tubulina 3-11l e GFAP mostrando auséncia destes marcadores no
grupo controle (Ctrl), no grupo tratado com 5uM de E64 (E64) e no grupo tratado
com acido retindico (AR). Tubulina-a foi utilizada como controle enddégeno de
carregamento. Células-tronco neurais de camundongo E-14 (NSC) foram utilizadas
como controle positivo (E). Barra de calibragdo de 10um.
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Figura 15. Tratamento com E64 gerou células com caracteristicas de neurénios
migratdrios. Imunocitoquimica no dia 14 do protocolo de tratamento mostrando
células positivas para CD60b (A) e para Doublecortin (DCX) (B). Nucleos corados
com DAPI (C). Sobreposicdo de A, B e C (D). Barra de calibragdo de 10um.
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Figura 16. Tratamento com E64 gerou células com caracteristicas de astrocitos
e neurdnios. A presenca de marcadores de astrocitos (GFAP) e neurdnios (NeuN)
foi avaliada em mESC no dia 14 do protocolo de tratamento com 5uM de E64.
Micrografia de fase mostrando prolongamentos celulares delgados (setas) tipicos de
neurénios (A). Imunocitoquimica mostrando células positivas para GFAP (B), para
NeuN (C). Nucleos corados com DAPI (D). Sobreposicao de B, C e D (E) e
sobreposicao de A e E (F). Barra de calibragao de 50um.
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Figura 17. Expressao de marcadores de neurénios maduros em mESC apés o
tratamento com EG64. Imunocitoquimica realizada no dia 14 mostrando células
positivas para NF-200 (A) e NeuN (B). Nucleos foram corados com DAPI (C).
Sobreposicao de A, B e C (D). As células positivas para NeuN foram quantificadas
no grupo controle (Ctrl) e nos grupos tratados com 5uM de E64 ou 5uM de AR. O
grafico representa o numero de células positivas para NeuN sobre o ndmero de
nucleos corados com DAPI. Foram quantificadas somente as células localizadas
dentro dos explantes dos EBs. Somente foi encontrada diferengas entre o grupo Ctrl
e o grupo tratado com 5uM de AR (*p<0,01; ANOVA - Turkey). Andlises obtidas de
dois experimentos independentes. Barras representam os valores das médias
EPM. Barra de calibragao de 10um.
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Figura 18. Tratamento com E64 gerou células que expressam GAP-43.
Microscopia de fase mostrando prolongamentos celulares delgados (setas) tipicos
de neurdnios no dia 14 do protocolo de tratamento(A). Imunocitoquimica mostrando
que alguns prolongamentos celulares foram positivos para GAP-43 (B). Nucleos
foram corados com DAPI (C). Sobreposicdo de A, B e C (D). Imunobloting para
GAP-43 foi realizado em extratos celulares do dia 14 do protocolo de tratamento (E).
Representacdo das densidades Opticas relativas da expressdo de GAP-43 em
mESC no grupo controle (Ctrl) e no grupo tratado com 5uM de E64 (F). Tubulina-a
foi utilizada como controle endégeno de carregamento. Como controle positivo para
o imunobloting foi utilizado cérebro de camundongo adulto (CC). Nao houve
diferencga significativa entre o grupo Ctrl e o tratamento com E64 (p>0,05; Teste t -
Mann Whitney). Anadlises obtidas de trés experimentos independentes. Barras
representam os valores das médias + EPM. Barra de calibragdo de 20um.
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Figura 19. Quantificagao da expressao de tubulina B-lll em mESCs tratadas
com E64. Imunobloting para tubulina B-lll foi realizado em extratos celulares do dia
14 do protocolo de tratamento (A). Representagédo das densidades épticas relativas
da expresséo de tubulina -1l em mESC no grupo controle (Ctrl) e no grupo tratado
com 5uM de E64 (B). Tubulina-a foi utilizada como controle enddégeno de
carregamento. Nao houve diferenca significativa entre no Ctrl e o grupo tratado com
5uM de E64 (p>0,05; Teste t - Mann Whitney). Analises obtidas de dois
experimentos independentes. Como controle positivo para o imunbloting foram
utilizadas células-tronco neurais (NSC). Barras representam os valores das médias
+ EPM.

69



No 24° dia do protocolo de tratamento com E64, investigamos a presenca de
neurdnios maduros e comprometidos com sintese de neurotransmissores. Foram
identificadas por imunocitoquimica células positivas para TH (tirosina hidroxilase) e
para GABA, expressos em neurbnios dopaminérgicos e GABAérgicos,
respectivamente (Figura 20). Neste mesmo ponto do protocolo, detectamos a
presencga de canais de sodio (marcados com anticorpo anti-Nav 1.5) distribuidos nos
corpos e nos prolongamentos celulares (Figura 21). Assim, como visto com o
tratamento com AR, ndo detectamos a presenca de células positivas para MBP em

nenhum dos dias analisados do protocolo.
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Figura 20. Deteccao de neurdnios com fenétipos GABAérgicos e dopaminérgicos
em mESCs apoés o tratamento com E64. Imunocitoquimica no dia 24 do protocolo de
tratamento com E64 mostrando células positivas para GABA (A) e uma célula positiva
para tirosina hidroxilase (B). Os nucleos foram corados com DAPI (C). Sobreposigcéo
de A, B e C (D). Barra de calibragéo de 10um.
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Figura 21. Deteccao de canais de sédio em prolongamentos celulares tipicos de
neurénios em mESC apoés o tratamento com E64. Imunocitoquimica no dia 24 do
protocolo de tratamento mostrando células positivas para Nav 1.5 (A). Os nucleos
foram corados com DAPI (B). Sobreposicdo de A e B (C). Barra de calibragcdo de
20um.
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4.3.5 — Analise da expressao de marcadores de pluripoténcia em culturas
de mESCs tratadas com E64

Apods avaliar a presenca de células neurais obtidas a partir de mESCs tratadas
com E64, investigamos o comportamento de marcadores de pluripoténcia sob este
tratamento. Utilizamos qRT-PCR para investigar os niveis relativos de mRNA de
Oct-3/4, Sox2 e Nanog. Nossas analises revelaram que os niveis de mRNA de Oct-
3/4, Nanog e Sox2 em mESCs foram reguladas negativamente em todos os grupos
analisados (Figura 22). A diferenga na regulacdo de cada gene foi avaliada
comparando as mESCs indiferenciadas (Indif) com os grupos estudados (Ctrl, E64 e
AR), cujos respectivos niveis médios de mRNA para cada gene estéo representados
na Tabela 3. A diferenca dos niveis de Oct-3/4 e Nanog entre Indif e os grupos
estudados foi significativa (p<0,001; ANOVA — Teste Tukey). Quando comparamos
0s niveis de Sox2 entres os grupos estudados e Indif, somente o Ctrl e AR tiveram
diferengas significativas (p<0,001 e p<0,05 respectivamente; ANOVA — Teste
Tukey). Além disso, as diferencas dos niveis de mRNA de Sox2 entre os grupos
estudados, foram somente diferentes estatisticamentes entre o grupo Ctrl e o grupo

tratado com E64 (p<0,05; ANOVA — Teste Tukey).
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Figura 22. Analise de marcadores relacionados com células
indiferenciadas/pluripotentes nas diferentes condi¢gdes analisadas. gqRT-PCRs
foram realizados no dia 14 do protocolo de tratamento. As diferencas entre os niveis
relativos de mRNA de Oct-3/4, Nanog e Sox2 foram avaliadas entre mESCs
indiferenciadas (Indif) e os grupos estudados (Ctrl, E64 e AR). Os niveis relativos de
MRNA de Oct-3/4, Nanog e Sox2 foram regulados negativamente em todos os grupo
estudados (A, B e C respectivamente). A diferenga dos niveis relativos de Oct-3/4 e
Nanog entre mESCs Indif e os grupos analisados foi estatisticamente significativa
(**p<0,001; A e B). O grupo Ctrl e o tratamento com AR tiveram diferengas
significativas (**p<0,001 e +p<0,05; respectivamente) na regulacdo de Sox2 em
comparagao com Indif (C). Todas as analises foram realizadas com o teste ANOVA
(Turkey) a partir de trés experimentos independentes. Barras representam os valores
das médias + EPM.
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Tabela 3 — Niveis relativos de mMRNA de genes relacionados com a pluripoténcia em
mMESCs sob as diferentes condi¢gdes estudadas.

Niveis relativos de mRNA

Grupos

Oct-3/4 Sox2 Nanog
Ctrl 0,342+0,073 0,42040,120 0,063+0,542
E64 0,259+0,107 0,77940,154 0,089+0,020
AR 0,005+0,001 0,691+0,089 0,031+0,008

Média £ desvio padrao; n=3
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4.2.3 — O tratamento de mESCs com E64 gerou neurénios com corrente de
entrada.

No vigésimo quarto dia do protocolo de tratamento, foram realizados registros
eletrofisiolégicos das células tratadas com S5uM de E64. Através destes registros
detectamos a presenca de corrente de entrada de Na* usando a técnica de voltage-
clamp para teste do potencial de membrana de -80 a +70 mV. Para comprovar a
presenca da corrente de Na*, utilizamos um protocolo em que aplicamos um pré-
pulso de voltagem a -40 mV, tornando os canais de Na* inativos, como demonstrado
na Figura 23.

Assim, o protocolo de tratamento com E64 durante 2 dias de formagéo dos
EBs, mostrou ser eficaz em induzir a diferenciagdo da linhagem USP-1 de mESCs

em células neurais, obtendo-se principalmente neurénios.
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Figura 23. Perfil eletrofisiolégico de mESC apés o tratamento com E64. Os
registros eletrofisioldgicos foram realizados em mESC tratadas com 5uM de E64
no dia 24 do protocolo de tratamento. O potencial de membrana foi configurado a
-70mV. Fotomicrografia mostrando a area dos explantes de EBs onde foram
realizados os registros eletrofisioldgicos (A). Registros de corrente de entrada
sobre voltage-clamp para teste do potencial de membrana de -80 a +70mV (B).
Inibicdo da corrente de entrada com pré-pulso de -40mV mostrando a presenca de
corrente de entrada (C).
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4.4 — Avaliagao de inibidores de cisteina protease na diferenciacdao de
hESC

Nesta etapa do trabalho, avaliamos se os inibidores de cisteina protease
teriam efeitos similares aos observados em mESC em hESCs. Utilizamos os
inibidores: E64 e a cistatina C. Este ultimo foi descrito como um potente agente
indutor da diferenciacdo de mESCs em células neurais (Kato et al., 2006), porém até
hoje sua agédo nao havia sido investigada em hESCs.

Em um primeiro momento, assim como feito nas mESCs, avaliamos a
manutengdo do estado indiferenciado nas linhagens de hESCs. Em seguida

investigamos os efeitos dos inibidores de protease na diferenciagdo de hESCs.

4.4.1 — Cultura de hESC

A linhagem celular H1 de hESC foi descongelada na passagem p47 sobre
YMEF em mantida em meio hESC. O crescimento das colbénias foi entdo monitorado
durante 7 dias (Figura 24A). Observamos que as colbnias tiveram um crescimento
em relacdo a sua area de 5,52 vezes nos 3 primeiros dias; seguido de 2,68 vezes do
terceiro ao quinto dia e 2,4 vezes do quinto ao sétimo dia (Figura 24B).

As colbnias de hESC-H1, tanto em coculturas com yMEF como sobre
Matrigel®, apresentaram caracteristicas morfolégicas indiferenciadas, com colénias
planas, bordas delimitadas e células com nucleos grandes e pouco citoplasma
(Figura 25A e B). Em placas de cultura com baixa aderéncia foram gerados EBs
(Figura 25C). Células positivas para Oct-3/4 foram detectadas por imunocitoquimica

em colbénias de hESC apos 4 dias sob laminula e yYMEF (Figura 25F).
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Figura 24. Cultura de hESC linhagem H1. Micrografias de contraste de fase
mostrando o crescimento de uma colbénia de hESC-H1 1, 3, 5 e 7 dias apés
passagem enzimatica. O crescimento de duas coldnias foi avaliado medindo-se as
areas durante sete dias de cultura (B).
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Figura 25. Caracteristicas de hESC-H1 indiferenciada. Micrografias de contraste de
fase mostrando uma colbénia de hESC-H1 sobre yMEF (A) e Matrigel® (B). Em ambas
as condigdes as coldnias apresentaram morfologia plana, bordas delimitadas e células
com pouco citoplasma e nucleos grandes que sao caracteristicas de ESC
indiferenciadas. Em placas de cultura de baixa aderéncia celular foram formados EBs
(C). Imunocitoquimica mostrando marcagao para Oct-3/4 (D). Nucleos foram corados
com DAPI (E). Sobreposicao de D e E (F). Barra de calibragdo de 100um (A,Be C) e
50um (F).
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4.4.2 - Analise da formagao de corpos embridides de hESC-H1 apdés o
tratamento com inibidores de cisteina proteases
Para avaliar se o tratamento com inibidores de cisteina proteases influenciava
a formacao de EBs, hESC-H1 foram mantidas durante 14 dias em placas de cultura
com baixa aderéncia sob tratamento com E64 ou CysC. O tratamento com E64 ou
CysC reduziu o numero de EBs (33,7% e 32,0% respectivamente) em comparacgéo
com o grupo sem tratamento (Ctrl; Figura 26A). A diferenca no numero de EBs
formados entre o Ctrl e os diferentes tratamentos n&o foi significativa (p>0,05;
ANOVA - Teste Tukey). Em relacdo as areas dos EBs, encontramos no grupo
tratado com E64 areas 18,7% maiores e no grupo tratado com CysC areas 2,7%
menores, quando comparados com o grupo Ctrl (Figura 26B). Assim como 0 humero
de EBs, a diferenca das areas entre o Ctrl e os diferentes tratamentos n&o foi

significativa (p>0,05; ANOVA — Teste Tukey).

4.4.3 — O tratamento com inibidores de cisteina proteases nao induziu o
aumento dos niveis de mRNA de progenitores neurais em hESC-H1
Para avaliar se os inibidores E64 e CysC poderiam induzir a diferenciagao
hESC-H1 em células neurais, utilizamos qPT-PCR para verificar os niveis de mRNA
de Pax6 e, como marcador de pluripoténcia, Sox2. Os niveis de mRNA foram
analisados comparando os diferentes grupos estudados (Ctrl, E64 e CysC) e as
hESC-H1 indiferenciadas (Indif). Os valores estdo representados nas Tabelas 4 e 5
respectivamente. Nossas analises revelaram que os niveis de mRNA de Pax6 foram
regulados positivamente em todos os grupos estudados em comparagéo com Indif,
tanto no sétimo dia, como no décimo quarto dia do protocolo de tratamento (Figura

27A e B, Tabela 4). Quando comparamos 0s grupos que tiveram tratamento com o
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grupo Ctrl, ndo encontramos diferengas significativas entre os grupos estudados em
nenhum dos dias avaliados (p>0,05; ANOVA — Teste Tukey).

Em relagdo aos niveis de mRNA de Sox2, nossas analises mostraram que em
todos os grupos estudados houve regulagdo negativa em comparagdo com Indif
(Figura 28A e B, Tabela 5). Em comparagdo com o grupo Ctrl, observamos que
nenhum dos dois tratamentos mostrou diferengas significativas (p>0,05; ANOVA —

Teste Tukey).
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Figura 26. Andlise do numero e das areas dos EBs formados sob os
diferentes tratamentos com inibidores de cisteina proteases. hESC-H1 foram
mantidas durante 4 dias em placas nao aderentes sob o tratamento de E64 ou
CysC. Os EBs formados foram quantificados nas diferentes condicbes estudadas
(A). Também fora avaliadas as areas dos EBs formados nas diferentes condigbes
analisadas (B). Grupo controle (Ctrl), grupo tratado com E64 (E64) e grupo tratado
com CysC (CysC). Nao houve diferencas significativas entre os grupos analisados
em nenhuma das duas analises (p>0,05; ANOVA — Tukey). Barras representam os
valores das médias + EPM.
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Figura 27. Niveis relativos de mRNA de Pax6 em hESC-H1 nas diferentes
condi¢oes de tratamento. gRT-PCR foram realizados no dia 7 e 14 do protocolo
de tratamento com E64 ou com CysC (A e B; respectivamente). A expressao de
Pax6 foi analisada através da razdo da expressao de Pax6 entre os grupos tratados
e as células indiferenciadas (Indif). Barras representam os valores das médias *

I Indif (n=2)

1 Ctrl (n=2)
C—IE64 5uM (n=2)
E=E64 10uM (n=2)
1 CysC 20nM (n=2)

EPM. Os dados foram obtidos de dois experimentos independentes.
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Figura 28. Niveis relativos de mRNA de Sox2 em hESC-H1 nas diferentes
condi¢oes de tratamento. qRT-PCR foram realizados no dia 7 e 14 do protocolo
de tratamento com E64 ou com CysC (A e B; respectivamente). A expressado de
Sox2 foi analisada através da razao da expressao de Sox2 entre os grupos tratados
e as células indiferenciadas (Indif). Barras representam os valores das médias *
EPM. Os dados foram obtidos de dois experimentos independentes.
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Tabela 4 — Niveis relativos de mRNA de Pax6 em hESC-H1 sob as diferentes

condicoes estudadas

Niveis relativos de mRNA de Pax6
Grupos Pax6 no dia 7 do Pax6
tratamento no dia 14 do tratamento
Ctrl 404,7+426,4 128,0+100,5
E64 5uM 207,4+182,7 88,56+83,4
E64 10uM 138,2+13915 40,8+27,5
CysC 20 nM 249,0+278,6 189,5+152,9

Média £ desvio padrao; n=2

Tabela 5 — Niveis relativos de mRNA de Sox2 em hESC-H1 sob as diferentes

condi¢des estudadas

Niveis relativos de mRNA de Sox2
Grupos Sox2 no dia 7 do Sox2 no dia 14 do
tratamento tratamento
Ctrl 0,309+0,243 0,682+0,849
E64 5uM 0,348+0,377 0,089+0,013
E64 10uM 0,479+0,470 0,448+0,574
CysC 20nM 0,400+0,309 0,687+0,860

Média £ desvio padrao; n=2
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4.4.4 — Culturas de hESC-H1 diferenciaram-se em células positivas para
tubulina B-lll independente do tratamento com inibidores de cisteina
proteases.

Para verificar se o tratamento com os diferentes inibidores de proteases
induzia a expressdo de marcadores neuronais em hESC-H1, realizamos
imunocitoquimica para tubulina B-1ll no 21° dia do protocolo de tratamento. Nossas
analises revelaram a presencga de tubulina B-1ll em todos os grupos estudados (Ctrl,
E64 5 uM e CysC), ndo havendo diferenca no tratamento com inibidores de cisteina
proteases na diferenciacdo de hESC-H1 em células positivas para tubulina B-llI

(Figura 29).
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Figura 29. Diferenciagdao de hESC-H1 em células positivas para tubulina g-Ill.
hESC-H1 foram tratadas com E64 (5 uM) ou CysC (20nM) e no dia 21 do protocolo de
tratamento foram detectadas células com caracteristicas de neurdnios.
Imunocitoquimica mostrando células positivas para tubulina -1l em células do grupo
controle (A), do grupo tratado com E64 (D) e do grupo tratado com CysC (G). Os
nucleos foram corados com DAPI (B, E e H). Sobreposi¢cao das imagens (C, F e I).
Barra de calibragéo de 50um.
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5 - DISCUSSAO

Células-tronco embrionarias possuem capacidade de autorenovacao ilimitada
e plasticidade celular. Devido a estas caracteristicas tornaram-se um importante
instrumento no estudo do desenvolvimento do organismo. Isoladas em 1981,
somente na metade da década de 90 iniciaram-se os estudos de diferenciagao in
vitro com o emprego do AR para induzir ao fenétipo neural (Evans e Kaufman, 1981;
Martin, 1981; Bain et al., 1995).

Embora o uso do AR tenha demonstrado ser um fator indutor da diferenciagéo
de ESCs em células neurais, diferengas entre protocolos e linhagens de ESCs
podem resultar em rendimentos variados na obtengao de células neurais (Bain et al.,
1995; Fraichard et al., 1995). Isolada em 2002 por Pereira et al., a linhagem USP-1
de mESCs ainda ndo possui protocolo de diferenciacdo com AR descrito na
literatura. Neste sentido, estabelecemos um protocolo rapido e eficaz, utilizando AR
e 0 meio Neurobasal® suplementado com B27 para diferenciar a linhagem USP-1 de
mMESCs em células neurais, privilegiando a geragdo de neurdnios.

Em uma primeira etapa, mantivemos a linhagem USP-1 indiferenciada em
nosso laboratério por mais de 20 passagens. Os ensaios de imunoblotting,
imunocitoquimica e RT-PCR mostraram que estas células expressavam marcadores
de células pluripotentes como Oct-3/4, Nanog, SSEA-1, Sox2 e fosfatase alcalina.
Uma vez confirmada as caracteristicas de ESCs da linhagem USP-1, induzimos
estas células a diferenciarem-se em células neurais com AR. Nosso protocolo
mostrou ser eficaz gerando aproximadamente 72% de células positivas para nestina,
marcador de progenitores neurais (Gilyarov, 2008) e onze dias apds, quantificamos
64,7% de células positivas para NeuN, marcador de neurdnios maduros (Mullen et

al., 1992), os quais dez dias apos apresentaram propriedades eletrofisiologicas
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tipicas de neurbnios. Além disso, observamos inumeros prolongamentos celulares,
que eram positivos para tubulina B-lll, uma proteina do microtubulo expressa em
neurdnios imaturos (Menezes e Luskin, 1994). Assim, nosso protocolo mostrou um
incremento no numero de neurbnios semelhante aos protocolos descritos
anteriormente (Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995), podendo ser utilizado para
comparar os efeitos de outras drogas na diferenciacdo de mESC (USP-1) em células
neurais e especificamente neurénios.

Embora o protocolo utilizado neste estudo seja semelhante ao descrito por
Fraichard et al. (1995), o qual obteve astrocitos e oligodendrocitos, adotamos um
meio de cultura diferente, o Neurobasal™ com suplemento B27 e sem SFB. Esta
combinagao privilegia principalmente a diferenciacdo e amadurecimento neuronal.
Isto poderia explicar o reduzido numero de células positivas para marcadores de
astrocitos (GFAP) e a auséncia de células positivas para marcadores de
oligodendrdcitos (MBP) em todos os dias analisados do protocolo. Por outro lado, o
AR é conhecido por induzir a diferenciagdo neuronal, prevenindo a génese
prematura de astrécitos e oligodendrdcitos (Hadinger et al., 2009). Neste sentido,
nossas analises de células positivas para GFAP e MBP podem ter sido realizadas
antes do periodo de diferenciagao destas células, ja que em alguns protocolos estas
células sao vistas mais tardiamente (Nat et al., 2007). Além disso, a obtencdo de
oligodendrdcitos a partir de culturas de ESCs requer protocolos especificos,
utilizando-se fatores e sistemas de culturas proprios a fim de enriquecer estas
células in vitro (Nistor et al., 2005; Gil et al., 2009).

Uma vez estabelecido um protocolo de diferenciacdo de mESCs em células
neurais, analisamos se outra droga poderia ter efeito semelhante ao observado com

AR. Cistatina C, um inibidor de cisteina proteases endoégeno e secretado por
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diferentes tipos celulares do organismo, inclusive neuroesferas, mostrou induzir a
diferenciagdo de mESCs em células neurais (Kato et al., 2006). Embora CysC seja
um inibidor de cisteina protease, o mecanismo pelo qual induz a diferenciagao ainda
nao esta claro. Kato et al. (2006) sugerem um mecanismo independente de atividade
enzimatica, estando relacionado a por¢do N-glicosilada desta molécula e em
cooperagao com FGFQ. Entretanto, devido a CysC inibir somente a familia das
catepsinas em mamiferos, ainda ndo esta claro se outras cisteina proteases
poderiam estar envolvidas no processo de diferenciagcao. Neste sentido avaliamos
se 0 E64, um inibidor sintético, irreversivel e especifico das cisteina proteases (em
mamiferos catepsinas e calpainas) poderia ter um papel na indugéo da diferenciagéo
de mESCs em células neurais.

Utilizando o mesmo protocolo adotado com AR, tratamos mESCs com E64 em
diferentes concentragdes e avaliamos a expressédo do Pax6 por imunoblotting. Pax6
€ um fator de transcricao importante no desenvolvimento dos olhos e do sistema
nervoso central, sendo expresso em células-tronco/progenitores neurais (Callaerts et
al., 1997). Nossos resultados mostraram que a expressdo de Pax6 foi regulada
positivamente e de forma dose dependente, elevando-se os niveis de expressao de
Pax6 significativamente nos EBs sob tratamento com E64. Adicionalmente,
quantificamos o numero de células positivas para nestina apds o tratamento com
E64. O tratamento aumentou significativamente o numero de células positivas para
nestina fora dos explantes do EBs. Diferente da CysC, que tem sua agéo
relacionada com a glicosilagdo quando em cooperagdo com FGFB, nossos
resultados mostraram, pela primeira vez, que o tratamento com E64 e, portanto a
inibicao da atividade de cisteina proteases, estaria induzindo mESCs a expressarem

marcadores de progenitores neurais.
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Taupin et al. (2000) mostraram que CysC é secretada por células-
tronco/progenitores neurais do hipocampo e agindo de forma autdcrina e paracrina
promovem in vivo e in vitro a proliferacao destas células. O mecanismo envolvido
nesta agdo também esta relacionado com N-glicosilagdo da CysC em cooperagao
com FGFf3 e ndo pela inibigdo da atividade de cisteina proteases. Porém, ainda néo
esta claro se a O-glicosilagdo ou formas nao glicosiladas também teriam o mesmo
efeito (Dahl et al., 2004; Hasegawa et al., 2007). Perguntamos ent&o, se a inibicdo
da atividade de cisteina protease com E64 poderia influenciar na proliferagdo celular
de mESCs. Avaliamos o numero e o tamanho (através do diametro) dos EBs apos
tratamento com E64. Assim, como mostrado nos estudos de Taupin et al. (2000) e
Hasegawa et al. (2007) a inibicdo da atividade enzimatica de cisteina proteases néo
induziu a proliferacdo celular. Todavia, estes resultados ainda precisam ser melhor
investigados, sendo necessarios ensaios mais precisos para verificagdo da
proliferagdo celular. Por outro lado, o tratamento com E64 n&do mostrou efeito téxico
como observado com AR, o qual reduziu significativamente o numero de EBs apds
dois dias de tratamento. Além de induzir a diferenciagdo neuronal, o AR também
causa a morte celular por apoptose, diminuindo o rendimento no numero de
neurénios in vitro (Herget et al., 1998). Assim, o tratamento de mESCs com E64,
poderia ser um alternativa para gerar um maior numero de progenitores neurais a
partir de mESCs.

Em seguida avaliamos as caracteristicas das culturas tratadas com EG64
através da analise fenotipica. Nossas analises mostraram que no dia 3 do protocolo
de diferenciacdo, além do elevado numero de células positivas para nestina no
interior e fora dos explantes de EBs, também detectamos células positivas para

Pax6, porém em menor numero. A expressdao de Pax6 é rapidamente regulada de
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forma negativa quando as células sédo transferidas para suporte aderente com poli-
D-lisina/laminina reduzindo em cerca de 50% a sua expressao em trés dias (Bibel et
al., 2004). Além disso, em modelo proposto de neurogénese inicial, Pax6 inibe a
manutengao do estagio neuroepitelial induzindo estas células a diferenciarem-se em
glia radial, a qual tem uma maior expressao de nestina (Suter et al., 2009).

Ainda no dia 3 do protocolo, investigamos se ja seria possivel observar a
presencga de células positivas para GFAP e tubulina B-lll. Em nenhuma das nossas
analises, tanto com imunocitoquimica (dado ndo mostrado) como com imunoblotting,
detectamos a presenca destes marcadores no dia 3 do nosso protocolo. Estes
resultados estdo em concordancia com os achados de Fraichard et al. (1995), no
qual somente foram detectados astrocitos 6 dias e neurénios 5 dias apds a inducéo
com AR, necessitando assim de um maior tempo para amadurecimento dos
progenitores neurais.

Analisamos no dia 14 do protocolo o perfil celular das culturas tratadas com
E64. Detectamos células positivas para marcadores de neurdnios imaturos com
perfil migratério (células positivas para DCX e CD60b), neurénios maduros (células
positivas para NeuN e NF200) e dez dias apds, neurbnios GABAérgicos e
dopaminérgicos (células positivas para GABA e tirosina hidroxilase). Porém o
tratamento com E64 mostrou apenas uma tendéncia ao incremento de células
positivas para NeuN. Quantificamos entdo, a expressdo de marcadores de neurdnios
imaturos, através da tubulina B-1ll e da GAP-43. Esta ultima € uma proteina neuronal
presente no desenvolvimento do sistema nervoso e tem sua expressdo aumentada
nos axonios apos lesdo (Benowitz e Routtenberg, 1997). Através da anadlise por
densidade Optica obtida das bandas dos imunoblotting para tubulina B-lll e da GAP-

43 observamos novamente uma tendéncia no aumento da expressido de ambos os
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marcadores. Neste sentido, a inibicdo das cisteinas proteases n&o estaria
influenciando na maturacdo de neurbnios, somente sendo observado o aumento de
progenitores neurais gerados de mMESCs nos primeiros dias do protocolo de
diferenciagao.

Uma possibilidade para nao termos obtidos numeros significativos de
neurdnios em nossa cultura, seria a presenca de outras células neurais. Avaliamos
entdo se os progenitores neurais observados nos primeiros dias apos o tratamento
com E64 teriam se diferenciado em células da glia. Assim como observado com AR,
encontramos poucas ceélulas positivas para GFAP e n&o detectamos células
positivas para MBP. Perguntamos entdo, se haviam ainda células com
caracteristicas indiferenciadas no dia 14 do nosso protocolo de tratamento com E64.
Investigamos através da analise por qRT-PCR a presenca de genes relacionados
com a pluripoténcia. Os niveis de mRNA de Oct-3/4 e Nanog foram regulados
negativamente em todos grupos analisados quando comparados com as células
indiferenciadas. Porém, somente em células tratadas com E64 os niveis de mRNA
de Sox2 ndo mostraram diferenga significativa em comparagdo com as células
indiferenciadas. Embora Sox2 seja um fator de transcricdo relacionado com a
pluripoténcia, ele também é expresso em altos niveis em células-tronco neurais (Li
et al., 1998; Shi et al., 2008). Neste sentido, sugerimos que a inibigdo da atividade
de cisteina protease pelo E64, estaria guiando as mESCs a um primeiro estagio da
diferenciagcao neural, porém sem participacdo no amadurecimento neuronal.

A expressao de marcadores neuronais apoés diferenciacdo in vitro, nem
sempre indica a real presenga de neurénios funcionais. Em estudo recente mostrou-
se que células mesenquimais sob indugcdo quimica assumem morfologia e

expressam marcadores neuronais, mas nao possuem propriedades eletrofisioldgicas
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de neurdnios (Barnabe et al., 2009). Este trabalho sugere que o estresse celular
poderia alterar a morfologia celular e regular os genes das células mesenquimais
levando a expressdo de proteinas neuronais. Portanto, a analise das propriedades
eletrofisioldgicas torna-se de real importadncia em protocolos de diferenciagdo em
neurdénios. Neste sentido, realizamos registros eletrofisioldgicos das células tratadas
com E64 no dia 24 do protocolo de diferenciacido. Nossas analises mostraram
células com corrente de entrada de Na*, as quais foram bloqueadas com TTX,
indicando a presenga de neurdnios com propriedades eletrofisiolégicas. Além disso,
detectamos por imunomarcacao a presenca de células positivas para Nav 1.5, um
antigeno relacionado a uma subunidade de canais de sédio. Também observamos
canais de potassio, e a presenga de corrente retificadora em 60% das células
analisadas, mostrando pela primeira vez que a inibicdo da atividade das cisteinas
protease com E64 gera neurbnios eletricamente funcionais in vitro a partir de
mESCs.

Em uma terceira etapa avaliamos se a inibicdo da atividade de cisteina
proteases com E64 e o recombinante humano da CysC (hCysC) poderiam induzir
hESCs em fendtipo neural. Nossas analises, ainda que preliminares, ndo mostraram
diferencas nos niveis de Pax6 e de Sox2 quando estes compostos foram
adicionados em culturas de hESCs. Diferengcas entre mESCs e hESCs, tanto na
manutengdo do estado indiferenciado como entre mecanismos de diferenciacao, ja
foram descritas em estudos anteriores (Darr e Benvenisty, 2006), sugerindo assim
que a inibicdo das cisteinas proteases nao participaria em eventos de diferenciacéo
neural a partir de hESCs. Entretanto, hCysC é uma forma n&o glicosilada deste
inibidor endégeno, diferente dos encontrados em rato e em camundongo, os quais

induzem a proliferacdo de precursores neurais e a diferenciagdo de mMESCs
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respectivamente (Taupin et al., 2000; Kato et al., 2006). Neste sentido, nossos
resultados obtidos com hCysC estariam corroborando a hipotese de que somente a
forma glicosilada deste inibidor induziria a diferenciacdo de ESCs, embora ainda n&o
tenha sido demonstrado que a forma glicosilada da CysC teria esse papel em
hESCs.

O mecanismo pelo qual a inibicao da atividade de cisteina protease pelo E64
participaria na regulacéo de genes a favor da diferenciacédo neuronal ainda precisa
ser esclarecido. No entanto, o0 mecanismo proposto para a CysC deve ser diferente
do E64, j4 que este ndo possui por¢ao glicosilada. Em mamiferos duas cisteina
proteases sao descritas: catepsinas e calpainas. Cistatinas apenas inibem
catepsinas, enquanto E64 inibe ambas as familias de cisteina proteases (Katunuma
e Kominami, 1995). A forma nao-glicosilada da CysC inibe a atividade das cisteina
proteases, no caso as catepsinas, porém o efeito proliferativo observado em
progenitores neurais € independente de atividade enzimatica (Taupin et al., 2000).
Além disso, somente um estudo com células tumorais demonstrou a internalizagao
da CysC, mostrando colocalizagdo com os lisossomos, onde ha grande
concentragédo de catepsinas (Ekstrom et al., 2008), sugerindo portanto, que a CysC
teria uma maior acédo no meio extracelular (Katunuma e Kominami, 1995). Por outro
lado, quando as células multipotentes mesenquimais foram induzidas com BMP a se
diferenciar em células osteoblasticas, os genes das calpainas foram regulados
positivamente de forma expressiva, mostrando uma correlagcdo entre a via de
sinalizacdo de BMP e as calpainas (Murray et al., 1997). E interessante que a
inibicio do sinal de BMP estad diretamente envolvida na formagdo do
neuroectoderma e tém sido utilizada em protocolos de diferenciagao neural (Lamb et

al., 1993; Anderson et al., 2002; Lamba et al., 2006). Assim, sugerimos que a
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inibicdo da atividade de calpainas pelo E64 poderia estar envolvida na sinalizagao
de BMP e, portanto, regulando a expressao de genes da diferenciacdo neural
primordial.

Nesta tese de doutorado, nés mostramos que a inibicao de cisteina proteases
pelo E64 induziu o aumento de marcadores neuronais precoce em mESCs. Além
disso, mostramos que os efeitos observado para mESCs nao foi reproduzido em
hESCs, ainda que preliminarmente e que CysC n&o-glicosilada ndo induz a
diferenciagdo em células neurais. Por ultimo, sugerimos a participagdo das calpainas

durante os eventos celulares do desenvolvimento do sistema nervoso.
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6 — CONCLUSOES

Estabelecemos um protocolo rapido e eficaz de diferenciacdo da linhagem
USP-1 de mESCs em células neurais com AR e Neurobasal, enriquecendo
em 72,7% o numero de células progenitoras neurais (células positivas para
nestina) e 126,5% o numero de células com fenotipo de neurénios maduros
(células positivas para NeuN).

O tratamento com AR induziu a diferenciacdo de mESCs em neurbnios com
propriedades eletrofisioldgicas apds 24 dias in vitro.

A inibicdo das cisteina proteases de mESCs com E64 levou a um
enriquecimento de: 118,5% de células progenitoras neurais (células positivas
para nestina); 53,9% de células com fenétipo de neurénios maduros (células
positivas para NeuN); e 64,0% de células que expressam GAP-43.

Embora nado tivéssemos realizados ensaios de proliferacdo celular, os
resultados quantitativos e morfolégicos dos EBs sugerem, que a inibigdo das
cisteina proteases de mESCs com E64 ndo aumentou a proliferacéo celular,
corroborando com os dados de Taupin et al.; (2000). Todavia, este tratamento
nao apresentou citotoxidade como visto com o tratamento com AR.

O tratamento de mESCs com E64 induziu a diferenciagao de neurdnios com
propriedades eletrofisioldgicas apds 24 dias in vitro.

O protocolo de diferenciagdo de mESC em células neurais utilizado durante o
desenvolvimento desta tese de doutorado privilegiou a diferenciagdo de
células com caracteristicas de neurdnios, ndo sendo util para diferenciagao de
células da glia.

A inibicdo das cisteina proteases de mMESCs com E64 elevou

significativamente o numero de células progenitoras neurais, porém nao levou
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a um amadurecimento significativo destas células, mantendo-se altos niveis
de mRNA de marcadores de células progenitores neurais apos 14 dias in
vitro.

Nossos resultados preliminares mostraram que a inibicdo da cisteina
proteases de hESCs com E64 nao induz a diferenciagao em células neurais

O tratamento de hESCs com o recombinante humano da CysC n&o induziu a
diferenciagao destas células em células neurais, indicando que a auséncia de

glicosilagéo da CysC nao tem o mesmo efeito que a forma glicosilada.
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8 — ANEXO

8.1 — Anexo 1
Este trabalhos foi realizado durante esta Tese de Doutorado e o artigo aceito

para publicagcdo em outubro de 2009 na revista “Arquivos de Neuro-Psiquiatria”.

118



ISOLATION OF NEUROSPHERE-LIKE BODIES FROM AN ADULT
PATIENT WITH REFRACTORY TEMPORAL LOBE EPILEPSY.

Ricardo Luiz Azevedo-Pereira', Emiliano Medei', Rosdlia Mendez Otero’, Jorge Paes

Barreto Marcondes de Souza’, Soniza Vieira Alves-Leon’

1. Institute of Biophysics, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro
RJ - Brazil.
2. University Hospital Clementino Fraga Filho, Neurology and Neurosurgery

Department, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro RJ — Brazil.

Dra Soniza Vieira Alves-Leon- Neurology Department/Universidade Federal do Rio
de Janeiro - Rua Prof. Rodolpho Paulo Rocco 255/10° andar/sala 10C2 - Cidade
Universitaria 21941-913 - Ilha do Fundio, Rio de Janciro RJ — Brasil. E-mail:
sonizavleon@globo.com

Phone 55 21 25622712.

ISOLAMENTO DE CORPOS NEUROSFERA-LIKE DE PACIENTE ADULTO
COM EPILEPSIA DO LOBO TEMPORAL REFRATARIA

Received 1June 2009, received in final form 14 October 2009. Accepted 29 October
20009.

Epilepsy affects approximately 0.8% of the world population and is most common
among those with chronic neurological diseases'. Some patients are refractory to
antiepileptic drugs and they develop refractory epilepsy®. This kind of epilepsy
presents a higher frequency of sudden death’; surgical treatment is indicated and has

shown significantly higher efficacy compared to antiepileptic drug treatment’.

Neurosurgery opens the possibility of isolating neural stem cells (NSCs) in vivo.
These cells are present in the subventricular zone (SVZ), around the lateral ventricles

and in the sub-granular layer in the hippocampus (SGZ), and they give rise to neurons



and glial cells during adulthood®®. The isolation of these cells could lead to a future
source of autologous transplants for neurodegenerative diseases, as well as serve as
research materials for basic science studies of NSCs. However, only a few studies
describe the isolation of NSCs from human brain in vivo™, and no such study has

been performed in Brazil.

Here, we showed for the first time in Brazil the possibility of isolating neural

progenitor cells from a woman with refractory epilepsy during interventional surgery.

CASE

A 50-year-old woman with a 15 year history of epilepsy was reported. The surgery
was carried out after the concordance of electrophysiological clinical analysis, MRI
and ictal single photon emission computed tomography (SPECT) findings showed an
ictal onset zone in the right temporal lobe, atrophy and loss of volume in the right

hippocampus (Fig 1A, B) and increased perfusion in the same side (Fig 1C).

The patient was subjected to an anterior temporal lobectomy and amigdalo-
hippocampectomy, and in approaching the temporal horn of the lateral ventricle,
subventricular sampling was done for tissue culture. The protocol was approved by
the Ethical Committee from the Hospital Clementino Fraga Filho, Universidade

Federal do Rio de Janeiro, and the patient gave written informed consent.

The tissue was immediately transferred to DMEM-F12 at 4° C. The pia mater and
associated blood vessels were removed, and the tissue was dissociated with papain
following the manufacturer’s recommended procedures (Worthington Biochemical
Corp). After dissociation, the single cells were cultured in neurosphere medium'. The
cells were cultured in 10-cm non-adherent culture plates. The culture was
supplemented with 20ng/mL epidermal growth factor (EGF), 10ng/mL basic
fibroblast growth factor (bFGF) and B27 supplement twice a week. Additional

neurosphere medium was administered once every week.

After 14 days in vitro, we observed, at least, 26 cellular aggregates similar to
neurospheres. These neurosphere-like bodies had different diameters, ranging
between 57um and 290um (Fig 2A). Individual neurospheres (n=10) were then
transferred to glass coverslips previously incubated with 10pug/mL poly-L-lysine

followed by 20ug/mL laminin. The growth factors were removed from the culture



medium and the neurosphere-like aggregates adhered to the coverslips and showed
different patterns of differentiation in the following days. In one pattern, lamellipodia-
like projections were observed soon after plating (Figure 2B, 1 day in vitro) and in the
following days, on top of these, many slender filopodia-like projections were present
(Fig 2C, 30 days in vitro). The cells were fixed with 4% paraformaldehyde at 37° C.
The coverslips were incubated with normal goat serum followed by primary and
secondary antibodies for immunocytochemistry. The lamellipodia-like processes were
positive for glial fibrillary acidic protein (GFAP), suggesting differentiation into
astrocytes and/or radial glial cells from the neurosphere-like bodies. In addition, we
showed that on top of these processes, several B-III tubulin positive processes were
present, suggesting neuronal differentiation (Fig 2D). A different pattern was
observed in other neurospheres, in which only a few projections were present
emanating from the neurospheres (Fig 2E, 5 days in vitro). One of the neurospheres
detached from the substrate, leaving behind 3 attached cells that were used for the
recording experiments (Fig 2F, 17 days in vitro). After recording, the coverslip with
the cells was fixed and immunocytochemistry for GFAP and B-III tubulin was
performed. In Figure 2@, it is possible to notice neurites (B-III tubulin positive), some

of them closely associated with glial processes (GFAP positive).

To probe the electrical activity of the differentiated cells, depolarizing pulses were
applied from -90 to +60 mV in 10 mV steps (holding potential = -70 mV). With this

approach, an outward rectifier current was observed typical of glial cells (Figure 2H).

DISCUSSION

Mammalian NSCs are isolated from the SVZ around the lateral ventricle and the
SGZ>*. These cells are self-renewable as cell aggregates called neurospheres, and they
can give rise to all the cells of the nervous system. These neural progenitor cells can
generate neurons and astrocytes, but they have lower plasticity than neural stem
cells'. Here, we isolated neural progenitor cells which formed neurosphere-like
bodies that gave rise to B-III tubulin-positive neurons and GFAP-positive astrocytes.
After differentiation, electrical properties were recorded from these cells showing

functionality in vitro. In our study, the cells did not differentiate into



oligondendrocytes and were not self-renewable (data not shown). Therefore, they are

not neural stem cells.

Up to now, few studies have reported the isolation of human neural stem/progenitor
cells in vivo™. Although we did not obtain NSCs, we isolated neural progenitor cells
from the SVZ for the first time in Brazil. These cells were isolated during a common
and safe surgery on an adult patient with refractory epilepsy, and these results can be

reproduced by other groups.

It is important that many studies report methods for the isolation and characterization
of these cells in order for these cells to be better understood. Additionally, these cells
can be differentiated in vitro into all cells of the nervous system, which could be
useful in the screening of drugs and, in the future, these cells could be expanded in

culture as a source for cellular transplants for neurological diseases.
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Fig 1: Imaging investigation before surgery. [A]: MRI Flair sequence showing the
high signal of the atrophic right side of the hippocampus. [B]: MRI T2 sequence
depicting loss of volume of the right hippocampus. [C]: The ictal SPECT shows the
increase of perfusion in the right temporal lobe. 209x297mm (300 x 300 DPI)




Fig 2. Cells isolated from the SVZ of adult human brain form neurosphere-like bodies and
differentiate into neurons and astrocytes. [A]: Phase contrast image of neurosphere-like bodies formed
13 days after plating of the dissociated cells in non-adherent culture conditions and in the presence of
growth factors. [B — C]: Phase contrast images of the same neurosphere-like aggregate 1 day [B] and
30 days [C] after plating in adherent culture conditions and in the absence of growth factors. [D]:
Photomicrograph of the neurosphere-like aggregate shown in [B-C] immunolabeled for GFAP (green)
and B-III tubulin (red). Nuclei are labeled with DAPI (blue). [E]: Phase contrast image of a small
neurosphere-like body 1 day after plating in adherent culture conditions. [F]: Phase contrast image of
the cells that remained attached to the plate after detachment of the neurosphere-like aggregate and
before electrophysiological recordings. [G]: Photomicrograph of cells shown in [F] immunolabeled for
GFAP (green) and B-1II tubulin (red). [H]: Electrophysiological recording from one of the cells shown
in [F] showing an outward rectifier current. Scale bars: 504m.209x297mm (300 x 300 DPI)
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