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Introducdo 1

1- INTRODUCAO

Células-tronco em érgaos e tecidos adultos

Durante a embriogénese, apos a formacéo do zigoto totipotente, ocorre a progressédo de
uma série de eventos pré-programados pelo genoma (proliferacéo, diferenciagdo e progressao
celular e regulacdo da apoptose) que resultara na formacdo de diferentes células, 6rgéos e
tecidos. As células de cada uma das 3 camadas germinativas primarias, ap06s seguidos
processos de proliferacdo e segregacdo em linhagens comprometidas, formarao células-tronco
multipotentes e unipotentes que finalmente dardo origem aos diferentes tipos de células,
orgdos e tecidos. Algumas células porém ndo seguem a progressdo desses eventos e
permanecem como células precursoras de reserva, fazendo a manutencgdo continua e o reparo
dos tecidos e drgaos durante toda a vida do individuo (CONLEY e colbs., 2004). A essas
células damos o nome de células-tronco somaticas, ou células-tronco do adulto. Estima-se que
cada 6rgdo tenha o seu préprio contingente de células de reserva, presentes em baixa
quantidade, para o reparo do tecido. As células-tronco do adulto sdo caracterizadas por sua
capacidade de auto-renovacdo e diferenciacdo em pelo menos um tipo de célula madura.
Essas células apresentam um nivel maior de comprometimento tecido-especifico do que as
células-tronco embrionarias pois podem dar origem a todos os tipos celulares encontrados no
seu orgdo de origem mas, teoricamente, ndo as células de outros érgaos. Por esta razdo sdo
consideradas células multipotentes.

v" Células-tronco do figado

O figado possui uma grande capacidade de regeneracdo por meio da proliferacdo de
células parenquimais adultas em resposta ao dano tecidual. Todavia, nos ultimos anos
surgiram evidéncias da existéncia de uma populacdo de células-tronco intra-hepéaticas que
foram denominadas células ovais devido a sua morfologia; sdo células pequenas, com uma
alta proporcdo nucleo:citoplasma. As células ovais sdo encontradas nos ramos terminais da
arvore biliar, mais precisamente nos canais de Hering (FAUSTO e colbs., 1993) e constituem
uma populacdo heterogénea de células em diferentes estagios de diferenciacdo e maturacao.
Sao consideradas células-tronco bipotentes pois apresentam potencial de diferenciacdo em
hepatocitos e colangiécitos (ALISON e colbs., 2004). Essas celulas representam um
compartimento de reserva que sO é ativado na presenca de um dano severo, com O
comprometimento da proliferacdo dos hepatdcitos (BROOLING e colbs., 2005).

O processo patologico que mais comumente envolve a participacdo das células ovais

¢ a hepatite cronica severa, especialmente nas fases de necrose aguda, no qual sdo achadas nas
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areas de regeneracdo, fibrose e cirrose (MATSUSAK e colbs., 2000; XIAO e colbs., 2003;
FOTIADU e colbs., 2004). Nao sdo células facilmente reconhecidas e possuem algumas
caracteristicas morfoldgicas e funcionais comuns aos hepatoblastos encontrados nos periodos
embrionario e fetal (GROMPE, 2003; GUETTIER, 2005). A proporcdo de células ovais,
hepatoblastos e hepatdcitos no tecido hepético estd diretamente relacionada com o estagio de
desenvolvimento do figado. No tecido fetal e neonatal sdo poucos os hepatdcitos encontrados,
0s hepatoblastos sdo as células dominantes. Ja no figado adulto sdo encontrados poucos
hepatoblastos (< 0,1%), as células ovais sdo as células progenitoras dominantes (0,3 a 0,7%) e
a maioria das células parenquimais sdo hepatdcitos diploides e polipléides e células epiteliais
biliares (>97%). O perfil de expressdo génica desses trés tipos celulares foi estudado em
humanos. As células ovais mostraram a expressdao de EpCAM, NCAM, CK19, c-Kit, CLDN-
3 e baixos niveis de albumina. Os hepatdcitos expressaram os marcadores tipicos de células
maduras do figado como albumina, transferrina, conexinas, PEPCK, DPP4 e P450s. Os
hepatoblastos apresentaram-se como celulas intermedidrias, mostrando a expressdo dos
mesmos marcadores encontrados nas células ovais e baixos niveis dos marcadores
encontrados nos hepatocitos, porém, com positividade para AFP (SCHMELZER e colbs.,
2006). Apesar do perfil imunofenotipico das células ovais ainda ndo ter sido bem
caracterizado, a expressdo dos marcadores de superficie OV-6 e H-4 e de alguns marcadores
associados com células hematopoéticas como Thy, Sca e CD34 (PETERSEN e colbs., 1998,
2003), também ja foi associada a elas.

O estudo das células ovais vem sendo amplamente realizado em modelos murinos de
hepatectomia parcial associada a administracdo de 2-acetilaminofluoreno (EVARTS e colbs.,
1989; ANILKUMAR e colbs., 1995; GOLDING e colbs., 1995). O modelo estabelecido
permite que as células ovais se desloquem das zonas portal e periportal para o parénquima
hepético via veia central e entrem no estagio final da diferenciacao.

v Células-tronco da medula 6ssea
As primeiras células-tronco a serem descritas foram as hematopoéticas, em um experimento
classico onde os pesquisadores transfundiram células da medula 6ssea de camundongos sadios
em camundongos que tiveram a medula éssea previamente depletada por irradiacdo. Como
resultado, a medula dssea e o sistema hematopoético dos camundongos irradiados foram
reestabelecidos pelas células dos camundongos sadios (TILL e MCCULLOCH, 1961). Hoje
sabemos que a medula Ossea, por apresentar diversos tipos celulares distintos em sua
composicdo, comporta pelo menos trés diferentes tipos de células precursoras: as células-

tronco hematopoéticas, as células-tronco mesenquimais e as células progenitoras endoteliais.



Introducdo 3

v’ Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais foram inicialmente descritas em 1966, quando foram
isoladas a partir da medula d¢ssea de ratos (FRIEDENSTEIN e colbs., 1966). Outros érgéos e
tecidos foram recentemente descritos como fontes de células-tronco mesenquimais. Entre eles
estdo sangue periférico (ZVAIFLER e colbs., 2000), sangue de corddo umbilical (ERICES e
colbs., 2000), tecido adiposo (GRONTHOS e colbs., 2001), liquido sinovial (DE BARI e
coabs., 2001), musculo esquelético (JANKOWSKI e colbs., 2002), pulmdo (NOORT e colbs.,
2002), dentes definitivos (MIURA e colbs., 2003), veia umbilical (COVAS e colbs., 2003) e
veia safena (COVAS e colbs, 2005), placenta (IGURA e colbs., 2004), entre outros.

As células-tronco mesenquimais produzem importantes citocinas e fatores de
crescimento que promovem a expansdo e a diferenciacdo das células-tronco hematopoéticas
em células sanguineas na medula déssea. Além da manutencdo e do reparo tecidual essas
células possuem efeitos anti-proliferativo, imuno-modulatério e anti-inflamatério, o que tém
despertado o interesse na sua utilizacdo como agentes terapéuticos potenciais em desordens
do sistema-imune (FANG e colbs., 2006).

As células-tronco mesenquimais possuem a capacidade de aderéncia ao plastico, o que
possibilita o seu isolamento in vitro apOs consecutivas passagens. Essas células nao
apresentam um antigeno de superficie especifico portanto sdo usualmente caracterizadas pela
combinacdo de caracteristicas fenotipicas e funcionais. A caracterizacdo fenotipica é realizada
pela marcagdo com anticorpos monoclonais que reconhecem alguns dos antigenos de
superficie encontrados nas células-tronco mesenquimais. Stro-1 (SIMMONS e TOROK-
STORB, 1991), CD166 (BRUDER e colbs., 1998), CD105 (BARRY e colbs., 1999), CD73
(BARRY e colbs., 2001) e mais recentemente 0 CD271 e o CD140b (BUHRING e colbs.,
2007) séo os antigenos mais utilizados no isolamento e purificacdo dessas células. As celulas-
tronco mesenquimais apresentam negatividade para os marcadores de células hematopoéticas
e de células endoteliais. A caracterizacdo funcional € realizada por meio de ensaios de
diferenciacdo osteogénica, condrogénica e adipogénica. Tais ensaios sdo baseados na
capacidade das células-tronco mesenquimais de se diferenciarem linhagens celulares de 0sso,

cartilagem, tend&o e tecido adiposo, sob inducéo apropriada.

Células-tronco da medula dssea e seu papel no reparo do tecido hepatico
O primeiro trabalho sugerindo o papel de céelulas-tronco extra-hepéaticas no reparo do
figado foi publicado 1999 (PETERSEN e colbs., 1999). Os autores utilizaram ratos tratados

com 2-acetilaminofluoreno para bloquear a proliferagdo dos hepatdcitos e induzir a
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proliferacdo de células ovais. As fémeas murinas previamente irradiadas receberam células da
medula dssea de machos ndo tratados. Quando analisados, os figados dos animais
transplantados apresentaram células marcadas positivamente para 0 cromossomo Y, sugerindo
existéncia de uma populacdo de celulas-troco na medula éssea capaz de se diferenciar em
células de figado. Em 2000, dois artigos do mesmo grupo foram publicados com resultados
semelhantes em camundongos e em humanos. Utilizando o transplante de medulo dssea
singénico entre animais de sexo opostos e a técnica de FISH em combinagdo com a marcacgao
imuno-histoquimica para albumina, os autores mostraram que células do doador encontravam-
se no figado do receptor e que essas expressavam albumina (THEISE e colbs., 2000). Da
mesma forma, em humanos, os autores encontraram células do doador no figado do receptor,
e essas expressavam citoqueratina 8, 18 e 19 (THEISE e colbs., 2000). Para tentar explicar a
diferenciacdo das células-tronco adultas em células de tecidos ndo proprios foi postulada a
teoria da transdiferenciacdo. Nesta, as células-tronco adultas sofreriam uma reprogramacéo
génica por influéncia do microambente.

Estudos posteriores indicaram que as células que esses autores chamaram de
hepatécitos derivados da medula déssea, encontradas no figado dos receptores do transplante,
eram na verdade produto de fusdo entre as células do doador e do receptor. Apds o transplante
de medula 6ssea realizado entre camundongos de sexo opostos foi realizada a anélise
citogenética dos “hepatocitos derivados da medula 6ssea” e essas celulas apresentaram 80
cariétipos XXXY (fusdo entre duas células diplddes) e 120 caridtipos XXXXXY (fusdo entre
uma célula dipléide e uma tetrapldide). Segundo os autores, as poucas células dipléides
encontradas (40 caridtipos XX) podem ser uma contaminacdo da amostra com ceélulas
hematopoéticas do doador ou ainda o produto da divisdo reduzida dos hepatocitos que se
fusionaram (WANG e colbs.,, 2003). Em outro trabalho realizado no mesmo ano,
camundongos com deficiéncia no gene da fumarilacetoacetato-hidrolase (Fah-/-) receberam o
transplante de medula dssea de camundongos selvagens (Fah+/+). Os nodulos encontrados
nos figados dos receptores, quando analisados, apresentaram células que expressavam tanto 0s
genes do doador quanto os do receptor, indicando fuséo celular (VASSIPOULOS e colbs.,
2003). Os autores também afirmam que o marcador hematopoético CD45 foi silenciado apds
a fusdo das células da medula dssea com os hepatocitos, o que indica que as células-tronco
que participam da recuperacdo hepatica sdo as mesenquimais, e que os RNAm da FAH nao
foram formados na medula dssea e sim ativados depois da fusdo. Essa ultima afirmacgdo nos

d& indicios de que pode ocorrer uma reprogramacdo genética apds a fusdo, porém, ndo se
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pode afirmar categoricamente que 0s hepatdcitos podem reprogramar geneticamente as
células da medula Gssea e vice-versa.

A fusdo das células da medula 6ssea com os hepatocitos foi atribuida a extrema
pressdo seletiva encontrada no figado dos camundongos Fah-/-. Apesar dessa hipotese ser
bastante razoavel foi demonstrado que a fusdo também ocorre em figados normais (Alvarez-
DOLADO e colbs., 2003). Todavia, seis meses apds essa publicacdo, um trabalho utilizando a
mesma estratégia foi realizado e demonstrou que o transplante em camundongos irradiados
leva a formacdo de células epiteliais derivadas da medula éssea no figado dos receptores sem
a evidéncia de fusdo (HARRIS e colbs., 2004).

Recentemente, Russo e colaboradores (2007) examinaram a contribui¢do gquantitativa,
funcional e temporal das células presentes na medula Gssea para o tratamento da doenca
cronica do figado. Camundongos fémeas foram submetidos a irradiacdo letal e ao transplante
de medula 6ssea total de camundongos machos, com injecdes posteriores de fraces celulares
de células-tronco mesenquimais ou de células-tronco hematopoéticas, isoladas separadamente.
Apos, os receptores foram submetidos aos protocolos de indugdo do dano hepatico por
tetracloreto de carbono ou por tioacetamida. Os pesquisadores confirmaram a reconstituicdo
completa da hematopoese por meio da analise do cromossomo Y no baco dos receptores e
também certificaram-se de que as células estreladas dos receptores ndo tinham sido depletadas
pela irradiacdo. A identificacdo das células dos doadores no tecido hepatico dos receptores foi
realizada por meio da hibridizacdo com a sonda Y na técnica de FISH. A marcacdo imuno-
histoquimica para a GFAP (proteina &cida glial fibrilar) ou desmina, para alfa-SMA (alfa
actina de masculo liso) e para CK8/18 (citoqueratina 8/18), identificou as células estreladas,
os miofibroblastos e os hepatdcitos, respectivamente. Como resultados, antes e apos o0 dano
hepético o numero total de células estreladas presentes no figado foi constante. Porém, apds o
dano, a proporcdo de células estreladas derivadas da medula 6ssea aumentou de 14% para
68%. Em contraste, o numero total de miofibroblastos presentes no figado ap6s o dano foi
maior do que o numero total encontrado antes da inducdo ao dano. A proporcdo de
miofibroblastos derivados da medula dssea foi de 69% a partir da primeira semana do dano e
permaneceu constante até a 12a. semana. Ja os hepatdcitos derivados da medula dssea ndo
foram encontrados nos figados ndo induzidos ao dano e foram encontrados na proporcéo de
0.6% nos figados danificados. Esses resultados sugerem que a contribuicdo das células-
tronco da medula 6ssea no reparo do tecido hepético ndo esta relacionada com a diferenciacéo

das mesmas em hepatdcitos.
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As células-tronco da medula 6ssea podem de fato restaurar o tecido hepatico. Isso é
evidenciado por trabalhos que mostram a sobrevivéncia dos camundongos Fah-/- ap6s o
transplante com células de doadores selvagens. Porém, os mecanismos atraves dos quais isso
se torna possivel ainda ndo foram totalmente esclarecidos. A questdo da plasticidade das
células-tronco adultas, ou da capacidade que essas células tém de restaurar tecidos e 6rgaos
ndo préprios ainda ndo foi esclarecida. Algumas teorias foram postuladas para tentar explicar
esse fendmeno e as mais discutidas sdo: a transdiferenciagdo (THEISE e colbs., 2000;
THEISE e colbs., 2000, HARRIS e colbs., 2004), a fusdo (WANG e colbs., 2003,
VASSIPOULOS e colbs., 2003; ALVAREZ-DOLADO e colbs., 2003) e, mais recentemente,
o efeito paracrino que as células-tronco mesenquimais exercem (PAREKKADAN e colbs.,
2007; PAREKKADAN e colbs., 2007).

Diferenciacéo hepatocitica “in vitro”

A facilidade de propagacdo das células-tronco e a possibilidade de diferenciacao
hepatocitica in vitro gerou um crescente interesse na utilizagdo dessas células para o
tratamento de doengas cronicas e agudas do figado. A capacidade de auto-renovacdo as faz,
em teoria, particularmente empregaveis como fonte ilimitada de material doador no
transplante celular para a regeneracdo hepatica (CZYZ e colbs., 2003). Também ja foi
sugerido o uso de células-tronco, previamente diferenciadas em hepatdcitos, na construcao de
figados bioartificiais para o tratamento curativo da faléncia do 6rgdo causada pela doenca
aguda (KOBAYASHI e colbs., 2003). Para que essas aplicagdes clinicas possam realmente se
tornar uma alternativa de tratamento €& necessario que se estabeleca protocolos de
diferenciacdo in vitro eficientes e bem definidos. Esses protocolos sdo baseados na adicdo de
citocinas e fatores de crescimento ao meio minimo de cultivo celular, isento de soro fetal
bovino, para tentar mimetizar os estimulos ocorridos durante a embriogénese. Tais protocolos
também representariam um modelo de estudo dos mecanismos moleculares e dos caminhos de
sinalizacdo que regulam a hepatogénese.

Vérias citocinas e fatores de crescimento mostraram-se eficientes na diferenciagcdo
hepatocitica sob as condig¢des de cultivo in vitro. Dentre eles o fator de crescimento de
hepatocito (HGF), o fator de crescimento epidermal (EGF) (MICHALPOULOS e colbs.,
2003), o fator de crescimento de fibroblasto (FGF) (LEE e colbs., 2004) e a oncostatina M
(OSM) (LAZARO e colbs., 2003) sdo utilizados na maioria dos estudos. Fatores quimicos nio
protéicos como a dexametasona (MICHALPOULOS e colbs., 2003), a nicotinamida (SATO e

colbs., 1999) e o &cido retindico (ALISI e colbs., 2003) também s&o comumente utilizados.
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Estudos in vitro foram realizados para tentar esclarecer a questdo da diferenciagdo das
células-tronco mesenquimais em hepatocitos. Oh e colaboradores (2000) reportaram o
aparecimento de proteinas do tecido hepéatico albumina e alfa-fetoproteina em células da
medula dssea de ratos, quando cultivadas em condicOes apropriadas durante 21 dias. Em
condicOes apropriadas de cultivo, ndo sé as células-tronco mesenquimais da medula dssea,
mas também as células-tronco mesenquimais isoladas a partir do corddo umbilical e as
células-tronco hematopoéticas podem dar origem a hepatécitos (KAKINUMA e colbs., 2003;
FIEGEL e colbs., 2003).

Até o momento, a questdo da diferenciacdo das células-tronco mesenquimais em
hepatocitos ndo foi bem esclarecida e estudos neste sentido, in vivo e in vitro, se fazem
necessarios. O presente trabalho propbGe avaliar o comportamento das células-tronco
mesenquimais humanas da medula déssea e da retina frente a inducdo da diferenciacdo
hepatocitica in vitro, bem como analisar o potencial de migracdo das células isoladas da

medula 6ssea para o tecido hepatico danificado in vivo.
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OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo avaliar a capacidade das células-tronco mesenquimais

para se diferenciarem em células com caracteristicas morfologicas e funcionais de hepatocitos

in vitro e analisar o potencial de migracdo das mesmas para o tecido hepatico danificado in

Vivo.

Objetivos Especificos

v

<\

Obtencdo e caracterizacdo das células-tronco mesenquimais isoladas a partir da medula
6ssea humana e da retina humanas.

Inducdo das células isoladas a diferenciacdo hepatocitica in vitro.

Analise morfoldgica das células induzidas a diferenciacdo hepatocitica.

Anélise molecular das células induzidas a diferenciacdo hepatocitica para a presencga dos
marcadores albumina, citoqueratina 18, citoqueratina 19 e a-fetoproteina.

Analise molecular de células-tronco mesenquimais isoladas de diferentes tecidos fetais e
adultos para a expressdo de albumina.

Estabelecimento do protocolo e analise do dano hepatico induzido por meio da
administracdo de CCl,em camundongos da linhagem Balb/C.

Aplicagdo do protocolo de dano hepatico induzido e infusdo de células-tronco
mesenquimais humanas isoladas da medula 6ssea em camundongos da linhagem NOD-
SCID, e posterior analise do tecido para a presenca de células masculinas (positivas para o

Cromossomo Y).
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - ESQUEMA DA ESTRATEGIA EXPERIMENTAL UTILIZADA

In vitro

fCaracteriza(;éo das células ) f1s -
- ) isoladas: Anilise para a expressdo
(Iisaosl?:giilll:(s)-:ri};ginsao v Morfologia e secregdo de albumina
mesenquimais (CTM) |:‘> v" Imunofenotipagem |
humanas: v" Capacidade de
v medula 4ssea diferenciacédo em
\ Y retina y adlp601f:0§, ostedcitos ::> Indugéo’f?x. diferenciacio
\ e condrécitos ) hepatocitica

U

C— Anailise da diferenciagédo hepatocitica

.
Comparacéio dos antigenos de

membrana expressos antes e depois da

diferenciacéo por imunofenotipagem

) / \
Detecgdo e quantificacdo dos transcritos de Detecgéo da producéo e
ALB, CK18, CK19 por RT-PCR em tempo real secregdo de albumina
por eletroforese de
v proteinas

Detecgdo da producio das proteinas hepatociticas
ALB, CK 18 e AFP por imunofluorescéncia

In vivo

Tratamento dos camundongos Infusdo das CTM humanas, isoladas da

com CCLs4via intraperitoneal :> medula 6ssea de doadores do sexo masculino,
para causar o dano hepético na veia caudal lateral de camundongos
fémeas da linhagem NOD-SCID previamente
@ tratados com CCls

Caracterizagio do dano hepatico @

Sacrificio dos animais

Anélise histolégica /

do figado @

Analise das transaminases Anilise do figado dos camundongos para a presenca
hepaticas do gene SRY.




Material e Métodos 10

3.2- MATERIAL BIOLOGICO

3.2.1 — Celulas-tronco mesenquimais (CTM) humanas
O isolamento e a caracterizacdo das CTM foi realizada no CTC-CEPID-FAPESP

como parte integrante de outros projetos de pesquisa conduzidos pelo orientador.

3.2.1.1 - CTM da medula 6ssea e da retina

Foram previamente isoladas da crista iliaca de doadores de medula Gssea do
Hemocentro e de doadores de cérnea do Banco de Olhos do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo — Ribeirdo Preto. A sua utilizacéo foi
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, cujo
namero do processo € 1783/2004.

3.2.1.2 - CTM dos tecidos fetais
Os tecidos fetais utilizados foram fascia, gbnada, carétida e figado. O procedimento de
coleta foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas de Ribeirdo

Preto, cujo numero do processo é 4855/2004.

3.2.2 — Linhagem celular Hep G2
As células da linhagem Hep G2 (ATCC no. HB8065) sdo ceélulas humanas
estabelecidas a partir do carcinoma hepatocelular. Essa linhagem dispGe de caracteristicas
morfologicas e funcionais de hepatdcitos normais, incluindo a sintese de proteinas
plasmaticas e a expressdo de transportadores organicos soltveis (KNOWLES e colbs., 1980).
As células da linhagem Hep G2 foram utilizadas neste trabalho como controle nas
analises da diferenciagdo hepatocitica.

3.2.3 — cDNA de células extraidas do figado humano

Foi gentilmente cedido pelo pesquisador Dr. Rodrigo Alexandre Panepucci, do
laboratério de pesquisa do Hemocentro de Ribeirdo Preto. O cDNA foi utilizado na RT-PCR
em tempo real como molde para a avaliagdo da eficiéncia de amplificacdo dos
oligonucleotideos e como calibrador na analise comparativa da expressdo de albumina nas
CTM.
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3.2.4 — Camundongos

Balb/C é uma linhagem de camundongos originada em 1.923 pelo pesquisador
McDowell. Os camundongos sdo albinos, isogénicos e freqlientemente utilizados para a
producdo de anticorpos monoclonais. A linhagem é amplamente utilizada nas diversas areas
da pesquisa cientifica. No presente trabalho foram utilizados 18 camundongos da linhagem
Balb/C para a padronizacdo do dano hepatico ocasionado pela administracdo intra-peritoneal
de tetracloreto de carbono (CCly).

NOD-scid é uma linhagem de camundongos diabéticos ndo obesos (NOD) que néo
apresentam imunidade humoral ou celular por serem homozigéticos para uma mutacdo do
gene scid. A mutacdo se localiza no cromossomo 16 e resulta na perda de linfocitos T e B. Os
linfocitos natural killer e as células mielGides apresentam desenvolvimento normal
(LEBLOND e colbs., 1997). A caracterizacdo génica do fen6tipo NOD ainda ndo foi bem
esclarecida. Dados da literatura sugerem que esse fenotipo é resultante de um complexo de
mutacdes em diferentes regibes cromossdmicas como, por exemplo, genes do complexo de
histocompatibilidade maior (MHC) no cromossomo 3, genes que codificam 0 CD28 e CTLA-
4 no cromossomo 1, genes que codificam os antigenos CD30, TNFR2 e CD137 no
cromossomo 4, entre outros (JOHANSSON e colbs., 2003). Devido a essas caracteristicas,
estes animais constituem organismos modelos em estudos que envolvem a avaliacdo do
potencial das células-tronco humanas na medicina regenerativa e na terapia celular. Neste
trabalho foram utilizados 12 camundongos fémeas, isogénicos, da linhagem NOD-scid
(HESSELTON e colbs., 1995), com idade entre 6 a 8 semanas e peso entre 18 e 22g. Os
camundongos foram fornecidos pelo Biotério — Livre de Patdgenos Especificos (SPF, do
inglés Specific Pathogen Free) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
USP e mantidos sob a supervisdo da medica veterinaria Cleide Ldcia Araujo Silva. Os
animais foram acomodados em gaiolas de polipropileno com isolador, que continham
maravalha de pinho autoclavada. Receberam ragdo comercial Nuvital® e 4gua autoclavadas. A
utilizacdo dos animais neste projeto foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade de Sdo Paulo — Campus de Ribeirdo Preto, cujo ndmero do
protocolo é 06.1.364.53.0.
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3.3 - REAGENTES

3.3.1 - Padréo de peso molecular
v' 0X-174RFI digerido com Haelll (Pharmacia, Uppsala, Suécia)
v" LMW-SDS marker (GE HealthCare, Buckinghamshire, UK)

3.3.2 - Enzimas
v' Colagenase Tipo I-A (Sigma, St Louis, USA)
v DNase | (Deoxiribonuclease) (QIAGEN, Sao Paulo, Brasil)
v Multi Scribe Reverse Transcriptase (Applied Biosystems, Foster City, USA)
v' Taq DNA polimerase (Pharmacia, Uppsala, Suécia)
v Tripsina-EDTA 10X (GIBCO, Grand Island, USA)

3.3.3 - Reagentes Quimicos

3.3.3.1 - Acidos
v' Acido acético glacial (Merck, Darmtadt, Alemanha)
v" Acido cloridrico (Merck, Darmtadt, Alemanha )

3.3.3.2 - Alcoois
v' Etanol (Merck, Darmtadt, Alemanha)
v" Glicerol (Merck, Darmtadt, Alemanha)
v" Isopropanol (Merck, Darmtadt, Alemanha)
v Metanol (Merck, Darmtadt, Alemanha)
v Xilol (Merck, Darmtadt, Alemanha)

3.3.3.3 - Antibidticos
v" Solucdo Penicilina/Estreptonicina 100X (GIBCO, Grand Island, USA)
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3.3.3.4 — Anticorpos
Tabela 1: Anticorpos monoclonais utilizados para a caracterizacdo imunofenotipica das CTM humanas por

citometria de fluxo.

Anticorpos Molécula conjugada Clone Marca *
CD45 FITC 2D1 BD Biosciences
CD14 PE M5E2 BD Bioscience
HLA-classel PE G46-2.6 Pharmingen
HLA-DR FITC G46-6(L243)  Pharmingen
CD34 PE 563 BD Biosciences
CD73 PE AD2 Pharmingen
CD49%e PE 1AL Pharmingen
CD51/61 FITC 23C6 Pharmingen
CD44 PE 515 Pharmingen
CD29 PE HUTS-21 Pharmingen
CD13 PE WM15 Pharmingen
CD90 PE 5E10 Pharmingen
CD105 puro 266 Pharmingen
KDR puro KDR-1 Sigma
CD54 PE HA58 Pharmingen
Isotipo controle (I9G2a/1gG1) FITC/PE X39/X40 BD Biosciences
Anti-lgG de camundongo FITC policlonal BD Biosciences
Anti-lgM de camundongo FITC policlonal Caltag

* Pharmingen (San Diego, USA), Sigma (St. Louis, USA), R&D Systems (Minneapolis, USA) , Dako (Glostrup,
Dinamarca) e Caltag (Burlingame, USA).
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Tabela 2: Anticorpos monoclonais utilizados na detec¢do dos marcadores hepatociticos albumina, citoqueratina
18 e a-fetoproteina por imunofluorescéncia.

Anticorpo Molécula conjugada Clone Marca *
ALB policlonal Dako
CK 18 DC10 Dako
AFP policlonal Dako
anti-lgG de coelho FITC policlonal Dako
anti-lgG de camundongo PE policlonal Calbiochem

* Dako (Glostrup, Dinamarca) e Calbichem (Darmstadt, Alemanha).

3.3.3.5 - Corantes
v Azul brilhante de Coomassie (BIO-RAD, Hercules, USA)
Azul de bromofenol (Merck, Rio de Janeiro, Brasil)
Brometo de Etidio (Sigma, St. Louis, EUA)
DAPI 11 (Vysis, Downers Grove, USA)
Escarlate R (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil)
Solugéo de Hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
Solucéo de Hematoxilina-eosina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
Solucéo de Leishmam (Doles reagentes, Goiania, Brasil)
Sudan Il (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil)
Violeta de genciana (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil)

NS N N N N N S NN

3.3.3.6 - Oligonucleotideos sinteticos
v" Reagentes  pré-desenvolvidos para ensaios TagMan: ALB (albumina)
(Hs00609411 m1) e GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase) (PN: 4310884E)
(Applied Biosystems, Foster City, USA)



Material e Métodos 15

Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados para a quantificagdo dos marcadores hepatociticos citoqueratina 18 e
citoqueratina 19 e do controle endégeno gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, empregados na técnica de RT-

PCR em tempo real para ensaios SYBR Green, sintetizados pela Applied Biosystems (Foster City, USA)

Gene Sequéncia Posicgao Tempertatura de
melting (T.M.)
CK 18 (P5") 5"-TGGAAGATGGCGAGGACTTT-3 1.266 — 1.285 58°C
CK18 (P3") 5"-AGACACCACTTTGCCATCCACTA-3’ 1.353-1.375 60°C
CK 19 (P5") 5"-GAGCAGGTCCGAGGTTACTGA-3’ 1.008 — 1.028 58°C
CK19 (P3") 5"-CCGTTTCTGCCAGTGTGTCTT-3" 1.097 - 1.117 59°C
GAPDH (P5") 5"-GCCTCAAGATCATCAGCAATGC-3’ 539 - 551 62°C
GAPDH (P3") 5"-CATGGACTGTGGTCATGAGTCCT-3’ 618 — 640 60°C

Tabela 4: Oligonucleotideos utilizados para a detec¢do do gene masculino humano SRY no tecido hepético de

camundongos empregados na Nested-PCR, sintetizados pela Bio-Synthesis, INC (www.biosyn.com)

Nome Sequéncia Posicéo T.M. Produto
P5FAESRY P5 -GAATATTCCCGCTCTCCGGA-P3’ 217 — 226 62°C 424 pb
P3FAMESRY P5-GTACAACCTGTTGTCCAGTTG-P3’ 281 -304 62°C 424 pb
P5FAISRY P5 -CAGTGTGAAACGGGAGAAAACAGT-P3’ 522 — 545 70°C 265 pb
P3FAMISRY P5 -GACGAGGTCGATACTTATAATTCG-P3’ 620 — 630 68°C 265 pb

3.3.3.7 - Precursores néo radioativos
v Deoxinucleotideos trifosfatados (dNTP) (Pharmacia, Upsalla, Suécia)
v Glicina (Pharmacia, Uppsala, Suécia)
v L-glutamina (GIBCO, Grand Island, USA)

3.3.3.8 - Precursores radioativos
v" Metionina [ $*°] (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)

3.3.3.9 - Sais
v Acetato de sodio (Merck, Darmtadt, Alemanha)
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Acido etileno-diamino-tetracético (EDTA) (Sigma, St. Louis, USA)

Bicarbonato de sédio (Merck, Darmtadt, Alemanha)

Cloreto de magnésio (Pharmacia, Upsalla, Suécia)

Cloreto de potéssio (Merck, Darmtadt, Alemanha)

Cloreto de sddio (Merck, Darmtadt, Alemanha)

Dodecil sulfato de s6dio (SDS) (Sigma, St. Louis, USA)

Fosfato de potéassio dihidrogenado (Merck, Darmtadt, Alemanha)

Fosfato de sodio monobésico (Merck, Darmtadt, Alemanha)

HEPES (N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N"-[2-ethanesulfonic acid]) (Sigma, St. Louis,

USA)

v

v
v
v

Hidroxido de sodio (Merck, Darmtadt, Alemanha)
Nitrato de prata (CENNABRAS, Guarulhos, Brasil)
Tiossulfato de Sodio (MERCK, Gibbstown,USA)
Tris-base (Sigma, St. Louis, USA)

3.3.3.10 — Fatores de crescimento celular

v

NS N N N N N SR NN

Acido ascorbico - (Sigma, St. Louis, USA)

Dexametasona (Sigma, St. Louis, USA)

Fator de crescimento de epiderme 100X (EGF) (Sigma, St. Louis, USA)

Fator de crescimento de fibroblastos (FGFb) (Prepotech, Colonia Napoles, México)
Fator de crescimento de hepatécito (HGF) (Prepotech, Colonia Napoles, México)
Fator de crescimento transformador  (TGF-) (Peprotech, Colonia Napoles, México)
Insulina (Sigma, St. Louis, USA)

ITS premix 100X (insulina, trasferrina e &cido selenoso) (Sigma, St. Louis, USA)
Nicotinamida (farmécia de manipulacéo de férmulas, Ribeirdo Preto, Brasil)
Oncostatina M (OSM) (Sigma, St. Louis, USA)

3.3.3.11 - Outros

v

NS NEE SRR NN

Agarose (Sigma, St. Louis, USA)

Albumina bovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Albumina Humana 20% (Aventis-Behring Hoechst, S&o Paulo, Brasil))
Cloroférmio (Merck, Rio de Janeiro, Brasil)

Dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma, St. Louis, USA)

Eter (Merck, Rio de Janeiro, Brasil)
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Fluoromont-G (EMS, Hatfield, USA)

Formaldeido 20% (EMS, Hatfield, USA)

Glicogénio (USB, Cleaveland, USA)

Indometacina (Sigma, St. Louis, USA)

Paraformaldeido 20% (EMS, Hatfield, USA)

Permount SP 15 (Fisher Scientific, Pittsburgh, USA)
Piruvato de S6dio 100mM (GIBCO, Grand Island, USA)
Sacarose (Merck, Rio de Janeiro, Brasil)

Soro de cabra (Caltag, Burlingame, USA)

Soro Fetal Bovino (HyClone) (GIBCO, Grand Island, USA)
Tetracloreto de carbono (Merck, Darmtadt, Alemanha)

Tiocianato de guanidina-fenol-cloroférmio (Trizol) (Invitrogen, Aukland, Nova

Zelandia)

v
v
v

Triton X-100 (Sigma Chemical, St. Louis, USA)
B-Glicerolfosfato (Goldlab, Ribeirdo Preto, Brasil)
[-Mercaptoetanol (Sigma, St. Louis, USA)

3.3.3.12 - Kits

v

SR N N N N SR

3.34-

DNasy Tissue (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha)

DryEase Mini-Gel Drying System (Invitrogen, Carlsbad, USA)

High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, USA)
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA)

TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA)
Transaminase oxalacética (TGO) (Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, Brasil)
Transaminase piravia (TGP) (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil)

XCell SureLock Mini-Cell (Invitrogen, Carlsbad, USA)

Solucgbes e Tampdes

Azul brilhante de Coomassie

Metanol 50% (v/v), acido acético 10% (v/v), azul brilhante de Coomassie 0,2% (m/v).

Solucéo de bloqueio para imunofluorescéncia
Albumina bovina 1% (v/v), soro de cabra 10% (v/v) em PBS 1X.
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Solucgéo de Sudan Il — Escarlate

0,02g de Sudan 11, 0,02g de Escarlate R em 10mL de alcool 70% (v/v). Essa solugdo deve ser
mantida em banho-maria (37°C) durante 30 a 60min. até dissolver totalmente. Deve ser
esterilizada por filtracdo e armazenada a temperatura ambiente (T.A.).

Solucéo de Tark
Violeta de genciana 0,01% (m/v) em acido acético 3% (v/v). Essa solucdo deve ser filtrada em
papel de filtro.

Tampao de amostra para gel de poliacrilamida
Tris-HCI 0,05M pH 6.8, SDS 1% (m/v), B-mercaptoetanol 1% (v/v), sacarose 5% (m/v), azul
de bromofenol 0,1% (v/v).

Tampado de aplicacdo de amostras de DNA em gel de agarose
Azul de bromofenol 0,25% (m/v) em glicerol 30% (v/v).

Tampéo fosfato tamponado com salina (PBS) 10X
NaCl 8g, KCI 0,2g, Na2HPO4 1,449, KH2PO4 0,249, agua Milli-Q quantidade suficiente
para (gsp) 1L. O pH deve ser ajustado para 7.4 e a solugdo autoclavada por 20min. a 121°C e

1 atmosfera de presséo.

Tampao TAE 50X

Tris-base 242 g, acido acético glacial 57,1 mL, EDTA 50 mM. Acertar o pH em 8,0 e
completar o volume para 1 L com &gua Milli-Q. Essa solucdo deve ser autoclavada por 20
minutos (min.), a 121 °C e 1 atmosfera de pressao.

3.4-MEIOS DE CULTIVO CELULAR

o-MEN (Minimum Essential Medium Alpha Medium) (GIBCO, Grand Island, USA)

O meio pré-sintetizado e liofilizado foi dissolvido em agua Milli-Q. Foram
adicionados 2,2g/L de bicarbonato de sodio, 2,4g/L de HEPES e o pH ajustado para 7,0. O
meio foi suplementado com 100U/mL de penincilina e 100ug/mL de estreptomicina. A
solugcdo foi esterilizada por filtragdo e acondicionada a 4°C em garrafas previamente

esterilizadas. O soro fetal bovino utilizado foi previamente inativado por incubacdo a 56°C
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durante 40min. e foi adicionado ao meio previamente preparado na concentracdo de 7,5 a
15%.

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (GIBCO, Grand Island, USA)

O meio pré-sintetizado e liofilizado foi dissolvido em agua Milli-Q. Foram
adicionados 3,7g/L de bicarbonato de sodio, 2,4g/L de HEPES e o pH ajustado para 7,0. O
meio foi suplementado com 100U/mL de penincilina e 100ug/mL de estreptomicina. A
solucdo foi esterilizada por filtracdo e acondicionada a 4°C em garrafas esterilizadas. O soro
fetal bovino utilizado foi previamente inativado por incubacdo a 56°C durante 40min. e

adicionado ao meio previamente preparado na concentracdo de 10%.

IMDM (lIscove’s Modified Dulbecco’s Medium) (GIBCO, Grand Island, USA)

O meio pré-sintetizado e liofilizado foi dissolvido em agua Milli-Q. Foram
adicionados 3,024g/L de bicarbonato de s6dio. O meio foi suplementado com 100U/mL de
penincilina e 100ug/mL de estreptomicina. A solucdo foi esterilizada por filtracdo e

acondicionada a 4°C em garrafas previamente esterilizadas.

RPMI-140 (Roswell Park Memorial Institute) (GIBCO, Grand Island, USA)

O meio pré-sintetizado e liofilizado (desprovido do aminoécido metionina) foi
dissolvido em &gua Milli-Q. Foram adicionados 2,0g/L de bicarbonato de sodio, 2,6¢/L de
HEPES e o pH ajustado para 7,0. O meio foi suplementado com 100U/mL de penincilina,
100ug/mL de estreptomicina e 0,29¢g/L de L-glutamina. A solucdo foi esterilizada por

filtracdo e acondicionada a 4°C em garrafas previamente esterilizadas.

RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

O meio pré-sintetizado e liofilizado foi dissolvido em agua Milli-Q. Foram
adicionados 2,0g/L de bicarbonato de sodio, 2,6g/L de HEPES e o pH ajustado para 7,0. O
meio foi suplementado com 100U/mL de penincilina, 100ug/mL de estreptomicina e 0,29g/L
de L-glutamina. A solucéo foi esterilizada por filtragédo e acondicionada a 4°C em garrafas
previamente esterilizadas. O soro fetal bovino utilizado foi previamente inativado por
incubacdo a 56°C durante 40min. e adicionado ao meio previamente preparado na

concentracdo de 5%.
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3.5— MEIOS PARA A DIFERENCIACAO CELULAR

Meio para diferenciacdo em Adipocitos
O meio utilizado foi 0 o-MEM suplementado com 15% de soro fetal bovino, 1uM de

dexametasona, 10ug/mL de insulina e 100uM de indometacina.

Meio para diferenciagdo em Ostedcitos
O meio utilizado foi 0 o-MEM suplementado com 7,5% de soro fetal bovino, 0,1uM

de dexametasona, 200uM de &cido ascorbico e 10mM de B-glicerolfosfato.

Meio para diferenciacdo em Condrdcitos

O meio utilizado foi o0 DMEM, isento de soro fetal bovino, 1uM de dexametasona,
100uM de piruvato de sodio, 0,2% de albumina humana, 50uM de é&cido ascorbico e
100ng/mL de TGF-33.

36 — METODOS UTILIZADOS PARA A INDUCAO DA DIFERENCIACAO
HEPATOCITICA IN VITRO

3.6.1 — Isolamento das CTM da medula 6ssea

Foram colhidos 4 a 5mL de medula 6ssea por puncdo da crista iliaca de doadores. O
material foi acondicionado em tubo contendo anticoagulante EDTA e processado no
laboratorio de Biologia Celular do Hemocentro de Ribeirdo Preto.

3.6.1.1 — Separacéo das células mononucleares

As células mononucleares foram separadas por centrifugagdo em gradiente de
densidade Ficoll-Hypaque (BOYUM, 1968). As amostras foram acondicionadas em tubos
conicos de polipropileno de 50mL e diluidas com PBS 1X até completar 30mL. Foram
acrescentados lentamente 13mL do reagente Ficoll no fundo de cada tubo. As amostras foram
submetidas a centrifugacdo a 911xg durante 30min. a T.A. O anel de células mononucleares
presentes na interface das solugdes foi coletado com o auxilio de uma pipeta Pasteur e
transferido para um novo tubo. As células foram lavadas duas vezes por centrifugacdo com

PBS 1X a 328 x g durante 10min. a T.A. (temperatura ambiente). Apds a contagem em



Material e Métodos 21

camara de Neubauer na presenca da solu¢do de Tirk, as células mononucleares da medula
6ssea foram distribuidas em garrafas de 75 cm? (1 a 4x10’ células/garrafa) contendo 15mL de
meio de cultivo a-MEN com 15% (v/v) de soro fetal bovino. As células foram incubadas em
estufa tmida a 37°C com 5% de COs.

3.6.1.2 — Selecdo das células aderentes

Foi utilizado o protocolo classico de expansdo das CTM por aderéncia em plastico
(FRIEDENSTEIN e colbs., 1976), seguida de sucessivas passagens celulares para o
enriquecimento da populacdo mesenquimal. Ap6s 3 a 7 dias, 0 meio de cultivo foi trocado e
desta maneira as células ndo aderentes foram removidas, permitindo a expansdo da fracdo
celular aderente. A metade do meio de cultivo foi trocada duas vezes a cada 10 dias. Quando
as células alcangaram a confluéncia de 60 a 100% foram removidas pela adicdo de tripsina-

EDTA 1X e replagueadas na concentracdo de 2x10° células/garrafa.
3.6.2 — Isolamento das CTM da retina e dos tecidos fetais

3.6.2.1 — Digestéo do tecido

Os tecidos foram macerados, cortados em pedacos pequenos e incubados com
aproximadamente 10mL de uma solucdo de colagenase 0,5% (m/v) em PBS 1X durante
30min. a 37°C. Apo6s a digestdo do tecido, o meio de cultivo RPMI contendo 5% (v/v) de soro
fetal bovino foi adicionado a suspensdo celular para bloquear a acdo da enzima. A suspensao
celular foi coletada e lavada duas vezes por centrifugacdo com meio de cultivo RPMI
contendo 5% (v/v) de soro fetal bovino a 328xg durante 10min. a T.A. As células foram
cultivadas em garrafa plastica de 75cm?, com meio a-MEN contendo 15% (v/v) de soro fetal

bovino, em estufa tmida a 37°C com 5% de CO,.
3.6.2.2 — Selecdo das células aderentes

A selegdo das células aderentes foi realizada como descrito em 3.6.1.2.
3.6.3 — Caracterizacédo das CTM isoladas

3.6.3.1 — Caracterizacdo morfologica
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Ao longo do periodo de cultivo, a morfologia das células-tronco isoladas da medula
0ssea e da retina humanas foi observada por meio do microscépio éptico com a utilizagéo do
microscopio invertido Olympus 1X50 (Olympus, Melville, USA) e as células foram
fotografadas com a utilizagdo da camera Hamamatsu Orca ER CCD (Olympus, Melville,
USA).

O cultivo celular também foi realizado sobre laminulas, previamente esterilizadas por
incubacdo durante 2h. a 180°C, em placas de 24 pocos, na concentragdo 1x10° células/poco.
Apos 48 horas, as células foram lavadas com PBS 1X e fixadas pela adicdo de 1mL de
paraformaldeido 2% durante 30min. a T.A. Em seguida, foi realizada a coloracdo com 500uL
de solugdo de Leishmam por 3min. a T.A., e o material foi processado para a andlise em

microscopia de luz.

3.6.3.2 — Caracterizacdo imunofenotipica por citometria de fluxo

Para a caracterizacdo imunofenotipica das células-tronco isoladas foi utilizado um
painel contendo 15 anticorpos monoclonais que reconhecem antigenos especificos na
membrana das células. A maioria dos anticorpos utilizados sdo conjugados com uma molécula
fluorescente; ficoeritrina (PE) ou isotiocianato de fluoresceina (FITC), como mostra a tabela 1
em 3.3.3.4. As células utilizadas neste experimento encontravam-se na 3? passagem.

Para a marcacdo das células, cada aliquota de 100uL contendo 1x10° células em PBS
1X foi encubada com um anticorpo conjugado com fluorocromo. A incubacédo ocorreu a T.A.,
durante 20min., ao abrigo da luz. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes por
centrifugacdo com PBS 1X a 300xg durante 3min. As aliquotas de células marcadas com
anticorpos ndo conjugados foram submetidas a uma segunda etapa de marcacdo; foram
incubadas com anticorpos secundarios anti-imunoglubulina de camundongo conjugados com
FITC (a T.A., durante 20min., ao abrigo da luz) e lavadas duas vezes. Apds a marcagdo, as
células foram analisadas pelo aparelho FACSort (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
com a utilizacdo do software CellQuest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA). Para cada

analise foram adquiridos 10.000 eventos.

3.6.3.3 — Ensaios de diferenciagéo celular
A multipotencialidade das células-tronco isoladas foi investigada avaliando o
potencial de diferenciacdo em adipocitos, ostedcitos e condrdcitos. As células utilizadas neste

experimento encontravam-se na 32 passagem.
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Adipdcitos e ostedcitos

Aliguotas contendo 40.000 células foram distribuidas e cultivadas em placas de 24
pocos (3,6cm?), com laminula estéril, para a posterior diferenciacdo em adipécitos e
osteocitos. As células foram cultivadas com meio a-MEN contendo 15% (v/v) de soro fetal
bovino, em estufa mida a 37°C e 5% de CO,. A metade do meio de cultivo foi trocada uma
vez a cada 7 dias. As diferenciacfes foram iniciadas quando as células atingiram 60 a 80% de
confluéncia. Os meios indutores da adipogénese e da osteogénese estdo descritos em 3.5. A
metade dos meios indutores foi trocada duas vezes a cada 7 dias. O meio de troca utilizado
continha o dobro da concentracdo dos agentes indutores. As células apresentaram morfologia
caracteristica de adipocitos aproximadamente 15 dias apds o inicio da diferenciacdo, e
morfologia caracteristica de ostedcitos aproximadamente 20 a 30 dias apds, quando foram

coletadas e preparadas para as analises.

Condrdcitos

Aliquotas contendo 1x10° células foram submetidas & centrifugacdo durante 10min. a
328xg para que formassem um botdo celular. O sobrenadante foi retirado e, ao botéo celular,
foi adicionado o meio de diferenciacdo condrocitica descrito em 3.5. A metade do meio foi
trocada duas vezes a cada 7 dias. O meio de troca utilizado continha o dobro da concentracéo
dos agentes indutores. Ap6s 15 dias do inicio da diferenciacdo o botdo celular apresentou-se
maior em tamanho e com uma estrutura mais firme, quando foi coletado e preparado para as

analises.

3.6.3.3.1 — Analise citoquimica da diferenciacdo em adipdcitos: coloracdo com Sudan I -
Escarlate

As células diferenciadas em adipdcitos e as células ndo diferenciadas usadas como
controle foram fixadas em paraformaldeido a 4% (m/v) durante 20min. a T.A. Em seguida, o
material foi lavado em agua destilada e incubado em etanol 70% (v/v) durante 3min. Apos
esse periodo foi feita a coloracdo com a solug¢do Sudan Il — Escarlate durante 5min. O material
foi lavado em etanol 70% (v/v), lavado em &gua corrente e, finalmente, contra-corado com a
solucdo de Hematoxilina de Harris durante 2min. Apos rapida lavagem em agua, o material
foi montado em glicerol 70% (v/v), selado com esmalte para unhas e analisado em
microscopia de luz utilizando o microscopio Axioskop 2.0 (Carl Zeiss, Sdo Paulo, Brasil). As
imagens foram capturadas com a camara digital Axiocam (Carl Zeiss, Sdo Paulo, Brasil) e

analisadas com o auxilio do software AxioVision 3.0 (Carl Zeiss, Séo Paulo, Brasil).
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3.6.3.3.2 — Andlise citoquimica da diferenciacdo em osteocitos: coloracdo com Von Kossa

As celulas diferenciadas em adipocitos e as células ndo diferenciadas usadas como
controle foram fixadas em paraformaldeido a 4% (m/v) durante 20min. a T.A. O excesso do
fixador foi retirado por meio da lavagem com agua destilada. Em seguida, o material foi
corado com a solucdo de nitrato de prata a 5% (m/v) durante 30min. ao abrigo da luz, e
exposto a luz de uma lampada branca de 100W durante 60min. em uma superficie branca.
Depois de corado, o material foi incubado rapidamente com tiossulfato de sodio a 5% (m/v)
(1 a 2min.), lavado em agua destilada, contra-corado com a solucdo de Hematoxilina de
Harris e novamente lavado em agua destilada. Para a montagem de laminas permanentes foi
realizada a desidratacdo e posterior diafanizacdo do material. As células foram desidratadas
utilizando um gradiente crescente de etanol (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%) (v/v)
por incubacdo durante 1min. em cada solucdo. Em seguida, o material foi incubado por 1min.
em uma mistura 1:1 (v/v) de etanol e xilol e, posteriormente, incubado por 1min. em xilol por
3 vezes. A montagem das laminas foi realizada em resina sintética Permount SP-15 e a anélise
foi feita em microscopia de luz utilizando o microscopio Axioskop 2.0. As imagens foram
capturadas com a camara digital Axiocam e analisadas com o auxilio do software AxioVision
3.0.

3.6.3.3.3 — Analise imuno-histoquimica da diferencia¢do em condrdcitos

O botéo celular diferenciado em condrdcitos foi lavado com PBS 1X e fixado em
formol 4% tamponado (v/v) durante 2 horas. As coloracdes histoquimicas e as marcacdes
imuno-histoquimicas seguiram os protocolos de rotina do Laboratorio de Patologia do Dr.
Luciano Neder da FMRP/USP, utilizando a técnica de coloracdo com Hematoxilina-eosina, e
a técnica de Estreptavidina-biotina para a revelagdo da reacdo imuno-histoquimica com o
anticorpo anti-colageno tipo II.

As reacOes foram sempre acompanhadas de controle positivo, um tecido positivo para
colageno tipo Il (fragmento orelha humana) e dois controles negativos. O primeiro deles foi
realizado na auséncia de anticorpo primario e o segundo na auséncia de anticorpo secundario
durante os passos da reagéao.

A analise foi feita em microscopia de luz utilizando o microscopio Axioskop 2.0. As
imagens foram capturadas com a camara digital Axiocam e analisadas com o auxilio do

software AxioVision 3.0.
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3.6.4 — Aplicacdo do protocolo diferenciacédo hepatocitica

O protocolo de inducdo hepatocitica (LEE e colbs., 2004), cujo esquema é
demonstrado na figura 1, foi aplicado nas ceélulas isoladas da medula 0ssea da retina para
testar a capacidade das mesmas de se diferenciarem em celulas com caracteristicas
morfoldgicas e funcionais de hepatocitos. O protocolo baseia-se na adigdo de fatores
exogenos com a finalidade de mimetizar estimulos conhecidos no processo de embriogénese.
As células utilizadas neste experimento encontravam-se na 32 passagem.

As células foram distribuidas e cultivadas em placas de 24 pocos (3,6cm?) contendo
laminula estéril (40.000 células/pogo), em placas de 100 mm? (2x10° células/placa) e em
garrafas de 75cm? (2x10° células/garrafa) com meio a-MEN contendo 15% (v/v) de soro fetal
bovino, em estufa Umida a 37°C e 5% de CO,. A metade do meio de cultivo foi trocada uma
vez a cada 7 dias. No momento em que as células atingiram a confluéncia de 60 a 80%, o
protocolo de diferenciacdo hepatocitica foi iniciado com a retirada total do meio de cultivo e
posterior lavagem das células com PBS 1X por duas vezes, para retirar todo o soro fetal
bovino do ambiente celular. Em seguida, o0 meio IMDM contendo 20ng/mL de EGF e
10ng/mL de FGFb foi adicionado e desta maneira as células foram privadas de soro fetal
bovino durante 2 dias, interrompendo a proliferacdo. Passado esse periodo, todo o meio foi
retirado e o meio IMDM contendo 20ng/mL de HGF, 10ng/mL de FGFb e 0,6¢/L de
nicotinamida foi adicionado. Durante 7 dias as células permaneceram com o meio de
diferenciacdo, que foi trocado apenas uma vez. Passada a primeira semana, todo o meio foi
retirado e 0 meio IMDM contendo 20ng/mL de OSM, 1pMol/L de dexametasona e 50ng/mL
de ITS Premix foi adicionado. Durante até 28 dias as células permaneceram com esse meio,

descrito como meio de maturacao, que foi trocado uma vez a cada 7 dias.
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Figura 1: Representacdo esquematica do protocolo de diferenciacdo hepatocitica (modificado de Talens-
VISCONT!I e colbs., 2006)

3.6.5 — Analise morfologica das células submetidas ao protocolo de diferenciacdo
hepatocitica

Ao longo do periodo de inducdo a diferenciacdo hepatocitica a morfologia das células
foi observada por meio do microscopio dptico com a utilizacdo do microscépio invertido
Olympus 1X50 e as celulas foram fotografadas com a utilizacdo da cAmera Hamamatsu Orca
ER CCD.

3.6.6 — Analise imunofenotipica das células submetidas ao protocolo de diferenciacdo
hepatocitica por citometria de fluxo

Foi realizada a marcacéo das células com os 15 anticorpos, que reconhecem antigenos
especificos na membrana celular, e a posterior analise por citometria de fluxo, como ja
descrito em 3.6.3.2.

3.6.7 — Analise molecular das células submetidas ao protocolo de diferenciacao

hepatocitica por RT-PCR em tempo real

3.6.7.1 — Extracdo do RNA total das amostras por meio da metodologia do tiocianato de
guanidina-fenol-cloroformio (Trizol)

A metodologia foi descrita em 1987 por Chomczynski e Sacchi. Aproximadamente
2x10° células, contidas em placas de 100mm?, tiveram o meio de cultivo ou de diferenciagéo
retirado e foram lavadas por 2 vezes com PBS 1X. Em seguida, as células foram coletadas

com 750uL do reagente Trizol, acondicionada em tubos plasticos, cénicos, com capacidade
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para 1,5uL tratados com DEPC e estocadas a — 80°C. Apoés a coleta das amostras em todos 0s
pontos da diferenciacdo hepatocitica (dias 2, 7, 14, 21 e 28), as células foram descongeladas a
T.A. e foi adicionado 5uL de glicogénio a 20ug/uL (v/v). Durante 5min. as amostras
descansaram a T.A. e ap0s 10seg. sob forte agitacdo, foi adicionado 200uL (v/v) de
cloroférmio. Seguiu-se a centrifugagdo durante 5min. a 328xg. A fase aquosa das misturas
foram acondicionadas em novos tubos e o mesmo volume de isopropanol gelado foi
adicionado. As misturas permaneceram O.N. a — 80°C. Na manhd seguinte, apds
centrifugagdo a 328xg durante 15min. a T.A., oS sobrenadantes foram removidos e 0s
precipitados foram lavados por centrifugacdo com 500uL de etanol gelado (v/v). Os
sobrenadantes foram novamente removidos e o0s precipitados, apds secagem durante
aproximadamente 15min. a T.A., foram diluidos em 20uL de &gua tratada com DEPC.

A concentracdo das amostras de RNA foi estimada pela leitura da absorbéancia em
260nm, realizada no espectrofotdmetro (Milton Roy, lvyland, USA). Uma D.O. (densidade
Optica) corresponde a 40ug/mL de RNA.

3.6.7.2 — Reagdo de transcricao reversa

A transcricdo reversa foi realizada com a utilizacdo do kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription, de acordo com as instru¢bes do fabricante. A mistura reacional de
volume final 50uL continha 2ug de RNA, 5uL de Buffer RT 10X, 5uL de RT Randon Primers
10X, 4uL de dNTPs 25X, 0,15uL RNAse Inibitor (3U v/v), 33,35uL de &gua tratada com
DEPC e 2,5uL MultiScribe Reverse Transcriptase (125U v/v).

3.6.7.3 - RT-PCR em tempo real

A técnica de RT-PCR em tempo real é usualmente aplicada para quantificar de
maneira relativa a expressdo do gene de interesse. No caso da diferenciacdo hepatocitica os
genes selecionados foram o da albumina (ALB), citogueratina 18 (CK18) e citoqueratina 19
(CK19), que sdo conhecidos como marcadores de células hepaticas.

Para e realizacdo da técnica foram utilizados os kits SYBR Green PCR Master Mix e
TagMan Universal PCR Master Mix e o sistema de deteccdo ABI Prism 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Para a analise dos resultados utilizamos a quantificacdo
relativa aplicando o método comparativo. Esta analise é baseada no ciclo no qual a cinética de
amplificacdo cruza um ponto definido chamado de threshold (C+). Para a aplicagcdo do método

comparativo é necessaria a amplificacdo de um gene de controle enddgeno que funciona como
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um calibrador para a quantidade de RNA adicionada na reacdo. Neste estudo, utilizamos o
gene da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como controle enddgeno.

Para a quantificagéo relativa pelo método comparativo, os valores obtidos séo relativos
ao valor encontrado em uma amostra de referéncia chamada de calibrador. Neste trabalho,
para a andlise das CTM induzidas a diferenciacdo hepatocitica, foram utilizadas como
calibradores as amostras de CTM ndo induzidas. Para a analise das CTM ndo induzidas a
diferenciacdo foram utilizadas como calibradores amostras de células estreladas do figado
adulto. Primeiro, o Cyde gene de interesse e 0 Ctdo gene de controle endégeno (GAPDH)
sdo determinados para cada amostra. As diferencas entre os Cys do gene alvo e do controle
(ACt) séo calculadas para normalizar as diferencas da quantidade de RNA adicionada na
reacdo e da eficiéncia desta. O ACt de cada amostra experimental é subtraido do ACt do
calibrador. O valor desta diferenca € denominado de AACy. Este valor é aplicado na férmula 2
"AACT ysada para calcular a quantidade do gene de interesse normalizado em relacdo &
quantidade do gene de controle enddgeno, e relativo a quantificacdo da expressdo do gene de
interesse com o calibrador. Como resultado, os valores obtidos nas amostras experimentais
sdo expressos como o0 numero de vezes da diferenca entre a quantidade de RNA da amostra
experimental em relagéo ao calibrador.

Para a amplificacdo do gene ALB foi utilizada uma sonda especifica acoplada a um
marcador fluorescente (FAM), que foi pré-desevolvida pelo fabricante para ensaios TagMan,
cuja sequéncia pode ser encontrada no site do mesmo. Para que o gene GAPDH pudesse ser
utilizado como controle endégeno do gene ALB, GAPDH também foi detectado por uma
sonda TagMan. A mistura reacional de volume total 15uL continha 0,75uL de cada
oligonucleotideo (5uM), 2,47 uL de &gua, 5,0uL do TagMan PCR Master mix e 2,0uL da
diluicdo 1:5 do cDNA.

O desenho dos oligonucleotideos para a amplificacdo dos genes CK18, CK19 e GAPDH
foi realizado pelo software Primer Express versdao 3.0 (Applied Biosystems, Foster City,
USA). As sequéncias estdo descritas na tabela 3 na secéo 111.3.3.6. A mistura reacional de
volume total 15uL continha 0,75uL de cada oligonucleotideo (10uM), 7,75uL de &gua,
3,75uL do SYBR Green PCR Master mix e 2,0uL da diluigdo 1:5 do cDNA.

As reacdes foram colocadas em microplacas de 96 pocos e seladas com tampas Opticas
(Applied Biosystems, Foster City, USA). As condigdes de amplificagcbes foram 2min. a 50°C
e 10min. a 95°C, seguidos de 50 ciclos de 95°C durante 15seg. e 60°C durante 1min. Todas as
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reacOes realizadas para a quantificagdo dos genes foram feitas em duplicatas. As curvas de

eficiéncia dos oligonucleotideos usados nas reagdes de SYBR foram feitas em triplicata.

3.6.8 — Analise das células submetidas ao protocolo de diferenciacdo hepatocitica por
imunofluorescéncia

Laminulas contendo as células submetidas ao protocolo de difereciacdo hepatocitica,
acondicionadas em placas de 24 pocos, foram lavadas duas vezes com PBS 1X e fixadas em
paraformaldeido 2% (m/v) durante 15min. Ap6s mais duas lavagens, as células foram
submetidas ao bloqueio dos aldeidos do fixador pela adicdo da solucdo de glicina 0,01M
durante 5min. As células foram lavadas mais duas vezes e permeabilizadas com a solucéo de
triton 0,3% (v/v) durante 15min. Trés lavagens se seguiram e as células foram submetidas ao
blogueio dos sitios inespecificos durante 60min. com a solucdo de bloqueio. Passado esse
periodo, o material foi novamente lavado por duas vezes e submetido a marcacdo com
10ug/mL dos anticorpos primarios, durante 60min. a T.A. A segunda marcacdo foi realizada
com lug/mL dos anticorpos conjugados com moléculas fluorescentes, ao abrigo da luz,
durante 30min. Os anticorpos estéo representados na tabela 2 em 3.3.3.4. Entre a primeira e a
segunda incubacdo, e apds a segunda incubacdo, o material foi lavado de 5 a 10 vezes. O
nucleo das células marcadas foi corado com a solucdo de DAPI 1:100 (v/v) e as laminulas
foram posteriormente retiradas dos pocos, passadas em agua destilada e montadas em
Fluoromont-G. A andlise foi feita em microscopia de fluorescéncia utilizando o microscopio
Axioskop 2.0. As imagens foram capturadas com a camara digital Axiocam e analisadas com

0 auxilio do software AxioVision 3.0.

3.6.9 — Andlise das CTM da medula 6ssea ndo induzidas a diferenciacdo hepatocitica
para a producéo de albumina

3.6.9.1 — Marcagao das células em cultivo com metionina [ S35]

As células foram cultivadas em placas de 6 pocos na concentracdo de 2x10°/poco.
Apbs a aderéncia ao plastico, o meio de cultivo foi retirado, as células foram lavadas por 2
vezes com PBS 1X, e 4mL de meio de cultivo desprovido de metionina (RPMI 140), sem
SFB, foi adicionado. Passada 1h., 150 uCi de metionina radioativa foi adicionada e as células
foram encubadas a 37°C com 5% de CO, durante 24 horas. O sobrenadante foi recolhido e

congelado a — 20°C para a posterior analise da presenca de albumina.
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As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e concentradas por meio da
passagem na coluna Centriplus YM-10 (Millipore, Bedford, USA) de acordo com as
instrucdes do fabricante, atingindo o volume de aproximadamente 300uL. A concentracao de
proteina nas amostras foi quantificada por analise colorimétrica com a utilizag&o da técnica de
Bradford (BRADFORD, 1976).

3.6.9.2 — Imunoprecipitacdo com o anticorpo anti-aloumina

Foi adicionado 100uL da resina N-protein A Sepharose 4 Fast Slow (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) em tubos plasticos, cénicos, com capacidade para 1,5mL. Apos a
sedimentacdo, o sobrenadante foi retirado e a resina foi lavada 2 vezes com PBS 1X pH 8.0
por centrifugacdo a 14.000rpm, durante 5min. Em seguida, a resina foi ressuspendida com
200uL de amostra e com 200uL da diluicdo do anticorpo anti-albumina em PBS 1X pH 8.0,
em tubos diferentes, separadamente. Seguiu-se a incubacdo a T.A. sob agitacdo constante
durante 1h. Os tubos contendo resina + anticorpo anti-albumina foram novamente lavados 2
vezes e 0 sobrenadante foi descartado. Os tubos contendo resina e amostra foram
centrifugados para a sedimentacdo da resina e o sobrenadante destes tubos foram adicionados
aos tubos contendo resina e anticorpo anti-aloumina. Apds a homogenizacao seguiu-se a
incubagcdo a 4°C sob constate agitagdo O.N. As amostras foram entdo lavadas e o

sobrenadante foi descartado.

3.6.9.3 — Gel de poliacrilamida — SDS-PAGE

As amostra marcadas com metionina radioativa (proteinas totais e proteinas resultantes
da imunoprecipitagdo com o anticorpo anti-albumina) foram misturadas com o tampé&o de
amostra (15uL de amostra + 5uL do tampdo de amostra) e submetidas ao aquecimento durante
5min. em agua fervente.

O sistema X-Cell Surelock Mini Cell foi montado de acordo com as instrugdes do
fabricante e as amostras foram aplicadas no gel. A eletroforese foi realizada a 150V durante
aproximadamente 80min. O gel foi corado com a solugdo de azul brilhante de Coomassie
O.N. e posteriormente descorado por 4h. Para a secagem do gel foi utilizado o sistema

DryEase de acordo com as instrucdes do fabricante.
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3.6.9.4 — Revelagdo da marcacgéao radioativa

Os géis foram expostos aos filmes de raio-x em cassetes apropriados durante 2, 24 e
72 horas. A auto-radiografia foi revelada na processadora X-Omat (Kodak, Rochester, USA)
localizada na camara escura do departamento de radiologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto - USP

3.7 - METODOS UTILIZADOS PARA A ANALISE DA MIGRACAO DE CTM DA
MEDULA OSSEA PARA O TECIDO HEPATICO IN VIVO

3.7.1 — Inducéo do dano hepético por meio da administracdo de CCl,

O CCl4 é um hepatotoxico classico cuja administracdo causa dano agudo reversivel
caracterizado por necrose centrolobular. A metabolizacdo do CCl,4 € dependente de citocromo
P450 e resulta na formacdo de radicais triclorometil altamente reativos. Esses radicais
desencadeiam a peroxidacdo lipidica que ira danificar a membrana das células hepéticas
(FARBER e EL-MOFTY; 1975). Este processo ¢ acompanhado pela ativacdao das células de
Kupffer que irdo secretar quimiotaxinas e ativadores de neutréfilos (EDWARDS e colbs.,
1993). O influxo de neutréfilos ird promover um extenso dano tecidual.

O dano hepatico pode ser induzido em camundongos pela administracdo
intraperitoneal de uma U(nica dose de CCl; (0,ImL/Kg) diluido em 06leo de milho
(BRUCCOLERI e colbs., 1997). Trabalhos mais recentes preconizam a administragdo de
aproximadamente 0,4mL/Kg da droga (SEO e colbs., 2005). O modelo de dano hepético
causado pela administracdo de CCl, é amplamente utilizado em experimentos in vivo que
investigam a capacidade das células-tronco de migrar e permanecer no figado danificado, bem
como a capacidade de participar ou viabilizar a regeneracéo.

Neste trabalho, o CCl, foi administrado nos camundongos via intraperitoneal e

concentragdes diferentes foram testadas.

3.7.2 — Infusdo de CTM em camundongos da linhagem NOD-SCID portadores de dano
hepatico induzido

Aproximadamente 150pL da suspensdo contendo 1x10° CTM isoladas da medula
0ssea de um doador masculino foram infundidos na veia caudal lateral de camundongos

fémeas imunodeficientes previamente tratados com CCl,.
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3.7.3 — Analise dos camundongos
Para as analises, os animais foram anestesiados por meio da inalacdo de éter etilico e
aproximadamente 300uL de sangue foi coletado do plexo orbital. Os animais foram

sacrificados por deslocamento da coluna cervical e os figados foram retirados.

3.7.3.1 - Analise histoldgica do figado

Uma parte dos figados foi acondicionada em frasco contendo formol tamponado 10%
(v/v) pH 7.4 e encaminhada para o Laboratério de Patologia da FMRP/USP, onde foi incluida
na parafina, cortada e corada. Os cortes foram realizados com 3um de espessura utilizando o
micrétomo AO 820 Spencer (PEMED, Denver, USA), em laminas previamente silanizadas.
As células foram coradas por Hematoxilina-eosina e analisadas em microscopia de luz,
utilizando o microscépio Axioskop 2.0. As imagens foram capturadas com a camara digital

Axiocam.

3.7.3.2 - Determinacdo quantitativa da atividade das transaminases hepaticas no soro
pelo método colorimétrico

A transaminase glutdmico oxalacética — TGO (aspartato aminotransferase — AST) e a
transaminase glutamico pirdvica — TGP (alanina aminotransferase — ALT) sdo enzimas
encontradas em alta concentracdo no figado, mais precisamente no citoplasma e na
mitocondria das células hepaticas. Frente a qualquer tipo de lesdo tecidual, as células
hepaticas liberam uma grande quantidade dessas enzimas na corrente sanguinea, aumentando
as suas concentragdes no soro.

A atividade da TGO e da TGP foi determinada no soro dos animais pelo método
colorimétrico (REITMAN e FRANKEL, 1957) para a caracterizacdo do dano hepético
induzido com a utilizagdo dos respectivos kits, de acordo com as instrucdes do fabricante. O
sangue dos camundongos foi centrifugado a 800xg durante 10 min., separado e congelado a —

20°C. Minutos antes de serem submetidos as analises, os soros foram descongelados a T.A.

3.7.3.3 - Anédlise do tecido hepatico para a presenca de células humanas

Duas partes do mesmo figado foram devidamente identificadas, imediatamente
congeladas por imersdo em nitrogénio liquido e acondicionadas a — 80°C.

Para a pesquisa de células masculinas humanas no tecido hepatico de camundongos
fémeas foi selecionado o gene SRY (SINCLAIR e colbs., 1990), encontrado no cromossomo

Y humano, responsavel pela caracterizagdo sexual dos individuos.
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3.7.3.3.1 - Extracdo do DNA genémico

Posteriormente, o material foi descongelado a T.A. e 0 DNA total foi extraido com a
utilizagdo do kit DNasy Tissue, de acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras foram
eluidas em 100uL de agua Milli-Q. A concentracdo das amostras de DNA foi estimada pela
leitura da absorbancia em 260nm, realizada no espectrofotdmetro. Uma D.O. corresponde a
50ug/mL de DNA.

3.7.3.3.2 - Nested-PCR para 0 gene SRY humano

A amplificacdo do fragmento de interesse na técnica de Nested-PCR € realizada em
duas etapas, com a utilizacdo de dois pares de oligonucleotideos. A primeira reacao ira
amplificar um fragmento maior, que contém o fragmento de interesse. Na segunda reacédo, 0
produto da primeira é utilizado com molde e, desta forma, o fragmento de interesse é
amplificado com maior especificidade.

Os oligonucleotideos foram desenhados de acordo com a seqiiéncia de nucleotideos
depositada no GenBank sob o nimero de acesso NM003140.1, referente a0 RNAm do gene
SRY humano. Os oligonucleotideos estdo representados na tabela 4 em 3.3.3.6.

Na primeira etapa de amplificacdo, a mistura reacional continha 1ug de DNA, 2,5uL
de tampdo da enzima Tag DNA polymerase 10X, 0,75uL de MgCl, (25mM), 2uL do
oligonucleotideo P5FAESRY (10pmoles), 2uL do oligonucleotideo P3FAMESRY
(10pmoles), 0,8uL da enzima Taq DNA polymerase (5U/L), 0,5uL da mistura de dNTPs
(10mM) e agua Milli-Q gsp 25mL. Foram realizados 40 ciclos com temperatura de
anelamento de 57°C.

Na segunda etapa de amplificacdo, a mistura reacional continha 5uL do produto da
primeira reacdo, 2,5uL de tampéo da enzima Taq DNA polymerase 10X, 0,75uL de MgCl,
(256mM), 2uL do oligonucleotideo P5FAISRY (10pmoles), 2uL do oligonucleotideo
P3FAMISRY (10pmoles), 0,8uL da enzima Tag DNA polymerase (5U/L), 0,5uL da mistura
de dNTPs (10mM) e agua Milli-Q gsp 25mL. Foram realizados 40 ciclos com temperatura de
anelamento de 60°C.

Para a analise dos produtos da PCR, foi realizada eletroforese em gel 1% (m/v) de
agarose neutro. A voltagem utilizada foi de 80V por aproximadamente 30min.
Posteriormente, os géis foram corados com brometo de etidio e submetidos a visualizacdo em
luz U.V. a 302nm. Para a verificagdo do tamanho do fragmento de DNA foi utilizado o

marcador de peso molecular ¢X174.
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4 — RESULTADOS

4.1 - CARACTERIZACAO DAS CTM ISOLADAS

4.1.1 - Caracterizacdo morfoldgica por microscopia de luz

As células isoladas a partir dos tecidos adultos e fetais apresentaram morfologia
fibroblastoide, com o ndcleo bem delimitado, dois ou trés nucléolos bem evidentes e
citoplasma com limites imprecisos. Também apresentaram formacdo de “tapete celular”
quando em alta confluéncia, como mostram as figuras 2 e 3. Os resultados sugerem que as

células isoladas apresentaram caracteristicas morfologicas de CTM.
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A B
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Figura 2: Microfotografia de CTM isoladas a partir da medula 6ssea humana. A) Células com aproximadamente
90% de confluéncia coradas com Hematoxilina de Harris, aumento de 40X. B) Aumento de 630X. C) Células
com aproximadamente 90% de confluéncia vistas em microscopia de contraste de fase, aumento de 40X. D)
Aumento de 100X. E) Células com aproximadamente 50% de confluéncia vistas em microscopia de contraste de
fase, aumento de 40X. F) Aumento de 100X.

Figura 3: Microfotografia de CTM isoladas a partir da retina humana com aproximadamente 50% de

confluéncia vistas em microscopia de contraste de fase, aumento de 40 X.
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4.1.2 — Caracterizagdo imunofenotipica por citometria de fluxo

As células isoladas a partir dos tecidos adultos e fetais apresentaram a expressao
significativa dos marcadores de CD73, CD105, CD90, CD13, CD29, CD49e, CD54, CD44 e
HLA de classe I. Apresentaram expressdo baixa ou ausente do HLA-DR, dos marcadores de
células hematopoéticas CD34, CD14 e CD45 e dos marcadores de células endoteliais
CD51/61, CD31 e KDR. Os resultados mostram que as células isoladas possuem
caracteristicas imunofenotipicas de CTM. A porcentagem de células positivas para cada
marcador esta representada na tabela 5. Os resultados sugerem que as células isoladas

apresentaram caracteristicas imunofenotipicas de CTM.

Tabela 5: Porcentagem das células isoladas dos tecidos adultos e fetais positivas para os respectivos marcadores

de superficie celular.

CD45 CD14 Classel HLA-DR CD34 CD73 CD4% CD51/61 CD44 CD29 CD13 CD90 CD105 KDR CD54

MO14 0 0 24 3 0 59 66 0 91 81 91 98 6 0
MO16 0 0 0 81 0 95 63 ND 77 97 98 98 74 1
mMo17 0 0 70 0 0 61 60 0 78 84 88 99 86 2
MO024 0 0 52 1 0 77 89 2 80 90 94 93 37 0
RET2 0 0 68 0 0 73 87 4 82 98 63 96 29 1
CAR1 0 1 78 1 8 83 9 38 59 97 74 98 80 6
CAR2 0 0 14 0 0 30 45 0 36 75 62 95 67 0
CAR3 0 2 62 1 1 71 93 4 60 97 60 98 55 5
FAS1 0 0 94 0 1 94 98 25 63 98 92 99 85 5
FAS2 0 0 52 0 0 54 92 1 58 93 96 99 3 4
FAS3 0 0 47 0 0 48 73 1 47 80 95 99 8 0
FAS5 2 0 68 0 0 77 95 8 55 97 93 99 56 1
FIG2 0 8 25 0 1 57 83 1 61 97 8 66 39 1
FIG3 0 6 87 0 0 39 77 0 50 95 81 98 14 0
FIG4 0 5 73 0 0 66 95 38 4l 98 95 98 54 0
FIG5 0 1 58 0 0 73 89 3 64 96 92 98 96 1
FIG6 0 1 5 0 0 22 47 1 86 91 65 95 92 1
GON1 0 0 90 1 0 68 89 66 66 98 98 99 95 3
GON4 0 0 79 1 0 79 83 0 33 9N 46 97 18 3
GON5s 0 0 84 0 0 66 80 26 41 93 68 97 47 3
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4.1.3 — Ensaios de diferenciagéo celular

O potencial de diferenciacdo adipogénica, osteogénica e condrogénica das celulas
isoladas dos tecidos adultos e fetais foi investigado. Quando cultivadas com o meio de
diferenciacdo adipogénica, as células apresentaram goticulas de lipideos em seu citoplasma
que foram coradas com Sudan Il — Escarlate (em alaranjado), como mostra a figura 4. Quando
cultivadas com o meio de diferenciagdo osteogénica, as células apresentaram cristais de calcio

em seu citoplasma que foram corados com Von Kossa (em marron), como mostra a figura 5.
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Quando cultivadas com o meio de diferenciagdo condrogénica, as células apresentaram
depdsitos de colageno em seu citoplasma, o que foi evidenciado ap6s a imuno-histoquimica
com o anticorpo anti-colageno Il, como mostra a figura 6. Os resultados apresentados
sugerem que as células isoladas possuem a capacidade de se diferenciaram em adipdcitos,

ostedcitos e condrdcitos, potencial atribuido as CTM.

Figura 4: Microfotografia de CTM induzidas & diferenciacdo adipogénica. Coloragdo com Sudan Il — Escarlate e
Hematoxilina de Harris. A) Diferenciagdo adipogénica de células isoladas da medula 6ssea aumento de 100X, B)
Diferenciacdo adipogénica de células isoladas da medula dssea aumento de 400X, C) Diferenciacio adipogénica
de celulas isoladas da retina aumento de 100X, D) Diferenciacdo adipogénica de células isoladas da retina
aumento de 400X.

Figura 5: Microfotografia de CTM induzidas a diferenciacdo osteogénica. Coloracdo com Von Kossa e
Hematoxilina de Harris. A) Diferenciacdo osteogénica de células isoladas da medula 6ssea aumento de 100X, B)

Diferenciacdo osteogénica de células isoladas da retina aumento de 100X.
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Figura 6: Microfotografia de CTM induzidas a diferenciacdo condrogénica. Imunohistoquimica para Colageno
Il. A) Diferenciacdo condrogénica de células isoladas da medula 6ssea aumento de 630X, B) Diferenciacdo

condrogénica de células isoladas da retina aumento de 630X.

4.2 — INDUCAO DA DIFERENCIACAO HEPATOCITICA A PARTIR DAS CTM
HUMANAS ISOLADAS DA MEDULA OSSEA E DA RETINA

4.2.1 — Anédlise morfoldgica por microscopia de luz

As células isoladas da medula 6ssea e da retina, quando induzidas a diferenciacdo
hepatocitica, apresentaram mudancas em sua morfologia. Durante a primeira semana de
inducdo, quando foram cultivadas em meio de diferenciacdo contendo HGF, as celulas nédo
apresentaram mudancas significativas, mantendo a morfologia fibroblastoide. A partir da
segunda semana de diferenciacdo, quando as células foram cultivadas em meio contendo
OSM, foi observada uma mudanca significativa na morfologia, com retracdo das projecdes
citoplasmaéticas e desenvolvimento de uma morfologia poligonal ao longo do periodo, como
mostram as figuras 7 e 8. Os resultados sugerem que apo6s a indugdo a diferenciacéo
hepatocitica, as CTM isoladas da medula dssea e da retina sofrem alteragdes morfoldgicas e

adquirem a forma aproximada de hepatocitos.
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Figura 7: Microfotografia de CTM isoladas da medula dssea (MO14) e induzidas a diferenciacdo hepatocitica,
aumento de 100X. A) Células cultivadas em meio de diferencia¢do durante 7 dias (D07). B) Células cultivadas
em meio de diferenciacdo durante 14 dias (D14). C) Células cultivadas em meio de diferencia¢do durante 21 dias

(D21). D) Células cultivadas em meio de diferenciagdo durante 28 dias (D28).

Figura 8: Microfotografia de CTM isoladas da retina (RET2) e induzidas a diferenciacdo hepatocitica. A)
Células cultivadas em meio de diferenciacéo durante 7 dias (D07), aumento de 40X. B) Células cultivadas em
meio de diferenciacdo durante 14 dias (D14), aumento de 200X. C) Células cultivadas em meio de diferenciacéo

durante 21 dias (D21), aumento de 100X. D) Células cultivadas em meio de diferenciacéo durante 28 dias (D28),
aumento de 100X.
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4.2.2 — Analise imunofenotipica por citometria de fluxo

O perfil imunofenotipico das CTM isoladas da medula dssea foi investigado apos a
inducdo com meio de diferenciacdo hepatocitica nos dias 14, 21 e 28. Foi observada a
diminuicdo da expressdo do marcador de CTM CD29 ap0s 21 dias de inducdo a diferenciagéo.
Porém, esse resultado ndo se manteve. O marcador CD54 se mostrou aumentados apds 28
dias de indugdo, como mostra a tabela 6. Os resultados sugerem que a metodologia de inducdo
a diferenciagdo hepatocitica utilizada neste trabalho ndo alterou o perfil de expressdo dos

marcadores de CTM nas células analisadas.

Tabela 6: Expressdo dos marcadores imunofenotipicos nas CTM isoladas da medula 6ssea (MO 24) antes e

depois da diferenciacao hepatocitica, em diferentes tempos.

CD45 CD14 Classe-l HLA-DR CD34 CD73 CD49% CD51/61 CD44 CD29 CD13 CD90 CD105 KDR CD54

MO24 0 0 52 1 0 7 89 2 80 90 94 93 37 0 31
D14 0 0 92 1 0 97 97 0 97 97 98 99 ND ND 21
D21 0 0 18 0 0 83 83 0 79 69 98 99 ND ND 47
D28 0 5 88 1 1 95 95 0 93 97 98 98 56 0 79

4.2.3 — Anélise molecular por RT-PCR em tempo real
Apols a extracdo dos RNAs das células submetidas a inducdo da diferenciacao
hepatocitica e das células utilizadas como controle, o cDNA foi confeccionado, diluido e

utilizado como molde na reacdo para a amplificacdo dos fragmentos de interesse.

4.2.3.1 — Curva de eficiéncia dos oligonucleotideos desenhados para a metodologia de
SYBR

Para avaliar a eficiéncia geral de amplificacdo dos oligonucleotideos desenhados para
0s genes CK18, CK19 e GAPDH, foi realizada uma curva. O cDNA de células extraidas do
figado humano foi utilizado um como molde para a amplificacdo. Os oligonucleotideos foram
utilizados puros e diluidos nas proporcées 1:10, 1:100 e 1:1000. As reacdes foram feitas em
triplicata. Como resultado, as curvas de dissociagcdo de CK18, CK19 e GAPDH apresentaram
apenas um pico, indicando a formacdo de apenas um produto de amplificagéo e inviabilizando

a possibilidade de amplificacdo inespecifica, como mostra a figura 9 para CK18.
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Figura 9: Representacdo grafica da dissociagdo do produto amplificado pelos oligonucleotideos do gene CK18

na RT-PCR em tempo real.

Os slopes apresentados pelo software foram, respectivamente, 3,39, 3,36 e 3,33.

Aplicando-se a férmula:

EFICIENCIA GERAL DE AMPLIFICACAO = 10¢1s1P9) . 1

temos que a eficiéncia de amplificacdo dos oligonucleotideos é de 98 % para CK18, 97 %
para CK19 e 100 % para GAPDH, como mostra a figura 10 para a CK18.

Figura 10: Representacdo grafica da curva de amplificagéo dos oligonucleotideos do gene CK18 na RT-PCR em

tempo real.

4.2.3.2 — Andlise da expressao dos marcadores hepatociticos

As células isoladas da medula 6ssea de 4 doadores (MO14, MO16, MO17 e MO24) e
da retina de um doador (RET2) foram analisadas quanto a expressdao dos marcadores
hepatociticos ALB, CK18 e CK19 apdés a inducdo a diferenciacdo. Nenhuma das 5 amostras

analisadas mostrou o aumento na expressdo dos marcadores apds 28 dias de inducdo a
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diferenciacdo. A figura 11 mostra os niveis de expressdo dos 3 marcadores hepatociticos em
cada uma das amostras. A expressdo em cada tempo (D2, D7, D14, D21 e D28) é comparada

a expressédo do dia 0, que foi utilizado como calibrador.
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Figura 11: Perfil de expressdo dos marcadores ALB, CK18 e CK19 nas células induzidas a diferenciacéo
hepatocitica nos diferentes pontos: D2, D7, D14, D21 e D28, analisadas por RT-PCR em tempo real. A) MO14.
B) MO16. C) MO17. D) MO24. E) RET2.

A amostra MO14 aumentou 20 vezes a expressdo de CK19 no dia 2, com posterior
queda. A MO16 aumentou 1,2 vezes a expressdo de ALB no dia 21 e 1,6 vezes no dia 28. A
MO17 aumentou 4 vezes a expressdo de CK19 no dia 2, com posterior queda. A MO24
aumentou 3 vezes a expressdo de ALB nos dias 2 e 7, 1,5 vezes no dia 14, 7,8 vezes no dia 21
e 4,5 vezes no dia 28. Esta amostra também aumentou 1,3 vezes a expressao de CK18 nos

dias 2 e 7 com posterior queda. J& a RET2 aumentou 1,2 vezes a expressdao de CK18 no dia 2,
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com posterior queda. Também aumentou 3,6 vezes a expressdao de CK19 no dia 2 e 1,2 vezes
no dia 7, com posterior queda.

Para que o teste estatistico pudesse ser aplicado, as amostras de CTM isoladas da
medula 6ssea (n = 4) foram agrupadas de acordo com a expressdo de cada marcador, como

mostra a figura 12.
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Figura 12: Perfil de expressdo dos marcadores hepatociticos nas 4 amostras de CTM isoladas da medula 6ssea,
induzidas a diferenciagdo hepatocitica nos diferentes pontos: dia 2 (D2), dia 7 (D7), dia 14 (D14), dia 21 (D21) e
dia 28 (D28), analisadas por RT-PCR em tempo real. A) Expressdao de ALB, B) Expressdo de CK18 e C)
Expresséo de CK109.

O teste Friedman para analise de varidncia (ANOVA) foi aplicado as amostras para
cada um dos marcadores. Em nenhum dos casos a variagdo foi estatisticamente significante.

A expressdo dos transcritos ALB, CK18 e CK19 foi detectada nas células antes da
inducdo a diferenciacdo hepatocitica, 0 que possibilitou 0 uso das mesmas no dia O como
calibrador. Aplicando-se a mediana das amostras em cada ponto (D2, D7, D14 e D21) é
possivel visualizar a queda na expressao dos 3 marcadores hepatociticos ao longo do periodo
de inducdo, o que também acontece com a amostra de células isolada da retina. Esses
resultados sugerem que as CTM ndo se diferenciam em hepatécitos quando induzidas pela
metodologia utilizada neste trabalho.

4.2.4 — Andlise da producéo de marcadores hepatociticos por imunofluorescéncia
As CTM isoladas da medula 6ssea (MO14) e da retina (RET2), foram investigadas
quanto a producdo dos marcadores ALB, CK18 e a-fetoproteina (AFP) antes e apos 21 dias de

inducdo a diferenciacdo hepatocitica.
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Albumina

As células isoladas da medula dssea apresentaram fraca positividade para a marcagdo
com o anticorpo anti-albumina antes e ap6s a inducdo a diferenciacdo, o que foi visualizado
apos a segunda marcagdo com 0 anticorpo secundario anti-lgG conjugado com FITC. As
células ndo apresentaram positividade quando submetidas & marcagao apenas com o anticorpo
secundario. As células da linhagem Hep G2 foram utilizadas como controle positivo, como
mostra a figura 13. As células isoladas da retina também apresentaram fraca positividade para
a marcacdo com o anticorpo anti-albumina antes e apds a inducédo a diferenciacdo, o que foi
visualizado apds a segunda marcacdo com o anticorpo secundario anti-lgG conjugado com
FITC. As células ndo apresentaram positividade quando submetidas a marcacdo apenas com o
anticorpo secundario. As células da linhagem Hep G2 foram utilizadas como controle
positivo, como mostra a figura 14.
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Figura 13: Microfotografia de CTM isoladas da medula dssea (MO14) antes e ap6s 21 dias de inducéo a
diferenciagdo hepatocitica em microscopia de fluorescéncia, aumento de 630X. A — C: Antes da inducdo a
diferenciacdo, marcadas com o anticorpo primario anti-alboumina e secundario anti-lgG humana FITC,
mostrando a expressdo de albumina. D — F: Apds a inducdo a diferenciacdo, marcadas com o anticorpo primario
anti-albumina e secundario anti-lgG humana FITC, mostrando a expressdo de albumina. G - I: Antes da inducéo
a diferenciacdo, marcadas apenas com o anticorpo secundario anti-lgG humana FITC (controle). J — L: Células
da linhagem Hep G2 utilizadas como controle positivo para a expressao de albumina, marcadas com o anticorpo
primario anti-albumina e secundario anti-lgG humana FITC mostrando a expressdo de albumina. O nicleo das
células foi contra-corado com DAPI, como mostram A, D, G e J. As respectivas sobreposi¢es podem ser vistas

emC,F, lelL.
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Figura 14: Microfotografia de CTM isoladas a partir da retina (RET2) antes e ap6és 21 dias de inducdo a
diferenciagdo hepatocitica em microscopia de fluorescéncia, aumento de 630X. A — C: Antes da inducdo a
diferenciacdo, marcadas com o anticorpo primario anti-alboumina e secundario anti-lgG humana FITC,
mostrando a expressao de albumina. D — F: Ap6s a inducdo a diferenciagdo, marcadas com o anticorpo primario
anti-albumina e secundario anti-lgG humana FITC, mostrando a expressao de albumina. G - I: Antes da inducao
a diferenciacdo, marcadas apenas com o anticorpo secundario anti-lgG humana FITC (controle). J — L: Células
da linhagem Hep G2 utilizadas como controle positivo para a expressao de albumina, marcadas com o anticorpo
primario anti-albumina e secundario anti-lgG humana FITC mostrando a expressdo de albumina. O nucleo das
células foi contra-corado com DAPI, como mostram A, D, G e J. As respectivas sobreposicdes podem ser vistas
emC,F lelL.
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Citoqueratina 18

As CTM da medula 6ssea e da retina, antes e apds a inducéo a diferenciacdo, ndo
mostraram positividade para a marcacdo como 0 anticorpo anti-citoqueratina 18, o que foi
visualizado ap6s a segunda marcagdo como o anticorpo secundario anti-IgG conjugado com
PE. As células da linhagem Hep G2 foram utilizadas como controle positivo, como mostra a

figura 15.

Figura 15: Microfotografia de CTM apés a inducdo a diferenciacdo hepatocitica em microscopia de
fluorescéncia aumento de 630X. A — C: CTM da medula 6ssea apds a marcagdo com o anticorpo primario anti-
citoqueratina 18 e secundario anti-lgG humana PE. D — F: CTM da retina apds a marcacdo com o anticorpo
primario anti-citoqueratina 18 e secundario anti-lgG humana PE. G — I: Células da linhagem Hep G2 utilizadas
como controle positivo, marcadas com o anticorpo primario anti-citoqueratina 18 e secundario anti-lgG humana
PE, mostrando a expressdo de citoqueratina 18. O nlcleo das células foi contra-corado com DAPI, como

mostram A, D e G. As respectivas sobreposi¢fes podem ser vistasem C, F e I.
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Alfa-fetoproteina

As CTM da medula 6ssea e da retina, antes e apds a inducéo a diferenciacdo, ndo
mostraram positividade para a marca¢do como 0 anticorpo anti-a-fetoproteina, o que foi
visualizado ap6s a segunda marcagdo como o anticorpo secundario anti-IgG conjugado com
FITC. As células da linhagem Hep G2 foram utilizadas como controle positivo, como mostra

a figura 16.

Figura 16: Microfotografia de CTM apds a inducdo a diferenciacdo hepatocitica em microscopia de
fluorescéncia aumento de 630X. A — C: CTM da medula 6ssea ap6s a marcacdo com o anticorpo primario anti-o-
fetoproteina e secundario anti-lgG humana FITC. D — F: CTM da retina apds a marcacdo com o anticorpo
primario anti-a-fetoproteina e secundario anti-IlgG humana FITC. G — I: Células da linhagem Hep G2 utilizadas
como controle positivo, marcadas com o anticorpo primario anti-a-fetoproteina e secundario anti-lgG humana
FITC, mostrando a expressdo de o-fetoproteina. O nicleo das células foi contra-corado com DAPI, como

mostram A, D e G. As respectivas sobreposi¢es podem ser vistasem C, F e I.

As células analisadas j& apresentavam positividade para ALB e negatividade para
CK18 e AFP antes de serem induzidas & diferenciacdo hepatocitica. Apds a inducéo
permaneceram com o mesmo perfil de expressdo desses marcadores. Os resultados mostram

que as CTM analisadas ndo passaram a produzir 3 dos principais marcadores hepatociticos
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quando induzidas a diferenciagcdo pela metodologia utilizada neste trabalho, o que sugere que

elas ndo se diferenciaram em hepatdcitos.

4.3 - ANALISE DAS CTM PARA A PRODUQAO E SECREC}AO DE ALBUMINA

Os resultados obtidos sugerem que as CTM analisadas podem expressar albumina
antes de serem induzidas a diferenciagdo hepatocitica. Para confirmar esses dados, CTM
isoladas de tecidos fetais, da medula éssea e da retina foram analisadas para a producdo de
transcritos de albumina por RT-PCR em tempo real. Adicionalmente, células da amostra
MO14 foram submetidas a marcacdo com metionina radioativa antes e ap6s 21 dias da

inducdo a diferenciacdo, para que pudessem secretar proteinas marcadas radioativamente.

4.3.1 — Anélise da producéo de albumina por RT-PCR em tempo real

O cDNA das células extraidas do figado humano foi utilizado como calibrador. Os
transcritos de albumina foram detectados em 2 das 3 amostras de células Hep G2. Também
foram detectados em todas as amostras de CTM da medula dssea e da retina. Em relacdo aos
tecidos fetais, os transcritos foram detectados em 1 das 3 amostras da carétida, em 2 das 4
amostras de fascia, em 3 das 5 amostras de figado e em 1 das 3 amostras de gbnada. Na
analise comparativa, a expressdo de albumina em todas as amostras de CTM foi igual a zero,
como mostra a figura 17. Esses resultados sugerem que as CTM isoladas dos diferentes

tecidos adultos e fetais analisados expressam niveis muito baixos dos transcritos de albumina.

Expressédo de ALB nas CTM
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Figura 17: Perfil de expressdo de albumina nas CTM isoladas de diferentes tecidos, analisadas por RT-PCR em
tempo real.

4.3.2 — Anadlise da secrecdo de albumina por eletroforese em SDS-PAGE
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Apo6s a marcacdo com a metionina radioativa, 0 sobrenadante contendo todas as
proteinas secretadas foi coletado e concentrado. Parte desse sobrenadante foi preparado e
aplicado no gel de poliacrilamida 12% (m/v). Apos a eletroforese, o gel foi corado para a
visualizacdo das bandas referentes as proteinas totais das amostras. A banda esperada de 66
kDa, tamanho referente ao da albumina, foi visualizada nas amostras MO14, Hep G2 e MO14
induzida a diferenciacdo hepatocitica por 14 dias, como mostra a figura 18. A auto-radiografia
do gel foi realizada com exposic¢Oes durante os tempos: 2 h, 24 h e 72 h. Nao houve diferenca
entre os tempos de exposi¢do. Uma banda com o tamanho aproximado da albumina (66 kDa)
foi visualizada nas 3 amostras, como mostra a figura 19. No entanto, a sobreposicéo do gel
com o filme revelou que a banda visualizada no gel, referente ao tamanho exato da albumina,
ndo apareceu na auto-radiografia. A banda que foi visualizada na auto-radiografia esta
localizada acima da banda da albumina visualizada no gel, como mostra a figura 20. Os
resultados indicam que a albumina encontrada no meio de cultivo, visualizada no gel de

proteinas totais, ndo foi produzida pelas CTM pois ndo estava marcada radioativamente.

66 kDa

Figura 18: Perfil eletroforético de proteinas totais em gel de poliacrilamida 12% (m/v) (SDS-PAGE). Coluna 1:
Sobrenadante de células da amostra MO14 cultivadas durante 24h em meio sem SFB. Coluna 2: Sobrenadante de
células Hep G2 cultivadas durante 24h em meio sem SFB. Coluna 3: Sobrenadante de células da amostra MO14
apos 14 dias de inducdo a diferenciacdo hepatocitica, cultivadas durante 24h em meio sem SFB. Coluna 4:
Albumina humana comercial (controle positivo).
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66 kDa

Figura 19: Perfil eletroforético de proteinas totais marcadas com metionina radioativa na auto-radiografia.
Coluna 1: Sobrenadante de células da amostra MO14 marcadas durante 24h. Coluna 2: Sobrenadante de células
Hep G2 marcadas durante 24h. Coluna 3: Sobrenadante de células da amostra MO14 apds 14 dias de inducédo a

diferenciacdo hepatocitica marcadas durante 24h. Coluna 4: Albumina humana comercial (controle positivo).

1 2 3 4

66 kDa

Figura 20: Perfil eletroforético de proteinas totais. Sobreposicdo do gel de agarose 12% (m/v) e do filme da
auto-radiografia. Coluna 1. Sobrenadante de células da amostra MO14 marcadas durante 24h. Coluna 2:
Sobrenadante de células Hep G2 marcadas durante 24h. Coluna 3: Sobrenadante de células da amostra MO14
apo6s 14 dias de inducdo a diferenciacdo hepatocitica marcadas durante 24h. Coluna 4: Albumina humana

comercial (controle positivo).

Outra parte do sobrenadante foi submetida a imunoprecipitacdo com o anticorpo anti-
albumina. Apos a marcacdo O.N., as amostras foram lavadas, preparadas e aplicadas no gel de
poliacrilamida 12% (m/v). Terminada a eletroforese, o gel foi corado para a visualiza¢do da
albumina. Apesar da presenca de bandas inespecificas, a banda esperada de 66 kDa ndo foi
visualizada, como mostra a figura 21. A autoradiografia do gel foi posteriormente realizada

com exposi¢cdes durante os tempos: 2 h, 24 h, 72 h e 7 dias e a banda de 66 kDa nédo foi
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visualizada em nenhuma das amostras, como mostra a figura 22. A figura 23 mostra a
sobreposicdo do gel com o filme revelado. Esses resultados confirmam que a albumina

encontrada no meio de cultivo ndo foi produzida pelas células.

66 kDa

Figura 21: Perfil eletroforético do produto da imunoprecipitagdo de proteinas totais com o anticorpo anti-
albumina em gel de poliacrilamida 12% (m/v) (SDS-PAGE). Coluna 1: Sobrenadante de células da amostra
MO14 marcadas com metionina radioativa durante 24h. Coluna 2: Sobrenadante de células Hep G2 marcadas
com metionina radioativa durante 24h. Coluna 3: Sobrenadante de células da amostra MO14 ap6s 14 dias de
inducéo & diferenciacfo hepatocitica, marcadas com metionina radioativa durante 24h. Coluna 4: Albumina

humana comercial (controle positivo).

66 kDa

Figura 22: Auto-radiografia do perfil eletroforético da imunoprecipitacdo de proteinas totais com o anticorpo
anti-albumina. Coluna 1: Sobrenadante de células da amostra MO14 marcadas com metionina radioativa durante
24h. Coluna 2: Sobrenadante de células Hep G2 marcadas com metionina radioativa durante 24h. Coluna 3:
Sobrenadante de células da amostra MO14 ap6s 14 dias de inducéo a diferenciacdo hepatocitica, marcadas com

metionina radioativa durante 24h. Coluna 4: Albumina humana comercial (controle positivo).
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66 kDa

Figura 23: Perfil eletroforético do produto da imunoprecipitacdo de proteinas totais com o anticorpo anti-
albumina. Sobreposicao do gel de agarose 12% (m/v) e do filme da auto-radiografia. Coluna 1: Sobrenadante de
células da amostra MO14 marcadas durante 24h. Coluna 2: Sobrenadante de células Hep G2 marcadas durante
24h. Coluna 3: Sobrenadante de células da amostra MO14 ap6s 14 dias de indugdo a diferenciagdo hepatocitica

marcadas durante 24h. Coluna 4: Albumina humana comercial (controle positivo).

4.4 — ANALISE DA MIGRACAO DAS CTM DA MEDULA OSSEA PARA O TECIDO
HEPATICO DANIFICADO DE CAMUNDONGOS NOD-SCID

4.4.1 - Estabelecimento do dano hepético induzido pela administracdo CCl; em
camundongos da linhagem Balb/C

Para este experimento foram utilizados 18 animais divididos em 7 grupos. Os animais
receberam 0,3 ou 0,5mg/Kg de CCl, diluidos em 6leo de milho, via intraperitoneal. Passadas
24, 48 e 96 horas da administracdo da droga, amostras de sangue foram coletadas para a
analise das transaminases hepaticas e os animais foram sacrificados para a analise do tecido
hepatico. O resultado das andlises das transaminases foi similar: passadas 24 horas da
administracdo da droga, os niveis séricos tanto de TGO quanto de TGP dos camundongos
induzidos, estavam consideravelmente mais elevados do que os dos camundongos do grupo
controle, indicando que o dano foi induzido. Apds 48 e 96 horas houve uma queda
progressiva dos niveis séricos das transaminases em relacdo ao grupo controle, como mostra a
tabela 7. A analise dos cortes histolégicos do tecido hepatico mostrou o mesmo padrdo de
dano apresentado na analise das transaminases hepéticas. Passadas 24 horas da administracdo
do CCl, foi encontrada uma vasta area parenquimal danificada, que também foi vista apds 48
horas. Passadas 72 horas, a area danificada foi diminuindo de tamanho, até ndo ser mais vista

no material coletado ap6s 96 horas, como mostra a figura 24. Os resultados da analise das
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transaminases hepaticas e da morfologia do tecido hepatico apos a administracdo de apenas
uma dose de CCl; mostrou que o dano tecidual ocorre de forma aguda, com posterior
regeneracdo ao longo do periodo. O pico do dano ocorreu entre 24 e 48 horas apés a
administracdo da droga. A administracdo de 0,5mg/Kg de CCl, foi mais eficiente.

Tabela 7: Apresentacdo da média dos niveis séricos de TGO e TGP analisados em diferentes tempos apds a

administracéo de 0,3 e 0,5mg/Kg de CCl,,

Grupo CCly Periodo em que foi sacrificado TGO TGP
G1 controle (n=3) indiferente 89,9 37,9
G2 (n=2) 0,3 mg/Kg 24h ap6s CCly 239,4 1181
G3 (n=2) 0,3 mg/Kg 49h apés CCly 121,2 100,5
G4 (n=3) 0,3 mg/Kg 96h apoés CCl, 100,0 75,5
G5 (n=3) 0,5 mg/Kg 24h ap6s CCly 151,0 128,6
G6 (n=2) 0,5 mg/Kg 48h ap6s CCly 153,6 110,8
G7 (n=3) 0,5 mg/Kg 96h apés CCl, 100,3 79,4

A B C

D E

Figura 24: Microfotografia de cortes histolégicos do tecido hepatico murino submetido ao dano pela
administracdo de 0,5mg/Kg de CCl,. Coloragdo HE. A) Controle: figado ndo induzido ao dano. B) Apo6s 24h da
administracdo da droga. C) Apo6s 48h da administracdo da droga. D) Ap6s 72h da administracdo da droga. E)
Apos 96h da administragdo da droga.

4.4.2 — Infusdo de CTM em camundongos imunodeficientes induzidos ao dano hepatico
Para investigar a capacidade fisioldgica dos camundongos NOD-SCID de resistirem a

indugdo ao dano hepético por CCl, e de receberem a infusdo de CTM, as concentracdes 0,1,

0,2 e 0,4mg/Kg da droga foram testadas. Foram utilizados 12 animais. A infusdo de CTM
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ocorreu 8 ou 24 horas apds a administracdo da droga. Infusdes de PBS 1X foram realizadas
nos animais controles, como mostra a tabela 8. Todos os camundongos sobreviveram. Os
animais foram sacrificados ap0s 7 dias a partir da infusdo das células. Os figados foram
retirados, seccionados em duas partes e congelados. O material foi devidamente identificado e
guardado a -80°C.

Tabela 8: Relacdo entre a quantidade de CCl, administrada e o periodo em que os animais receberam as CTM.

Animal CCl4 Células PBS 1X
no.1 0,1mg/Kg 8h apdés CCly s/

no. 2 0,1mg/Kg 24h apés CCls s/

no. 3 (controle)  0,1mg/Kg s/ 8h apés CCl,
no. 4 (controle)  0,1mg/Kg s/ 24h apés CCly
no.5 0,2mg/Kg  8h apds CCly s/

no. 6 0,2mg/Kg 24h apés CCly s/

no. 7 (controle)  0,2mg/Kg s/ 8h apés CCl,
no. 8 (controle)  0,2mg/Kg s/ 24h apés CCly
no.9 0,4mg/Kg  8h apds CCly s/

no. 10 0,4mg/Kg 24h ap6s CCls s/

no. 11 (controle) 0,4mg/Kg s/ 8h apés CCl,
no. 12 (controle) 0,4mg/Kg s/ 24h ap6és CCly

4.4.2.1 — Andlise da presenca de CTM masculinas no tecido hepéatico dos camundongos
fémeas por Nested-PCR

Os figados dos animais no. 1, 2, 5, 6, 9 e 10 foram analisados. A metade de cada
figado foi utilizada para o experimento. Para a obtencdo de alto rendimento na extragdo do
DNA total foi utilizado, no maximo, 25mg de tecido por reacdo. Para tanto, foi necessario
seccionar cada amostra em 4 partes. Apos a extracdo, 0 DNA dos tecidos foi utilizado como
molde para a amplificacdo do fragmento referente ao gene SRY. O produto da reacdo de
Nested-PCR foi aplicado no gel de agarose 1% (m/v) para a eletroforese e visualizado em luz
U.V. Todas as amostram foram negativas para a amplificacdo do fragmento de interesse. Os
resultados obtidos sugerem que o dano hepatico, da forma como foi induzido, ndo foi capaz

de causar o tropismo das CTM humanas para o figado dos camundongos.
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4.4.3 - Infusdo de CTM em camundongos imunodeficientes induzidos ao dano hepético
pelo tratamento com CCl, durante 4 semanas

Foi pesquisado se 0 dano hepatico causado pelo tratamento dos animais durante 4
semanas com CCl, é capaz de causar o tropismo das CTM humanas para o figado dos
camundongos. Foram utilizados 10 animais divididos em 2 grupos. Os dois grupos foram
submetidos ao tratamento com 0,5mg/Kg de CCl, diluido em 6leo de milho, durante 4
semanas, sendo administradas duas doses por semana via intraperitoneal (total de doses
administradas = 8), como mostra a tabela 9. Os animais foram sacrificados ap6s 10 dias a
partir da infusdo das células. Os figados foram retirados, seccionados em duas partes e

congelados. O material foi devidamente identificado e guardado a -80°C.

Tabela 9: Relagéo entre os grupos de camundongos e a infusdo de CTM ou PBS 1x.

Grupo CCly Células PBS 1X
8 doses . -
G1 (n=5) (0,5mg/Kg cada) 24h apos a dltima s/
dose da droga
2X por semana
8 doses . i
G2 - controle (0,5mg/Kg cada) S/ 24h apés a dltima

(n=5) dose da droga

2X por semana

4.4.3.1 — Andlise da presenca de CTM masculinas no tecido hepatico dos camundongos
fémeas por Nested-PCR

Os figados dos animais do grupo 1 foram analisados. A parte do 6rgdo utilizada para a
analise foi seccionada em 4 para aumentar o rendimento da extracdo do DNA total, como no
experimento anterior. Apos a extracdo, o DNA dos tecidos foi utilizado como molde para a
amplificacdo. O produto da reacdo de Nested-PCR foi aplicado no gel de agarose 1% (m/v)
para a eletroforese e visualizado em luz U.V. A amplificacdo do fragmento de 265pb,
referente ao gene SRY humano foi observada no figado do animal no.1, como mostra a figura
25. Os resultados sugerem que as CTM humanas da medula 6ssea sdo capazes de migrar para

o figado danificado de camundongos tratados durante 4 semanas com CCly.



Resultados 57

animal
animal no. 1 animal no. 2 animal no. 3 no. 4
A) I . | |
1 2 3 4 (» 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
310pb —» <+ 265pb
194pb —»
animal no. 4 animal no. 5

B) | | |
310pb » < 265pb

Figura 25: Andlise do produto de amplificacdo por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v). A) Coluna 1:
Marcador de peso molecular ¢X. Colunas 2 a 5: Figado do animal no.1. A seta indica o fragmento de 265pb
Colunas 6 a 9: Figado do animal no.2. Colunas 10 a 13: Figado do animal no.3. Coluna 14: Figado do animal
no.4. Coluna 15: Sangue humano masculino (controle positivo). B) Coluna 16: Marcador de peso molecular ¢X.
Colunas 17 a 19: Figado do animal no.4. Colunas 20 a 23: Figado do animal no.5. Coluna 24: Sangue humano

masculino (controle positivo).
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5 - DISCUSSAO

O presente trabalho investigou o potencial hepatocitico das CTM humanas. As CTM
foram inicialmente isoladas da medula Ossea e da retina e induzidas a diferenciacdo
hepatocitica in vitro. Os métodos utilizados para essa investigacdo baseiam-se na adi¢do de
citocinas e fatores de crescimento ao meio de cultivo. Na hepatogénese, os fatores de
crescimento de fibroblasto (FGFs) produzidos pelas células do mesoderma cardiaco, estdo
envolvidos nos estagios iniciais da diferenciacdo hepatocitica (JUNG e colbs., 1999; WELLS
e MELTON, 2000). A oncostatina M (OSM), membro da familia da interleucina-6, produzida
pelas células hematopoéticas, inicia sua participacdo neste processo do periodo fetal e se
estende até o periodo neonatal (KAMIYA e colbs., 1999) e aparentemente coordena o
desenvolvimento hepético e a hematopoese no feto (MIYAJIMA e colbs., 2000). Muitos
sinais extracelulares incluindo o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de crescimento
de hepatocito (HGF), a OSM, os FGFs, os glicocorticoides e a insulina estdo envolvidos nos
estagios tardios de maturacdo, levando ao aumento na expressdo de genes hepaticos
especificos (HAMAZAKI e colbs., 2001). Os corticoesterdides, o HGF e 0 EGF tém um
importante papel na biologia hepatica (MICHALOPOULOQOS e colbs., 2003). O HGF age na
proliferacdo de hepatdcitos e possui um papel no desenvolvimento e regeneracdo hepética em
humanos (NISHIZAKI e colbs., 1995). Com base nesses conhecimentos foram estabelecidos
protocolos que tentaram mimetizar os estimulos ocorridos durante a embriogénese.

Os experimentos de indugdo a diferenciacdo hepatocitica utilizados neste trabalho
foram montados de acordo com o protocolo anteriormente utilizado por Lee e colaboradores
(2004). Os autores, apds isolarem as CTM da medula 0Ossea, utilizaram a imuno-selecéo
negativa e a dilui¢do para o isolamento das col6nias. Porém, as diferentes coldnias estudadas
ndo apresentaram diferencas no fenotipo e na capacidade de diferenciagdo. Apds a aplicacdo
do protocolo de diferenciacdo hepatocitica, os autores relataram o desenvolvimento de uma
morfologia poligonal ao longo do periodo, que tornou-se aparente por volta da quarta semana
pos-inducdo. A morfologia cubdide com presenca de estruturas granulares, compativel com
hepatdcitos maduros, foi vista em até 6 semanas de inducdo. Os marcadores hepatociticos
ALB (imunofluorescéncia e RT-PCR) e CK18 (RT-PCR) foram detectaveis em todos 0s
tempos ao longo do periodo de indugdo, com crescimento gradativo. Os demais marcadores
selecionados para a andlise foram negativos até a segunda semana, tiveram o aparecimento
gradativo até a quarta semana e tornaram-se fortemente positivos nas células induzidas por

volta da sexta semana. De maneira similar, no presente trabalho nds observamos a morfologia
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poligonal e a presenga de estruturas granulares por volta da quarta semana apds a inducao.
Porém, as células induzidas a diferenciacdo hepatocitica, apesar de terem adquirido uma
morfologia semelhante a do hepatocito, ndo apresentaram modificacbes no seu perfil
imunofenotipico. Apos 14, 21 e 28 de indugdo, as células permaneceram com altos niveis de
expressdo para os marcadores de CTM. Assim como no trabalho de Lee e colaboradores,
niveis basais dos principais marcadores hepatociticos (ALB, CK18 e CK19) foram detectados
pela técnica de RT-PCR em tempo real nas células ndo induzidas. Porém, as células induzidas
durante 2, 7, 14, 21 e 28 dias ndo aumentaram os niveis de expressao desses transcritos. Esses
resultados foram condizentes com o0s observados pela técnica de imunofluorescéncia; as
células induzidas durante 14, 21 e 28 dias ndo apresentaram diferencas na producdo dos
marcadores ALB, CK18 e AFP, em relacdo as ndo induzidas. A fraca positividade para o
anticorpo anti-ALB apresentada pelas células antes e apds a inducdo foi investigada pela
marcacdo das mesmas com aminoacido radioativo e posterior eletroforese de proteinas.
Apesar de uma banda do tamanho aproximado da albumina (66 kDa) ter sido visualizada no
gel, a auto-radiografia revelou que as células ndo induzidas e induzidas ndo produzem
albumina. A albumina detectada na imunofluorescéncia e no gel de proteinas pode ser um
contaminante do meio utilizado inicialmente para a expansdo das CTM, que ainda apresentava
soro fetal bovino em sua composicao.

Apols 28 dias de cultivo, um grande nimero de células entrou em apoptose e se
desprendeu da placa, inviabilizando a investigacdo mais tardia. Taléns-Visconti e
colaboradores (2006) também utilizaram esse mesmo protocolo de inducdo a diferenciacéo
hepatocitica e analisaram as células induzidas por até 21 dias. Os autores fizeram a
comparacdo entre CTM isoladas da medula éssea e do tecido adiposo. Ambas as células
foram isoladas por gradiente de densidade e aderéncia ao plastico, e cultivadas em meio
contendo soro fetal bovino, como realizado neste trabalho. O protocolo de indugéo foi
aplicado assim que as células atingiram 85% de confluéncia. A modificacdes morfologicas
foram condizentes com as observadas em nosso trabalho, apds 21 dias as células apresentaram
uma morfologia semelhante a do hepatocito. As analises foram feitas em 7, 14 e 21 dias pos-
indugédo e os resultados revelaram um aumento na producdo dos transcritos de albumina,
HNF4a e C/EBP, a diminui¢do do marcador de superficie celular CD90 ao longo do periodo
de inducgdo hepatocitica, especialmente nas CTM do tecido adiposo, e a producdo de ALB e
AFP por imunofluorescéncia. Contudo, ndo foi detectado o aumento dos transcritos de CK18

e CK19, dois importantes marcadores de hepatdcitos. Os autores concluem que os resultados
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alcancados néo sdo suficientes para afirmar que CTM da medula ou do tecido adiposo séo, de
fato, potentes células progenitoras hepaticas.

Seo e colaboradores (2005) utilizando em CTM do tecido adiposo uma metodologia
simplificada de indug&o a diferenciagéo hepatocitica, baseada no cultivo das celulas com meio
sem SFB acrescido de DMSO, HGF e OSM, relataram 0 aumento na expressdao dos
marcadores ALB e AFP. Porém, os autores também ndo observaram o aumento na expressao
dos marcadores CK18 e CK19, indicando que as células ndo se diferenciaram em hepatdcitos.

Recentemente, Lysy e colaboradores (2008) utilizando um protocolo de diferenciacéo
hepatocitica in vitro semelhante ao utilizado em nosso estudo relatou que CTM da medula
Ossea adquirem alguns dos principais marcadores hepatociticos apds a inducdo e permanecem
com 0s marcadores imunofenotipicos de CTM (co-expressao de ALB, CD73 e CD90). Os
resultados dos experimentos realizados in vivo corroboraram com o0s encontrados in vitro, o
que indica que as células geradas a partir da inducdo de CTM a diferenciacéo hepatocitica ndo
sdo hepatocitos.

Por outro lado, a aquisi¢do de alguns marcadores hepatociticos especificos pelo cultivo
in vitro com fatores de crescimento e citocinas levam a comunidade cientifica a classificar
tipos celulares originados a partir de células-tronco como hepatécitos. A aplicacdo do termo
hepatocitos para tais células pode ndo estar correta. A elucidacdo de alguns mecanismos como
a perda da expressdo de alguns fatores de transcricdo ou a modificacdo de transdutores de
sinais deve ser priorizada. A modificacdo da morfologia ou a aquisicdo de alguns marcadores
hepatociticos ndo devem ser suficientes para categorizarmos os tipos celulares gerados a partir
das CTM como hepatocitos.

O comportamento das CTM da medula éssea frente ao dano hepatico in vivo também
foi investigado neste trabalho. Experimentos para a caracterizacdo do dano hepéatico foram
realizados e a droga hepatotoxica CCl, foi selecionada para causar injuria centro-lobular. Os
resultados do primeiro experimento, realizado com camundongos Balb/C, mostraram que a
administracdo de uma dose (0,5mg/Kg) da droga aumenta os niveis das transaminases
hepéaticas causando o dano tecidual reversivel, como também visualizado nos cortes
histolégicos por meio da coloracdo H.E. Os resultados do segundo experimento, realizado
com camundongos imunodeficientes da linhagem NOD SCID, mostraram que esses animais,
apesar de serem fisicamente menores e mais frageis, suportam o dano hepatico induzido e a
infusdo das CTM pois ndo foram levados a oObito. Porém, a anélise dos figados dos
camundongos NOD SCID para a presenga do gene SRY humano, realizada ap6s 7 dias da

infusdo das CTM humanas, mostrou no terceiro experimento que o dano hepatico causado néo
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foi eficiente no recrutamento das CTM humanas para o figado danificado. A estratégia de
inducdo do dano hepético foi modificada. Os camundongos NOD SCID foram tratados com a
droga durante 4 semanas para intensificar o dano. As CTM humanas foram infundidas e apos
10 dias os figados foram analisados. Os resultados do quarto experimento mostraram a
presenca das células humanas em 1 dos 5 animais utilizados no experimento.

O potencial migratorio das CTM da medula dssea para o tecido hepatico danificado
sugere que estas células possuem um papel na regeneracdo hepética. Porém, os resultados
obtidos in vitro nos impele a olhar para o efeito paracrino que as CTM exercem sobre 0s
orgdos e tecidos. Russo e colaboradores (2006) realizaram o transplante da medula dssea de
camundongos machos em fémeas irradiadas e, ap6s a confirmacéo da repopulacdo da medula
6ssea, induziu os receptores ao dano hepatico. Células dos animais doadores foram
localizadas no figado dos receptores. Os resultados adquiridos sugerem o recrutamento e a
contribuicdo das células da medula dssea, predominantemente das CTM, durante o dano
cronico do figado. Porém, essas células ndo mostraram indicios de diferenciacdo em
hepatdcitos ou de repopulacdo do parénquima hepaticos.

Sabemos que as células estreladas, além de serem ativadas durante a injaria tecidual
diferenciando-se em miofibroblastos, também contribuem para o reparo do tecido secretando
fatores de crescimento que irdo agir na proliferacdo dos hepatocitos (SCHMIDT e colbs.,
1995; SKRTIC e colbs., 1999). Da mesma forma, as CTM exercem um efeito
imunomodulatério sobre tecidos e érgdos danificados, o que € inclusive uma das teorias mais
aceitas pelos pesquisadores para explicar o papel das mesmas na reconstituicdo ou melhora
dos tecidos. A hipdtese de que as CTM da medula 0ssea sao células equivalentes as células
estreladas no figado corrobora com a literatura recente (COVAS e colbs., 2008) e também
explicaria os resultados obtidos.

Paralelamente, foi pesquisado se as CTM isoladas de diferentes tecidos expressam
albumina antes de serem induzidas a diferenciacdo hepatocitica. As CTM humanas foram
isoladas de tecidos fetais; 3 cardtidas, 3 fascias, 5 figados e 3 gbnadas. O isolamento e a
caracterizagcdo das células foram realizados de maneira similar aos dos tecidos adultos. O
RNA das CTM dos tecidos adultos e fetais foi extraido e transcrito em cDNA. A expressao
dos transcritos de ALB foi detectada pela técnica de RT-PCR em tempo real em todas as
amostras dos tecidos adultos e na maioria das amostras dos tecidos fetais. Porém, a analise
comparativa dos resultados mostrou que, em relacdo a amostra calibradora (cDNA de células
extraidas do figado humano), a expressao de ALB nas CTM analisadas é igual a zero. Células

da linhagem Hep G2 também foram analisadas e mostraram baixa expressdo de ALB.
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No presente trabalho, a metodologia utilizada para a inducdo da diferenciacéo
hepatocitica in vitro a partir das CTM da medula 6ssea, apesar de induzir as células a
aquisicdo de uma morfologia semelhante a do hepatocito, ndo foi eficaz para induzir a
aquisicdo de importantes marcadores hepatociticos. Entre as 4 amostras testadas, apenas uma
mostrou 0 aumento da expressdo dos transcritos de albumina e ainda assim, ndo mostrou o
aumento dos niveis de expressdo da proteina, como visualizado por imunofluorescéncia e
western blotting. As CTM da medula 6ssea mostraram potencial migratério para o tecido
hepéatico danificado quando investigadas in vivo, 0 que sugere que estas células podem

participar no processo de restauracdo do figado.
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6 — CONCLUSOES

v" Foi possivel isolar e caracterizar as CTM da medula éssea e da retina humanas.

v As CTM isoladas, quando induzidas a diferenciacdo hepatocitica in vitro pelo
protocolo utilizado neste trabalho, adquiriram a morfologia semelhante a do hepatocito
mas ndo aumentaram os niveis de expressao dos transcritos de albumina, citoqueratina
18 e citoqueratina 19, e ndo passaram a produzir albumina, citoqueratina 18 e alfa-
fetoproteina, o que indica que elas ndo foram capazes de se diferenciar em hepatdcitos
in vitro.

v As CTM isoladas e as CTM dos tecidos fetais utilizadas neste trabalho expressam
niveis baixos dos transcritos de albumina. As células ndo secretam albumina no meio
de cultivo.

v Foi possivel estabelecer o dano hepatico em camundongos pela administracdo de CCl,.
A administracdo de uma Unica dose (0,5 mg/Kg) da droga produz dano hepético
reversivel. Esse dano ndo foi eficaz para causar o tropismo das CTM para o figado.

v O dano hepatico causado pela administracdo de 8 doses (0,5mg/Kg) de CCl, foi capaz
de proporcionar o tropismo das CTM para o figado.

v As CTM isoladas a partir da medula dssea sdo capazes de migrar para o tecido
hepatico danificado de camundongos imunodeficientes quando infundidas na

circulacdo dos animais, indicando o seu papel do reparo do tecido.
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RESUMO

Alguns trabalhos realizados recentemente relatam que as células-tronco
mesenquimais (CTM) podem ser induzidas a aquisicdo de marcadores hepatociticos
pelo transplante em modelos animais de dano hepatico, ou pelo cultivo in vitro com
fatores de crescimento e citocinas. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o
comportamento das CTM frente a inducdo da diferenciacdo hepatocitica. As CTM
foram isoladas da medula Ossea de quatro doadores saudaveis, caracterizadas e
submetidas ao protocolo de inducdo a diferenciacdo hepatocitica in vitro e in vivo. As
células induzidas in vitro apresentaram mudancgas na sua morfologia, mostrando a
morfologia semelhante a do hepatdcito, porém, o perfil imunofenotipico néo foi
modificado. As células induzidas também ndo apresentaram o aumento dos transcritos
de albumina, citoqueratina 18 e citoqueratina 19 quando analisadas por RT-PCR em
tempo real, e ndo alteraram a expressdo de albumina, citoqueratina 18 e alfa-
fetoproteina como demonstrado por imunofluorescéncia. Quando analisadas in vivo, as
CTM demonstraram o potencial migratério para o tecido hepatico danificado de
camundongos imunodeficientes. Em conjunto, os resultados sugerem que as CTM da
medula 0ssea ndo sdo capazes de se diferenciar em hepatdcitos quando estimuladas in
vitro pela metodologia utilizado neste trabalho, mas sdo capazes de migrar para o tecido
hepatico danificado in vivo, o que sugere o seu papel no reparo do figado. A

contribuicdo para o reparo pode estar associada com o efeito paracrino dessas células.

Palavras-chave: célula-tronco mesenquimal, diferenciacdo hepatocitica, albumina,

citoqueratina 18, dano hepatico, camundongos imunodeficientes.



Diferenciacdo Hepatocitica de CTM 77

ABSTRACT

Some recently works have been reported that mesenchymal stem cells (MSC)
can be induced to the acquisition of hepatocytic markers for the transplant in animal
models of liver damage, or for the in vitro culture with growth factors and cytokines.
The present work aim is to evaluate the behavior of the MSC in front of the induction of
the hepatocytic differentiation. The MSC was isolated from the bone morrow of 4
normal donators, characterized and submitted to the protocol of in vitro and in vivo
induction of hepatocytic differentiation. The in vitro induced cells showed morphology
changes acquiring hepatocytes-like morphology. However, the immunophenotypic
profile of those cells was not modified. The induced cells did not present increase of the
albumin, cytokeratin 18 and cytokeratin 19 transcripts, when analyzed by real time RT-
PCR. The expression of albumin, cytokeratin 18 and alpha foetoprotein was also not
modified as demonstrated by immunofluorescence. In vivo, the MSC have demonstrated
the migratory potential for the damaged liver of immunodeficient mice. Together, the
results suggest that the bone morrow MSC are not capable of in vitro hepatocytic
differentiating according to the approach in this work, but are capable to homming into
damaged hepatic tissue in vivo. This migration capacity suggests their role in the repair
mechanisms. The contribution for the damage repair could be associated with the

paracrine effect of these cells.

Key words: mesenchymal stem cells, hepatocytic differentiation, albumin, cytokeratin

18, liver damage, immunodeficient mice.
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INTRODUCAO

O primeiro trabalho sugerindo o papel de células-tronco extra-hepaticas no
reparo do figado foi publicado em 1999 (Petersen et al., 1999). Os autores utilizaram 2-
acetilaminofluoreno para bloguear a proliferacdo dos hepatocitos nos ratos e induzir a
proliferacdo de células ovais. Fémeas murinas previamente irradiadas receberam células
da medula dssea de machos ndo tratados. Quando analisados, os figados dos animais
transplantados apresentaram células marcadas positivamente para o cromossomo Y,
sugerindo existéncia de uma populacdo de células-troco na medula dssea capaz de
migrar para o tecido hepatico danificado e auxiliar no seu reparo. Desde entdo, muitos
trabalhos foram realizados para investigar o potencial das células-tronco da medula
dssea na restauracdao do figado. A capacidade de que essas células tém de restaurar o
tecido hepatico ndo foi esclarecida. Algumas teorias foram postuladas para tentar
explicar esse fendmeno e as mais discutidas séo: a transdiferenciagdo (Theise et al.,
2000a; Theise et al., 2000b, Harris et al., 2004), a fusdo (Wang et al., 2003, Vassipoulos
et al., 2003; Alvarez-Dolado et al., 2003) e, mais recentemente, o efeito paracrino que as
células-tronco mesenquimais exercem (Parekkadan et al., 2007a; Parekkadan et al.,
2007b).

Os métodos utilizados para investigar o potencial hepatocitico das células-
tronco mesenquimais (CTM) in vitro baseiam-se na adicdo de citocinas e fatores de
crescimento ao meio de cultivo. Na hepatogénese, os fatores de crescimento de
fibroblasto (FGFs) produzidos pelas células do mesoderma cardiaco, estdo envolvidos
nos estagios iniciais da diferenciacdo hepatocitica (Jung et al., 1999; Wells & Melton,
2000). A oncostatina M (OSM), membro da familia da interleucina-6, produzida pelas

celulas hematopoéticas, inicia sua participacdo neste processo do periodo fetal e se
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estende até o periodo neonatal (Kamiya et al., 1999) e aparentemente coordena o
desenvolvimento hepatico e a hematopoese no feto (Miyajima et al., 2000). Muitos
sinais extracelulares incluindo o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de
crescimento de hepatocito (HGF), a OSM, os FGFs, os glicocorticoides e a insulina
estdo envolvidos nos estagios tardios de maturacdo, levando ao aumento na expressao
de genes hepaticos especificos (Hamazaki et al., 2001). Os corticoesterdides, 0 HGF e o
EGF tém um importante papel na biologia hepatica (Michalopoulos et al., 2003). O
HGF age na proliferacdo de hepatécitos e possui um papel no desenvolvimento e
regeneracdo hepatica em humanos (Nishizaki et al., 1995). Com base nesses
conhecimentos foram estabelecidos protocolos que tentaram mimetizar os estimulos
ocorridos durante a embriogénese.

Muitos estudos in vitro foram realizados para tentar esclarecer a questdo da
diferenciacdo das células-tronco mesenquimais em hepatocitos. Oh et al. (2000)
mostraram o0 aumento na expressao dos transcritos de albumina (ALB) em células da
medula Ossea de ratos quando cultivadas com HGF. Desde entdo, varios trabalhos
demonstraram a aquisicdo ou 0 aumento na expressdo dos principais marcadores
hepatociticos pelas CTM. Recentemente, Lee et al. (2004) utilizaram, em CTM
humanas da medula éssea, um protocolo de diferenciacdo que consistiu em duas etapas;
a primeira foi realizada com a adicdo de HGF, FGF e nicotinamida para a diferenciacéo
celular, e a segunda, foi realizada com a adic&o de oncostatina M, dexametasona e ITS"
premix (insulina, trasferrina e acido selenoso) para a maturacéo celular. Taléns-Visconti
e colaboradores (2006, 2007) aplicaram esse mesmo protocolo em CTM humanas do

tecido adiposo.
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O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de diferenciacdo das CTM
humanas em hepatdcitos utilizando o protocolo de inducéo in vitro ja descrito (Lee et al.,
2004) e investigar o comportamento das mesmas frente ao dano hepatico in vivo.
MATERIAL E METODOS
Isolamento e cultivo das CTM

As CTM foram isoladas da medula 6ssea de doadores do Centro Regional de
Hemoterapia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
S40 Paulo, em Ribeirdo Preto, e a sua utilizag&o foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa do mesmo hospital (processo no. 1783/2004). Ap6s a puncao realizada na
crista iliaca, o material foi centrifugado em gradiente de densidade Ficoll-Hypaque
(Boyum, 1968) e as células mononucleares foram coletadas. Para o isolamento das
CTM foi utilizado o protocolo classico de expansdo por aderéncia em plastico
(Friedenstein et al., 1976), seguida de sucessivas passagens celulares para o
enriquecimento da populacdo mesenquimal.

Caracterizacdo das CTM

Ao longo do periodo de cultivo, a morfologia das CTM foi observada por meio
da microscopia oOptica. Para a caracterizacdo imunofenotipica foi utilizado um painel
contendo 15 anticorpos monoclonais que reconhecem antigenos especificos na
membrana das células e que sdo conjugados com uma molécula fluorescente, como
mostra a Tabela 1. Apos a marcacao, as células foram analisadas pelo aparelho FACSort
com a utilizacdo do software CellQuest (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA). A
multi-potencialidade das células também foi investigada. Para isso, as células foram

cultivadas com os meios de diferenciacdo em adipocitos, ostedcitos e condrécitos e
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posteriormente coradas com Sudan Il — Escarlate, Von Kossa e submetidas a reacao
imuno-histoquimica com o anticorpo anti-colageno tipo Il, respectivamente.
Inducéo de CTM a diferenciacdo hepatocitica

Este protocolo foi primeiramente descrito em 2004 (Lee et al., 2004). As células
foram cultivadas em meio a-MEN contendo 15% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), em
estufa Umida a 37°C e 5% de CO, até atingirem 60 a 80% de confluéncia. Para a
realizacdo da indugdo o meio de cultivo foi retirado e as células foram lavadas com
solucéo salina 0,9% (p/v) tamponada para retirar todo o SFB do ambiente celular. Em
seguida, o meio IMDM contendo 20ng/mL de EGF e 10ng/mL de FGFb foi adicionado
e desta maneira as células foram privadas de SFB. Apos dois dias, todo o meio foi
retirado e 0 meio IMDM contendo 20ng/mL de HGF, 10ng/mL de FGFb e 0,6g/L de
nicotinamida foi adicionado. Durante sete dias as células permaneceram com o meio de
diferenciacédo, que foi trocado apenas uma vez. Em seguida, todo o meio foi substituido
por IMDM contendo 20ng/mL de OSM, 1puMol/L de dexametasona e 50ng/mL de ITS*
premix foi adicionado. Por até vinte e oito dias as células permaneceram com esse meio
de maturacdo, que foi trocado uma vez a cada sete dias.
Andlise morfologica e imunofenotipica das células induzidas

A morfologia das células, bem como a porcentagem de células positivas para
cada um dos 15 marcadores imunofenotipicos também foram analisadas ap6s a inducéo
da diferenciacdo hepatocitica.
Analise molecular por RT-PCR em tempo real

O RNA total foi extraido de aproximadamente 2x10° células de cada amostra
usando-se tiocianato de guanidina-fenol-cloroformio (Chomczynski & Sacchi, 1987). A

transcricao reversa foi realizada com aproximadamente 2ug de RNA, com a utilizacao
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do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City,
USA). Foi realizada a quantificacdo relativa dos marcadores hepatociticos ALB,
citoqueratina 18 (CK18) e citoqueratina 19 (CK19) pelo método comparativo. GAPDH
foi utilizado como controle endogeno. Os reagentes pré-desenvolvidos ALB
(Hs00609411_m1) e GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase) (PN: 4310884E)
(Applied Biosystems, Foster City, USA) foram empregados para os ensaios TagMan.
Os oligonucleotideos utilizados para os ensaios SYBR Green estdo represetados na
Tabela 2. Para a amplificacdo dos transcritos foram utilizados os kits SYBR Green PCR
Master Mix e TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
USA). As condigdes de amplificagdes foram 2min. a 50°C e 10min. a 95°C, seguidos de
50 ciclos de 95°C durante 15seg. e 60°C durante 1min.
Analise da producéo de proteinas hepatociticas por imunofluorescéncia

As células, anteriormente cultivadas e diferenciadas em laminulas, foram fixadas
com paraformaldeido 2% (p/v) e permeabilizadas com Triton X-100 0,3% (v/v). O
bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado durante 60min. com PBS 1X, acrescido
de albumina bovina 1% (v/v) e soro de cabra 10% (v/v). As amostras foram
separadamente incubadas com 10ug/mL dos anticorpos primarios anti-ALB humana,
anti-CK18 humana e anti-alfa-fetoproteina (anti-AFP) humana, durante 60min.
Posteriormente foram realizadas incubagdes com lug/mL dos anticorpos secundarios
anti-lgG conjugado com FITC (albumina e alfa-fetoproteina) ou anti-lgG conjugado
com PE (CK18) durante 30min. O nucleo das células foi corado com DAPI e as laminas
foram posteriormente montadas com Flouromont G. A analise foi feita em microscopia

de fluorescéncia utilizando o microscépio Axioskop 2.0. As imagens foram capturadas
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com a camara digital Axiocam e analisadas com o auxilio do software AxionVision 3.0
(Carl Zeiss, Thornwood, USA).
Analise da secrecdo de albumina

Aproximadamente 2x10° células foram cultivadas em meio desprovido de
metionina durante 2h. Apds esse periodo, 150 uCl de metionina [S®] foi adicionado ao
meio e deixado 16h. O sobrenadante das células foi coletado e as proteinas totais foram
preparadas para a aplicacdo no gel de poliacrilamida a 12% (p/v). A eletroforese foi
realizada a 150V durante aproximadamente 80min. O gel foi corado com azul brilhante
de Comassie durante 16h, descorado por 4h e exposto ao filme de raio-X em cassetes
apropriados durante 2, 24 e 72h para a auto-radiografia.
Infusdo de CTM humanas em camundongos imunodeficientes com dano hepético
induzido

Camundongos fémeas da linhagem NOD SCID (n = 16) foram induzidos ao
dano hepético pela administracdo de 0,5mg/Kg de tetracloreto de carbono (CCl,) via
intra-peritoneal. O tratamento com a droga foi realizado durante 4 semanas. As injecoes
eram administradas duas vezes por semana. Apds 24 horas da administragdo da ultima
dose da droga os animais foram divididos em dois grupos (n = 8). O grupo A recebeu
1x10° CTM isoladas as medula 6ssea de um doador do sexo masculino diluidas em
100uL de PBS 1X e o grupo B recebeu apenas 100uL de PBS 1X (controle). A infusdo
foi realizada via intra-venosa, na veia caudal lateral dos animais. Ap6s 10 dias, 0s
animais foram sacrificados e tiveram o figado retirado para as anélises. A utilizagdo dos
animais foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade de Sdo Paulo — Campus de Ribeirdo Preto (processo no. 06.1.364.53.0).

Analise do tecido hepéatico murino para a presenga de CTM humanas
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O DNA genomico do tecido hepético dos animais foi extraido e utilizado como
molde para a Nested-PCR. Foram utilizados dois pares de oligonucleotideos para
amplificar a regido codificadora do gene SRY humano. Na primeira etapa de
amplificagdo, a mistura reacional de volume final 25uL continha lug de DNA e
20pmoles de cada oligonucleotideo externo: P5FAESRY (P5"-
GAATATTCCCGCTCTCCGGA-P3") e P3FAMESRY (P5-
GTACAACCTGTTGTCCAGTTG-P3"). Foram realizados 40 ciclos com temperatura
de anelamento de 57°C. Na segunda etapa de amplificacdo, a mistura reacional de
volume final 25uL continha 5uL do produto da primeira reagdo e 20pmoles de cada
oligonucleotideo interno: PS5FAISRY (P5-CAGTGTGAAACGGGAGAAAACAGT-
P3) e P3FAMISRY (P5-GACGAGGTCGATACTTATAATTCG-P3"). Foram
realizados 40 ciclos com temperatura de anelamento de 60°C. Os produtos da reacio
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e visualizados sobre luz U.V. a
302nm.

RESULTADOS
Caracterizacdo das CTM

As células isoladas apresentaram morfologia fibroblastéide, com nicleo bem
delimitado, dois ou trés nucléolos bem evidentes e o citoplasma com limites imprecisos.
Também apresentaram formacédo de “tapete celular” quando em alta confluéncia, como
mostra a Figura 1. O perfil imunofenotipico das células esta representado na Tabela 3,
com a porcentagem de células positivas para cada marcador.

O potencial de diferenciacdo em adipocitos, ostedcitos e condrécitos foi
observado, como mostra a Figura 2. As células isoladas apresentaram caracteristicas

morfologicas, imunofenotipicas e potencial de diferenciacdo de CTM.
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Inducéo a diferenciacéo hepatocitica in vitro
Analise morfoldgica por microscopia de luz

Durante a primeira semana de inducé@o as células ndo apresentaram mudancas
significativas, mantendo a morfologia fibroblastéide. A partir da segunda semana foi
observada a retracdo das projecdes citoplasmaticas. O desenvolvimento da morfologia
poligonal foi visualizado ao longo do periodo, como mostra a Figura 3, sugerindo que
apos a inducdo a diferenciacdo hepatocitica, as CTM sofrem alteracdes morfolégicas e
adquirem a forma semelhante a de hepatocitos.
Analise imunofenotipica por citometria de fluxo

O perfil imunofenotipico das CTM foi investigado apdés a inducdo a
diferenciacdo hepatocitica nos dias 14, 21 e 28. A expressdo da maioria dos marcadores
de CTM ndo foi alterada. Foi observada a diminuicdo da expressdo do marcador CD29
apos vinte e oito dias, porém, esse resultado ndo se manteve. O marcador CD54 se
mostrou aumentado apos 28 e 35, como mostra a Tabela 3. Os resultados sugerem que a
metodologia de inducéo a diferenciacdo hepatocitica utilizada neste trabalho néo alterou
o perfil de expressdo dos marcadores de CTM nas células analisadas.
Analise da expressao dos transcritos de ALB, CK18 e CK19 por RT-PCR em tempo real

Foram utilizadas quatro amostras de CTM isoladas de doadores diferentes.
Niveis basais dos transcritos de ALB, CK18 e CK19 foram detectados antes da inducao
a diferenciacdo e as amostras das células no dia zero puderam ser utilizadas como
calibrador. Aplicando-se a mediana das amostras em cada ponto (D2, D7, D14, D21 e
D28) é possivel observar a reucdo na expressao dos trés marcadores ao longo da

inducdo, como mostra a Figura 4. Esses resultados sugerem que as CTM, quando
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induzidas a diferenciacdo pela metodologia utilizada neste trabalho, ndo expressam o0s
transcritos de 3 dos principais marcadores hepatociticos
Analise da producéo de ALB, CK18 e AFP por imunofluorescéncia

As CTM apresentaram positividade para a marca¢do com o anticorpo anti-ALB,
antes e apdés a inducdo a diferenciagdo, e ndo mostraram positividade para as marcagdes
com os anticorpos anti-CK18 e anti-AFP, o que pdde ser visualizado apds a segunda
marcacdo com o0 anticorpo secundario anti-lgG conjugado (dados ndo mostrados). As
células da linhagem Hep G2 foram utilizadas como controle positivo. As amostras ndo
apresentaram positividade quando submetidas a marcacdo apenas com 0s anticorpos
secundarios, o que foi utilizado como controle negativo da reacdo. Os resultados
sugerem que a biologia das CTM quanto a producéo de trés dos principais marcadores
hepatociticos ndo foi alterada pela metodologia utilizada neste trabalho.
Analise da secrecdo de albumina por eletroforese de proteinas

Ap0ls a marcacdo com a metionina radioativa, o sobrenadante contendo todas as
proteinas secretadas foi coletado e concentrado. Parte desse sobrenadante foi preparado
e aplicado no gel de poliacrilamida 12% (m/v). ApGs a eletroforese, o gel foi corado
para a visualizacdo das bandas referentes as proteinas totais das amostras. A banda
esperada de 66 kDa, tamanho referente ao da albumina, foi visualizada nas amostras de
CTM antes e apds a inducdo a diferenciacdo. As células da linhagem Hep G2 foram
utilizadas como controle positivo, como mostra a Figura 5A. A auto-radiografia do gel
foi realizada com exposi¢Ges durante os tempos: 2 h, 24 h e 72 h. Nao houve diferenca
entre os tempos de exposicdo. A banda de 66 kDa visualizada no gel ndo apareceu na
auto-radiografia das amostras de CTM induzidas e ndo induzidas, e foi visualizada

somente na amostra controle, como mostra a Figura 5B. A Figura 5C mostra a
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sobreposicdo do gel com o filme. Os resultados sugerem que as CTM ndo passam e
expressar albumina quando induzidas a diferenciacdo hepatocitica pela metodologia
utilizada neste trabalho.
Analise da presenca de CTM masculinas no tecido hepéatico de camundongos fémeas
por Nested-PCR

Uma banda de 265pb, tamanho referente ao da regido codificadora do gene SRY
humano, foi visualizada no gel de agarose indicando que CTM humanas foram
encontradas no figado danificado de um dos camundongos transplantados, como mostra
a Figura 6.
DISCUSSAO

Investigou-se o potencial hepatocitico das CTM da medula dssea frente a
indug&o in vitro e in vivo. Os experimentos in vitro foram montados de acordo com o
descrito por Lee e et al. (2004). Em concordéancia com estes autores, observou-se a
morfologia poligonal e a presenca de estruturas granulares por volta da quarta semana
apos a inducgdo. Porém, ao contrario do encontrado por Lee et al., as células induzidas a
diferenciacdo hepatocitica, apesar de terem adquirido uma morfologia semelhante a do
hepatocito, ndo apresentaram modifica¢6es no seu perfil imunofenotipico. Apos 14, 21 e
28 de inducdo, as células permaneceram com altos niveis de expressdo para 0s
marcadores de CTM. Niveis basais dos principais marcadores hepatociticos (ALB,
CK18 e CK19) foram detectados pela técnica de RT-PCR em tempo real nas células ndo
induzidas. Porém, as celulas induzidas durante 2, 7, 14, 21 e 28 dias também né&o
aumentaram o0s niveis de expressdo desses transcritos. Esses resultados foram
condizentes com os observados pela técnica de imunofluorescéncia; as células induzidas

durante 14, 21 e 28 dias nao apresentaram diferencas na producdo dos marcadores ALB,
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CK18 e AFP, em relacdo as nédo induzidas. A fraca positividade para o anticorpo anti-
ALB apresentada pelas celulas antes e apos a inducdo foi investigada pela marcacgdo das
mesmas com aminoacido radioativo e posterior eletroforese de proteinas. Uma banda do
tamanho aproximado da albumina (66 kDa) foi visualizada no gel da eletroforese.
Todavia, quando esse mesmo gel foi submetido a auto-radiografia a banda de 66 kDa
ndo foi visualizada. Esse resultado sugere que as células ndo induzidas e induzidas ndo
produzem albumina. A albumina detectada na imunofluorescéncia e na eletroforese
pode ser um contaminante do meio utilizado inicialmente para a expansdo das CTM,
que ainda apresentava soro fetal bovino em sua composicdo. Apds 28 dias de cultivo,
um grande numero de células entrou em apoptose e se desprendeu da placa,
inviabilizando a investigagdo mais tardia. Taléns-Visconti et al. (2006) analisaram as
células induzidas a diferenciacdo hepatocitica por até 21 dias. Os autores fizeram a
comparacdo entre CTM isoladas da medula 6ssea e do tecido adiposo. As modifica¢Ges
morfoldgicas foram condizentes com as observadas em nosso trabalho, apds 21 dias as
células apresentaram uma morfologia semelhante a do hepatdcito. As analises foram
feitas em 7, 14 e 21 dias p6s-inducéo e os resultados revelaram o aumento na producgéo
dos transcritos de albumina, HNF4a e C/EBP, a diminui¢do do marcador de superficie
celular CD90 ao longo do periodo de inducdo hepatocitica, especialmente nas CTM do
tecido adiposo, e a producdo de ALB e AFP por imunofluorescéncia. Contudo, ndo foi
detectado 0 aumento dos transcritos de CK18 e CK19, dois importantes marcadores de
hepatocitos. Seo et al. (2005) utilizando em CTM do tecido adiposo uma metodologia
mais simplificada de inducdo a diferenciacdo hepatocitica, baseada no cultivo das
células com meio sem SFB e acrescido de DMSO, HGF e OSM, relataram o aumento

na expressao dos marcadores ALB e AFP. Porém, os autores tambeém ndo observaram o
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aumento na expressdo dos marcadores CK18 e CK19, o que indica que as células néo se
diferenciaram em hepatocitos. Muitos trabalhos, como o de Lee et al. (2004), relatam
que CTM extra-hepaticas podem ser induzidas a aquisi¢do de marcadores hepatociticos
especificos pelo cultivo in vitro com fatores de crescimento e citocinas. Essas
observacdes levam a comunidade cientifica a classificar tipos celulares originados a
partir de células-tronco como hepatdcitos. A aplicacdo do termo hepatdcitos para tais
células pode ndo estar correta. A elucidacdo de alguns mecanismos como a perda da
expressao de alguns fatores de transcricdo ou a modificagdo de transdutores de sinais
deve ser priorizada. A modificacdo da morfologia ou a aquisi¢cdo de alguns marcadores
hepatociticos ndo devem ser suficientes para categorizarmos os tipos celulares gerados a
partir das CTM como hepatdcitos.

O comportamento das CTM da medula 6ssea frente ao dano hepatico in vivo
também foi investigado. O dano foi anteriormente estabelecido pela administracdo de
CCl4 e demonstrado pela alteracdo das transaminases hepéticas no soro e pela presenca
de uma extensa area danificada, microscopicamente visualizada, no figado dos animais
tratados (dados ndo mostrados). Passados 10 dias dos transplantes, DNA humano foi
detectado no figado de um dos animais, indicando que as CTM transplantadas migraram
para o tecido hepatico murino danificado. O potencial migratorio das CTM da medula
Ossea para o tecido hepatico danificado sugere que estas células possuem um papel na
regeneracdo hepatica. Porém, os resultados obtidos in vitro nos impele a olhar para o
efeito paracrino que as CTM exercem sobre os 6rgéos e tecidos. Recentemete, Russo et
al. (2006) realizaram o transplante da medula éssea de camundongos machos em fémeas
irradiadas e, apds a confirmacéo da re-populacdo da medula 6ssea, induziu os receptores

ao dano hepatico. Células dos animais doadores foram localizadas no figado dos
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receptores. Os resultados adquiridos sugerem o recrutamento e a contribuicdo das
celulas da medula 0Ossea, predominantemente das CTM, durante o dano cronico do
figado. Porém, essas células ndo mostraram indicios de diferenciacdo em hepatdcitos ou
de re-populacdo do parénquima hepatico. Sabemos que as células estreladas, alem de
serem ativadas durante a injdria tecidual diferenciando-se em miofibroblastos, também
contribuem para o reparo do tecido secretando fatores de crescimento que irdo agir na
proliferacdo dos hepatdcitos (Schirmidt et al., 1995). Da mesma forma, as CTM
exercem um efeito imunomodulatério sobre tecidos e 6rgdos danificados, o que é
inclusive uma das teorias mais aceitas pelos pesquisadores para explicar o papel das
mesmas na reconstituicdo ou melhora dos tecidos. A hipdtese de que as CTM da medula
dssea sdo células equivalentes as células estreladas no figado corrobora com a literatura
recente (Covas et al., 2008) e também explicaria os resultados obtidos.

Em conclusdo, a inducdo da diferenciacdo hepatocitica in vitro a partir das CTM
da medula éssea, apesar de induzir as células a aquisicdo de uma morfologia semelhante
a do hepatdcito, ndo foi eficaz para induzir a aquisicdo de importantes marcadores
hepatociticos, de acordo com as condi¢bes estabelecidas. Entre as quatro amostras
testadas, apenas uma apresentou 0 aumento da expressdo dos transcritos de albumina e
ainda assim, ndo mostrou o aumento dos niveis de expressdo da proteina, como
visualizado por imunofluorescéncia e por eletroforese. As CTM da medula O6ssea
mostraram potencial migratorio para o tecido hepatico danificado quando investigadas
in vivo, 0 que sugere que estas células podem participar no processo de restauracdo do
figado.
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TABELAS

Tabela 1: Anticorpos monoclonais utilizados para a caracterizagdo imunofenotipica das

CTM humanas por citometria de fluxo.

* Pharmingen (San Diego, USA), Sigma (St. Louis, USA),

Anticorpos Molécula conjugada Clone Marca *
CD45 FITC 2D1 BD Biosciences
CD14 PE M5E2 BD Bioscience
HLA-classel PE G46-2.6 Pharmingen
HLA-DR FITC G46-6(L243)  Pharmingen
CD34 PE 563 BD Biosciences
CD73 PE AD2 Pharmingen
CD49%e PE 1AL Pharmingen
CD51/61 FITC 23C6 Pharmingen
CD44 PE 515 Pharmingen
CD29 PE HUTS-21 Pharmingen
CD13 PE WM15 Pharmingen
CD90 PE 5E10 Pharmingen
CD105 266 Pharmingen
KDR KDR-1 Sigma
CD54 PE HA58 Pharmingen
Isotipo controle (IgG24/1gG1) FITC/PE X39/X40 BD Biosciences
Anti-lgG de camundongo FITC policlonal BD Biosciences
Anti-lgM de camundongo FITC policlonal Caltag

(Glostrup, Dinamarca) e Caltag (Burlingame, USA).

R&D Systems (Minneapolis, USA) , Dako



Diferenciacdo Hepatocitica de CTM 96

Tabela 2:  Oligonucleotideos utilizados para a quantificacdo dos marcadores
hepatociticos citoqueratina 18 e citoqueratina 19 e do controle enddgeno gliceraldeido-
3-fosfato-desidrogenase, empregados na técnica de RT-PCR em tempo real para ensaios
SYBR Green.

Gene Sequéncia Posicao Tempertatura
de melting

T™)

CK 18 (P5") 5-TGGAAGATGGCGAGGACTTT-3" 1.266 — 1.285 58°C

CK18 (P3") 5-AGACACCACTTTGCCATCCACTA-3"  1.353-1.375 60°C

CK 19 (P5) 5-GAGCAGGTCCGAGGTTACTGA-3" 1.008 — 1.028 58°C

CK19 (P3") 5"-CCGTTTCTGCCAGTGTGTCTT-3" 1.097 -1.117 59°C

GAPDH (P5) 5"-GCCTCAAGATCATCAGCAATGC-3’ 539 - 551 62°C

GAPDH (P3") 5-CATGGACTGTGGTCATGAGTCCT-3’ 618 — 640 60°C

Tabela 3: Porcentagem das células isoladas dos tecidos adultos e fetais positivas para

0s respectivos marcadores de superficie celular.

MO14 MOl6 MO17 MO24

CD45 0 0 0 0
CD14 0 0 0 0
Classe | 24 81 70 52
HLA-DR 3 0 0 1
CD34 0 0 0 0
CD73 59 95 61 7
CD49%e 66 63 60 89
CD51/61 0 ND 0 2
CD44 91 77 78 80
CD29 81 97 84 90
CD13 91 98 88 94
CD90 98 98 99 93
CD105 6 74 86 37
KDR 0 1 2 0

CD54 16 1 4 31
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Tabela 4: Porcentagem aproximada da expressdo dos marcadores imunofenotipicos de

CTM antes e apoés a inducdo a diferenciagdo hepatocitica em diferentes tempos.

MO24 D14 D21 D28

CD45 0 0 0 0
CDi14 0 0 0 5
Classe | 52 92 18 88
HLA-DR 1 1 0 1
CD34 0 0 0 1
CD73 77 97 83 95
CD49%e 89 97 83 95
CD51/61 2 0 0 0
CD44 80 97 79 93
CD29 90 97 69 97
CD13 94 98 98 98
CD90 93 99 99 98
CD105 37 ND ND 56
KDR 0 ND ND 0
CD54 31 21 47 79
FIGURAS
A B

Figura 1: Microfotografia de CTM isoladas da medula dssea humana. A) Células com
aproximadamente 90% de confluéncia coradas com Hematoxilina de Harris, aumento de
40X. B) Aumento de 630X
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Figura 2: Microfotografia de CTM induzidas a diferenciacdo. A) Difereciacao
adipogénica: a seta aponta para as goticulas de gordura no citoplasma das célula,
coloragdo com Sudan Il — Escarlate e Hematoxilina de Harris, aumento de 630X. B)
Diferenciacdo osteogénica: a seta aponta para a deposicdo de cristais de calcio,
coloracdo com Von Kossa e Hematoxilina de Harris, aumento de 100X e C)
Diferenciacdo condrogénica: a seta aponta para o coldgeno produzido pelas células,

imunohistoquimica para Colageno I1, aumento de 630X.

A B

Figura 3: Microfotografia de CTM induzidas a diferenciacdo hepatocitica, aumento de
100X. A) Células cultivadas em meio de diferenciacdo durante 7 dias (D07). B) Celulas
cultivadas em meio de diferenciacdo durante 14 dias (D14). C) Celulas cultivadas em
meio de diferenciacdo durante 21 dias (D21). D) Células cultivadas em meio de

diferenciacdo durante 28 dias (D28).
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Figura 4: Perfil de expressdo dos marcadores hepatociticos em 4 diferentes amostras de
CTM induzidas a diferenciacdo hepatocitica, nos pontos: dia 0 (DO0), dia 2 (D2), dia 7
(D7), dia 14 (D14), dia 21 (D21) e dia 28 (D28), analisadas por RT-PCR em tempo real.

66 kDa 66kDa v 66 kDa

Figura 5: Perfil eletroforético de proteinas totais em gel de poliacrilamida 12% (p/v)
(SDS-PAGE). Coluna 1: Sobrenadante de células CTM ap6s 14 dias de inducdo a
diferenciacdo hepatocitica, cultivadas durante 26h em meio sem SFB. Coluna 2:
Sobrenadante de celulas Hep G2 cultivadas durante 26h em meio sem SFB. Coluna 3:
Sobrenadante de CTM cultivadas durante 26h em meio sem SFB. Coluna 4: Albumina
humana comercial 2ug/dL (controle positivo). A) Gel. A banda de 66 kDa (tamanho
referente ao da albumina) foi observada no gel em todas as amostras. B) Auto-

radiografia do gel. A seta aponta para a banda de 66 kDa produzida pelas células Hep
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G2. As demais amostras ndo mostraram a producdo de nenhuma banda de 66 kDa. C)

Sobreposicédo de A e B: gel e auto-radiografia do gel.

Figura 6: Analise do produto de amplificacdo por eletroforese em gel de agarose 1%
(m/v). A) Coluna 1: Marcador de peso molecular ¢X. Colunas 2 a 5: Figado do animal
no.l. Colunas 6 a 9: Figado do animal no.2. Colunas 10 a 13: Figado do animal no.3.
Coluna 14: Figado do animal no.4. Coluna 15: Sangue humano masculino (controle
positivo). A seta indica a banda de 265pb, tamanho referente ao produto do gene SRY

humano.
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9 - ANEXOS

ANEXO A - Planilha contendo os resultados e os calculos referentes as amostras de CTM da
M.O. induzidas a diferenciacdo hepatocitica para a expressdo de CK18 por RT-PCR em

tempo real.

ANEXO B - Planilha contendo os resultados e os calculos referentes as amostras de CTM da
RET induzidas a diferenciacdo hepatocitica para a expressdo de CK18 por RT-PCR em tempo

real.

ANEXO C - Planilha contendo os resultados e os calculos referentes as amostras de CTM da
M.O. induzidas a diferenciacdo hepatocitica para a expressdo de CK19 por RT-PCR em

tempo real.

ANEXO D - Planilha contendo os resultados e os calculos referentes as amostras de CTM da
RET induzidas a diferenciacdo hepatocitica para a expressdo de CK19 por RT-PCR em tempo

real.

ANEXO E - Planilha contendo os resultados e os célculos referentes as amostras de CTM da
M.O. induzidas a diferenciacdo hepatocitica para a expressdo de ALB por RT-PCR em tempo

real.

ANEXO F - Planilha contendo os resultados e os calculos referentes as amostras de CTM da
RET induzidas a diferenciacdo hepatocitica para a expressao de ALB por RT-PCR em tempo

real.

ANEXO G - Planilha contendo os resultados e os calculos referentes a todas as amostras de

CTM para a expressao de ALB por RT-PCR em tempo real.
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ANEXO A
amostra CTCK18 mCT CTGAPDH mCT dCT ddCT 27ddCT

MO14 DO CK18 18,25 18,25 15,18 15,35 2,90 0,00 1,00
MO14 DO CK18 18,25 15,52

MO14 D2 CK18 19,28 19,62 12,78 12,77 6,85 3,95 0,06
MO14 D2 CK18 19,96 12,76

MO14 D7 CK18 21,55 21,87 15,47 15,52 6,35 3,45 0,09
MO14 D7 CK18 22,19 15,57

MO14 D14 CK18 26,05 25,71 15,39 15,07 10,64 7,74 0,00
MO14 D14 CK18 25,37 14,75

MO14 D21 CK18 27,72 27,79 14,24 1498 12,82 9,92 0,00
MO14 D21 CK18 27,86 15,71

MO14 D28 CK18 29,39 28,49 13,18 13,88 14,61 11,71 0,00
MO14 D28 CK18 27,59 14,58

MO16 DO CK18 18,87 19,09 19,46 20,60 -1,51 0,01 1,00
MO16 DO CK18 19,31 21,73

MO16 D2 CK18 24,13 24,36 25,18 23,13 1,23 2,74 0,15
MO16 D2 CK18 24,59 21,08

MO16 D7 CK18 23,97 24,00 19,52 19,45 4,55 6,06 0,01
MO16 D7 CK18 24,02 19,37

MO16 D14 CK18 27,25 27,34 20,12 20,20 7,15 8,66 0,00
MO16 D14 CK18 27,43 20,27

MO16 D21 CK18 26,71 26,55 19,62 19,87 6,68 8,19 0,00
MO16 D21 CK18 26,38 20,12

MO16 D28 CK18 30,84 30,03 20,10 20,18 9,85 11,36 0,00
MO16 D28 CK18 29,22 20,26

MO17 DO CK18 20,95 20,71 18,11 18,35 2,36 -0,01 1,00
MO17 DO CK18 20,46 18,59

MO17 D2 CK18 22,63 22,67 17,76 17,95 472 2,36 0,19
MO17 D2 CK18 22,71 18,14

MO17 D7 CK18 23,84 24,40 19,17 19,17 5,23 2,87 0,14
MO17 D7 CK18 24,96 19,17

MO17 D14 CK18 25,60 25,87 17,19 17,30 8,58 6,22 0,01
MO17 D14 CK18 26,14 17,40

MO17 D21 CK18 25,20 25,61 18,56 18,92 6,70 4,34 0,05
MO17 D21 CK18 26,02 19,27

MO17 D28 CK18 29,17 29,17 19,35 19,28 9,89 7,53 0,01
MO17 D28 CK18 29,17 19,21

MO24 DO CK18 22,79 23,46 15,14 15,75 7,71 -0,01 1,00
MO24 DO CK18 24,12 16,36

MO24 D2 CK18 21,51 21,89 14,33 14,58 7,31 -0,40 1,32
MO24 D2 CK18 22,26 14,82

MO24 D7 CK18 22,09 22,94 15,55 15,70 7,24 -0,47 1,39
MO24 D7 CK18 23,78 15,84

MO24 D14 CK18 25,47 26,37 15,42 15,33 11,04 3,33 0,10
MO24 D14 CK18 27,27 15,24

MO24 D21 CK18 26,47 27,29 15,48 16,23 11,06 3,35 0,10
MO24 D21 CK18 28,10 16,97

MO24 D28 CK18 29,07 29,67 18,01 18,04 11,63 3,92 0,07
MO24 D28 CK18 30,26 18,07
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ANEXO B
amostra CTCK18 mCT CTGAPDH mCT dCT ddCT 2°~ddCT

RETINA2 DO CK18 17,56 17,94 17,15 17,41 0,53 0,00 1,00
RETINA2 DO CK18 18,32 17,67

RETINA2 D2 CK18 15,15 15,15 15,00 14,88 0,28 -0,26 1,19
RETINA2 D2 CK18 15,15 14,75

RETINA2 D7 CK18 16,62 16,31 14,07 13,94 2,37 1,84 0,28
RETINA2 D7 CK18 15,99 13,81

RETINA2 D14 CK18 17,64 17,80 15,79 15,60 2,20 1,67 0,31
RETINA2 D14 CK18 17,95 15,40

RETINA2 D21 CK18 18,03 18,03 13,80 13,99 4,05 3,52 0,09
RETINA2 D21 CK18 18,03 14,17

RETINA2 D28 CK18 20,75 20,49 15,19 15,32 5,17 4,64 0,04
RETINA2 D28 CK18 20,22 15,45
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ANEXO C
amostra CTCK19 mCT CTGAPDH mCT dCT ddCT 27~ddCT

MO14 DO CK19 27,98 28,36 15,18 15,35 13,01 0,00 1,00
MO14 DO CK19 28,74 15,52

MO14 D2 CK19 21,94 21,41 12,78 12,77 8,64 -4,37 20,68
MO14 D2 CK19 20,88 12,76

MO14 D7 CK19 28,15 27,96 15,47 15,52 12,44 -0,58 1,49
MO14 D7 CK19 27,76 15,57

MO14 D14 CK19 30,36 30,93 15,39 15,07 15,86 2,85 0,14
MO14 D14 CK19 31,50 14,75

MO14 D21  CK19 32,05 32,54 14,24 14,98 17,57 4,56 0,04
MO14 D21  CK19 33,03 15,71

MO14 D28 CK19 33,33 32,81 13,18 13,88 18,93 5,92 0,02
MO14 D28  CK19 32,28 14,58

MO16 DO CK19 21,35 21,78 19,46 20,60 1,18 0,00 1,00
MO16 DO CK19 22,20 21,73

MO16 D2 CK19 25,47 25,57 25,18 23,13 2,44 1,26 0,42
MO16 D2 CK19 25,66 21,08

MO16 D7 CK19 25,73 26,31 19,52 19,45 6,86 5,68 0,02
MO16 D7 CK19 26,88 19,37

MO16 D14 CK19 32,61 32,23 20,12 20,20 12,03 10,85 0,00
MO16 D14 CK19 31,84 20,27

MO16 D21  CK19 29,30 29,35 19,62 19,87 9,48 8,30 0,00
MO16 D21  CK19 29,39 20,12

MO16 D28 CK19 34,57 34,20 20,10 20,18 14,02 12,84 0,00
MO16 D28  CK19 33,82 20,26

MO17 DO CK19 26,92 27,00 18,11 18,35 8,65 0,00 1,00
MO17 DO CK19 27,08 18,59

MO17 D2 CK19 24,54 24,56 17,76 17,95 6,61 -2,05 4,13
MO17 D2 CK19 24,57 18,14

MO17 D7 CK19 27,72 27,70 19,17 19,17 8,53 -0,13 1,09
MO17 D7 CK19 27,67 19,17

MO17 D14 CK19 32,72 32,77 17,19 17,30 15,48 6,82 0,01
MO17 D14 CK19 32,82 17,40

MO17 D21  CK19 35,39 35,39 18,56 18,92 16,48 7,83 0,00
MO17 D21  CK19 35,39 19,27

MO17 D28 CK19 35,99 35,61 19,35 19,28 16,33 7,68 0,00
MO17 D28  CK19 35,22 19,21

MO24 DO CK19 26,22 25,79 15,14 15,75 10,04 0,00 1,00
MO24 DO CK19 25,35 16,36

MO24 D2 CK19 24,46 24,67 14,33 1458 10,10 0,06 0,96
MO24 D2 CK19 24,88 14,82

MO24 D7 CK19 28,83 28,92 15,55 15,70 13,22 3,18 0,11
MO24 D7 CK19 29,00 15,84

MO24 D14  CK19 30,05 30,31 15,42 15,33 14,98 4,94 0,03
MO24 D14 CK19 30,57 15,24

MO24 D21  CK19 30,14 30,50 15,48 16,23 14,27 4,23 0,05
MO24 D21  CK19 30,85 16,97

MO24 D28  CK19 31,36 31,35 18,01 18,04 13,31 3,27 0,10
MO24 D28  CK19 31,33 18,07
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ANEXO D
amostra CTCK19 mCT CTGAPDH mCT dCT ddCT 27ddCT

RETINA2 DO CK19 28,08 27,67 17,15 17,41 10,26 0,00 1,00
RETINA2 DO CK19 27,26 17,67

RETINA2 D2 CK19 23,28 23,28 15,00 14,88 8,41 -1,86 3,62
RETINA2 D2 CK19 23,28 14,75

RETINA2 D7 CK19 24,54 23,94 14,07 13,94 10,00 -0,26 1,20
RETINA2 D7 CK19 23,34 13,81

RETINA2 D14 CK19 27,43 27,23 15,79 15,60 11,64 1,38 0,39
RETINA2 D14 CK19 27,03 15,40

RETINA2 D21 CK19 29,00 29,50 13,80 13,99 15,551 5,25 0,03
RETINA2 D21 CK19 29,99 14,17

RETINA2 D28 CK19 27,25 27,93 15,19 15,32 12,61 2,35 0,20
RETINA2 D28 CK19 28,61 15,45
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ANEXO E

amostras CTALB mCT CTGAPDH mCT dCT ddCT 2°~ddCT
MO14 DO ALB 30,46 31,08 16,17 16,37 14,71 0,00 1,00
MO14 DO ALB 31,69 16,57
MO14 D2 ALB 31,80 31,94 13,92 14,41 1753 2,82 0,14
MO14 D2 ALB 32,07 14,89
MO14 D7 ALB 33,46 16,97 16,99 16,48 1,77 0,29
MO14 D7 ALB 33,46 17,00
MO14 D14 ALB 34,19 33,77 15,97 15,76 18,01 3,30 0,10
MO14 D14 ALB 33,34 15,55
MO14 D21 ALB 31,19 31,36 16,45 16,45 1491 0,20 0,87
MO14 D21 ALB 31,52 16,45
MO14 D28 ALB 33,77 33,49 16,58 16,56 16,93 2,22 0,21
MO14 D28 ALB 33,21 16,54
MO16 DO ALB 30,74 31,11 17,56 16,85 14,26 0,00 1,00
MO16 DO ALB 31,48 16,14
MO16 D2 ALB #DIV/0! 22,51 22,36 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
MO16 D2 ALB 22,20
MO16 D7 ALB 3541 3541 20,56 20,46 1495 0,69 0,62
MO16 D7 ALB 20,36
MO16 D14 ALB #DIV/0! 22,08 22,20 #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
MO16 D14 ALB 22,32
MO16 D21 ALB 3540 35,40 21,39 21,37 14,03 -0,23 1,17
MO16 D21 ALB 21,35
MO16 D28 ALB 35,46 35,46 21,77 21,91 1355 -0,71 1,64
MO16 D28 ALB 22,05
MO17 DO ALB 33,73 33,80 19,66 19,63 14,17 0,00 1,00
MO17 DO ALB 33,87 19,59
MO17 D2 ALB 3549 35,69 18,23 18,51 17,18 3,01 0,12
MO17 D2 ALB 35,88 18,78
MO17 D7 ALB 34,29 34,95 20,07 20,04 1491 0,74 0,60
MO17 D7 ALB 35,60 20,01
MO17 D14 ALB #DIV/0! 17,15 17,17 #DIV/O! #DIV/O!  #DIV/0!
MO17 D14 ALB 17,18
MO17 D21 ALB 36,00 36,00 18,79 18,92 17,08 2,91 0,13
MO17 D21 ALB 36,00 19,05
MO17 D28 ALB 34,07 34,77 19,65 19,73 15,04 0,87 0,55
MO17 D28 ALB 35,47 19,81
MO24 DO ALB 33,51 32,90 16,56 17,34 15,56 0,00 1,00
MO24 DO ALB 32,29 18,12
MO24 D2 ALB 30,40 30,78 16,94 16,86 13,92 -1,64 3,12
MO24 D2 ALB 31,16 16,78
MO24 D7 ALB 29,48 29,84 15,30 15,81 14,03 -1,53 2,89
MO24 D7 ALB 30,20 16,32
MO24 D14 ALB 31,27 31,19 16,12 16,23 14,96 -0,60 1,52
MO24 D14 ALB 31,10 16,33
MO24 D21 ALB 29,42 29,24 16,50 16,64 12,60 -2,96 7,78
MO24 D21 ALB 29,05 16,77
MO24 D28 ALB 31,04 30,86 17,18 17,47 13,40 -2,17 4,48
MO24 D28 ALB 30,68 17,75

Anexos 106



Anexos 106



Anexos 107

ANEXO F
amostras CTALB mCT CTGAPDH mCT dCT ddCT 2°ddCT

RETINA2DO ALB 33,39 34,31 18,37 18,51 15,80 0,00 1,00
RETINA 2 DO ALB 35,23 18,65

RETINA2 D2 ALB 32,21 32,21 11,80 12,78 19,43 3,63 0,08
RETINA2 D2 ALB 32,21 13,76

RETINA2 D7 ALB 34,09 34,63 14,35 14,34 20,29 4,49 0,04
RETINA2 D7 ALB 35,17 14,33

RETINA2 D14 ALB 33,72 33,72 15,06 15,45 18,28 2,48 0,18
RETINA2 D14 ALB 33,72 15,83

RETINA2 D21 ALB 32,84 32,07 14,11 14,09 17,98 2,18 0,22
RETINA2 D21 ALB 31,29 14,06

RETINA2 D28 ALB 3552 35,19 15,44 15,38 19,81 4,01 0,06
RETINA2 D28 ALB 34,85 15,31
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ANEXO G

amostras CTALB mCT CT GAPDH mCT dCT ddCT 27~ddCT
MO14 ALB 30,46 31,08 16,17 16,37 14,71 8,62 0,00
MO14 ALB 31,69 16,57
MO16 ALB 30,74 31,11 17,56 16,85 14,26 8,17 0,00
MO16 ALB 31,48 16,14
MO17 ALB 33,73 33,80 19,66 19,63 14,17 8,08 0,00
MO17 ALB 33,87 19,59
MO24 ALB 33,51 32,90 16,56 17,34 15,56 9,47 0,00
MO24 ALB 32,29 18,12
RET2 ALB 33,39 34,31 18,37 18,51 15,80 9,71 0,00
RET2 ALB 35,23 18,65
CAROTIDA 1 ALB 34,87 34,32 15,43 15,52 18,80 12,71 0,00
CAROTIDA 1 ALB 33,76 15,61
CAROTIDA 2 ALB 33,99 33,99 20,05 19,93 14,07 7,98 0,00
CAROTIDA 2 ALB 33,99 19,80
CAROTIDA 3 ALB 35,20 35,20 15,24 15,29 19,91 13,82 0,00
CAROTIDA 3 ALB 35,20 15,34
FASCIA 1 ALB 33,74 34,54 15,29 15,39 19,15 13,06 0,00
FASCIA 1 ALB 35,34 15,49
FASCIA 2 ALB #DIV/0! 22,45 22,50 #DIV/0! #DIV/O! #DIV/0!
FASCIA 2 ALB 22,55
FASCIA 3 ALB 31,36 31,89 18,52 18,44 13,46 7,37 0,01
FASCIA 3 ALB 32,42 18,35
FASCIA 5 ALB 30,78 31,07 15,56 15,50 15,57 9,48 0,00
FASCIA 5 ALB 31,36 15,44
FIGADO 2 ALB 35,37 34,76 21,02 21,35 13,42 7,33 0,01
FIGADO 2 ALB 34,15 21,67
FIGADO 3 ALB 33,67 33,43 15,85 15,94 17,49 11,40 0,00
FIGADO 3 ALB 33,18 16,03
FIGADO 4 ALB 32,97 32,97 15,63 15,66 17,31 11,22 0,00
FIGADO 4 ALB 32,96 15,69
FIGADO 5 ALB 31,97 32,55 15,62 15,64 16,91 10,82 0,00
FIGADO 5 ALB 33,12 15,66
FIGADO 6 ALB 28,86 29,44 15,94 16,37 13,08 6,99 0,01
FIGADO 6 ALB 30,02 16,79
GONADA 1 ALB 34,16 34,16 17,55 16,85 17,32 11,23 0,00
GONADA 1 ALB 34,16 16,14
GONADA 4 ALB 33,81 35,08 17,05 17,06 18,02 11,93 0,00
GONADA 4 ALB 36,34 17,06
GONADA 5 ALB 31,18 31,76 16,57 16,47 15,29 9,20 0,00
GONADA5 ALB 32,34 16,37
HEPG2 1 ALB 3541 3541 20,81 20,68 14,74 8,65 0,00
HEPG2 1 ALB 35,41 20,54
CALIBRADOR ALB 24,10 24,45 18,55 18,36 6,09 0,00 1,00
CALIBRADOR ALB 24,79 18,16
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