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RESUMO

Apossibilidade de repor células perdidas em doencas neurodegenerativas
atraves de transplantes com células-troncos das mais diversas fontes vem sendo
amplamente estudada. As células-tronco adultas (CTA) podem ser facilmente
isoladas e sua utilizacdo na pesquisa nao envolve questdes éticas e religiosas.
Além disso, estas células sdo menos propicias a transformacao tumoral do que
células-tronco embrionarias, outra importante fonte de células para terapias
celulares. No entanto, as CTA séao, em estados fisiologicos, restritas a geracéo
de células dos seus tecidos de origem, o que poderia limitar a sua utilizac&o.
Porém, nos ultimos anos, uma série de técnicas vem sendo descritas com o
objetivo de reverter tais limitacbes. Neste trabalho, nds investigamos a
capacidade das células-tronco mesenquimais adultas, isoladas de camundongos
ou do corddo umbilical humano, serem induzidas a adquirir um fenotipo neuronal
de forma direta, sem passar por um estégio de célula progenitora ou pluripotente,
através da reprogramacao genética com genes pro-neurais. Nossos resultados
indicam que tanto ceélulas-tronco mesenquimais adultas murinas quanto
humanas podem ser reprogramadas em neurbnios apds a expressdo combinada
de Sox2 e Ascll ou Sox2 e Neurog2. As ceélulas reprogramadas exibem
morfologias compativeis com o fendétipo neuronal, expressam proteinas tipicas
de neurdnios maduros, apresentam a capacidade de gerar potenciais de acéo
repetitivos e formam conexdes sinapticas com outros neurbnios presentes no
cultivo. Portanto, nosso trabalho apresenta a primeira evidéncia de
reprogramacdo direta de células-tronco mesenquimais humanas em neurénios

funcionais.

Palavras chaves: células-tronco, células-tronco mesenquimais, cordao
umbilical humano, medula O0ssea, diferenciacdo neuronal, reprogramacao

genética
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I.  INTRODUCAO

1. Células-tronco e reprogramacao celular

As células-tronco (CT) séo células indiferenciadas capazes de proliferar e
gerar células progenitoras que podem se diferenciar em um ou mais tipos de
células de determinado tecido (Yu e Thomson, 2008). Elas podem ser
classificadas de acordo com seu local de origem ou seu potencial de
diferenciacdo. As CT encontradas nas primeiras fases de divisao celular apos a
formacdo do Zigoto sdo chamadas de totipotentes, pois apresentam a
capacidade de originar quaisquer células do embrido, placenta e anexos
embrionérios. Apds a separacdo dos polos vegetal e animal, as células-tronco
embrionarias (CTE) sdo encontradas na massa celular interna do blastocisto e
sdo capazes de gerar todas as células do embrido, mas ndo possuem mais a
capacidade de formar os anexos embriondrios. Progressivamente, ainda no
periodo embrionario, células-tronco multipotentes sao geradas nos diferentes
tecidos em desenvolvimento. Estas CT multipotentes estéo, geralmente, restritas
a geracao de células de um determinado tecido, como por exemplo, as células-
tronco neurais, gerando neurdnios e células gliais.

Apds 0 nascimento e na vida adulta, algumas CT multipotentes podem
persistir em nichos especificos, sendo denominadas células-tronco adultas
(CTA). Estas CTA apresentam potencial de diferenciacdo em tipos celulares da
sua linhagem de origem, tais como as células-tronco mesenquimais gerando
ostedcitos, condrdcitos e adipdcitos. Essa restricdo no potencial das CTA reflete,
em grande parte, o nivel de especializacdo que ocorreu durante o
desenvolvimento (Morrison e Spradling, 2008; Morrison et al., 1997), mas
também pode ser um efeito do nicho no qual estas células se encontram no
organismo adulto.

Em geral, CTA apresentam menor potencial para gerar diferentes tipos
celulares do que as CTE. Por outro lado, as CTA apresentam uma série de
vantagens, tais como a maior facilidade de isolamento, auséncia de questbes
éticas ou religiosas envolvendo sua utilizagdo na pesquisa, grande capacidade
de propagacao em cultura, e baixa imunogenicidade, podendo ser, teoricamente,
empregadas em transplantes alogénicos (Ding et al., 2011; Keating, 2012). Além

disso, uma série de técnicas vem sendo descritas nos ultimos anos com o

9



objetivo de reverter as limitagdes de potenciais de diferenciacdo das CTA e até
mesmo o destino das células somaticas adultas.

Atualmente, trés diferentes técnicas de reprogramacdo nuclear —
transferéncia nuclear, fusdo celular e expressdo de fatores transcricionais
(esquematizado na figura 1) — tem demonstrado que células diferenciadas
podem ter seu destino reespecificado, retornando a um estado de célula-tronco
embrionéaria, com capacidade de gerar células dos trés folhetos embrionarios ou
mesmo um ser vivo completo (Vierbuchen e Wernig, 2012; Yamanaka e Blau,
2010). Isto é possivel inclusive a partir de células com alto grau de

especializacdo como neurdnios (Kim et al., 2011a).

A Transferéncia nuclear
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Figura 1. Técnicas de reprogramacé&o nuclear. A, Transferéncia nuclear. Nesta técnica, o
ndcleo de uma célula somatica (2n) é transplantado para um oécito enucleado, que é capaz de
gerar um blastocisto. B, Fus&o celular. Nesta técnica, duas células diferentes se unem e formam
uma Unica célula, hibrido (quando a célula fusionada sofre divisdo) ou heterocario (quando néo
ocorre divisdo celular). C, Expresséo de fatores transcricionais. Esta técnica pode ser usada para
induzir a formacdo de uma célula-tronco embrionéria. As setas pontilhadas indicam processos
mais lentos (envolvendo mudltiplas divisGes celulares) do que as setas sélidas (sem divisao
celular). Adaptado de Yamanaka e Blau (2010).

As primeiras evidéncias que atestaram a possibilidade de reprogramacéao
celular foram publicadas na década de 50, por Briggs, King e Gurdon utilizando

a técnica de transferéncia nuclear em células de anfibios (Briggs e King, 1952;
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Gurdon et al., 1958). Gurdon e colaboradores transferiram o nucleo de uma
célula embrionaria de Xenopus para um odécito anucleado, e este foi capaz de
gerar novos girinos (Gurdon et al.,, 1958). Mais tarde, outros trabalhos
demonstraram que a transferéncia nuclear de células adultas também era capaz
de gerar larvas de Xenopus, porém com eficiéncia reduzida se comparada a
transferéncia nuclear de células embrionarias (Gurdon, 2006; Pasque et al.,
2011). Estes trabalhos demonstraram que o estado diferenciado das células néo
é resultado de mudancas irreversiveis no genoma, adquiridas ao longo do
desenvolvimento, e indicaram que o odécito contém “fatores de reprogramacao”
que causam modificagBes epigenéticas no nucleo de células diferenciadas que
permitem a aquisicdo de um estégio de pluripoténcia.

Posteriormente, o trabalho de Blau e colaboradores mostrou através de
fusdo celular que a reprogramacédo celular ndo se limitava aos odécitos. Neste
trabalho, miotubos multinucleados, apds fusdo celular e formacdo de
heterocarios (célula multinucleada que contem nulcleos geneticamente
diferentes), induziram a expressao de genes especificos de células musculares
em outros tipos celulares (Blau et al., 1983).

A terceira técnica capaz de alterar o fendtipo celular a ser descrita foi a
reprogramacdo atraveés da expressao forcada de genes mestres. O primeiro
trabalho a identificar um fator transcricional mestre capaz de regular genes
especificos de um tecido foi publicado em 1987. Eles mostraram que a
expressao forcada de MyoD em fibroblastos de camundongos era suficiente para
converté-los em mioblastos (Davis et al., 1987). Além deste trabalho, em 1995
foi demonstrado que a expresséo ectdpica de um fator transcricional eyeless
(conhecido como Pax6 em mamiferos), um gene mestre do desenvolvimento do
olho, induzia a formacao de olhos em diversas partes do corpo da Drosophila
(Halder et al., 1995). Esses dados evidenciaram que um fator transcricional pode
ser suficiente para iniciar e controlar a diferenciacdo em um tipo celular
especifico.

Alguns anos mais tarde, alguns trabalhos propuseram que células-tronco
adultas, mesenquimais e neurais, poderiam contribuir para a formacao de
camundongos quimeras e apresentavam capacidade de gerar células de todas
as linhagens germinativas quando injetadas em blastocistos em fases iniciais

(Clarke et al., 2000; Jiang et al.,, 2002). Porém, estes resultados foram
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contestados por outros trabalhos, que demonstraram que as células-tronco
adultas transplantadas fusionavam com as células do receptor e formavam
células multinucleadas, comprovando que as células-tronco adultas néo
apresentavam potencial para gerar células de outras linhagens, como neurénios,
hepatdcitos e cardiomiocitos (Alvarez-Dolado et al., 2003; Terada et al., 2002;
Vassilopoulos et al., 2003; Wang et al., 2003; Ying et al., 2002).

Estimulados por esses trabalhos de transferéncia nuclear, fuséo celular e
reprogramacao através da expressdo de um fator transcricional, Yamanaka e
colaboradores investigaram 0s genes responsaveis por induzir a reprogramacao
de fibroblastos em células pluripotentes. Neste trabalho eles identificaram genes
expressos especificamente em células-tronco embrionarias e verificaram que a
expressdo combinada de 24 destes genes em fibroblastos de camundongos
induzia a aquisicdo de propriedades de pluripoténcia nestas células. Apos
sistematica eliminacdo, apenas quatro desses fatores (Oct4, Sox2, Klf4 e c-myc)
foram suficientes para induzir a reprogramacdo dos fibroblastos em células
pluripotentes, chamadas de “induced pluripotent stem cell (iPS)”. Estas iPSs
expressam proteinas especificas de células-tronco embrionéarias e apresentam
capacidade de gerar células de todas as linhagens germinativas (Takahashi e
Yamanaka, 2006). Em resumo, este trabalho demonstrou que células-tronco
pluripotentes podem ser geradas diretamente, a partir de fibroblastos, através da
expressao de genes definidos.

Desde entéo, outras evidéncias tem demonstrado que as CTA sdo mais
propicias a reprogramacao do que outras células somaticas, com a necessidade
de um numero menor de fatores, provavelmente como resultado de seu estado
“mais indiferenciado” e maior plasticidade (Giorgetti et al., 2009; Kim et al., 2009).

O trabalho de Giorgetti e colaboradores demonstrou a formacao de iPS a
partir das células do sangue do corddo umbilical utilizando apenas dois dos
quatro fatores de transcricao utilizados por Yamanaka (Takahashi e Yamanaka,
2006), OCT4 e SOX2. As células reprogramadas apresentaram morfologia
caracteristica de CTE, expressao dos marcadores de pluripoténcia, capacidade
de formag&o de corpos embrionéarios e diferenciagdo nos derivados das trés
linhagens germinativas, inclusive neurénios (Giorgetti et al., 2009).

Atualmente, diversos tipos celulares foram convertidos em iPS com

frequéncias de reprogramacdo e combinacdes de fatores transcricionais
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variados, indicando que a reprogramacao nuclear depende do “contexto” celular,
ou seja, do estado de enovelamento da cromatina, seu padréo de acetilagéo e
metilagdo, assim como do padrao inicial de expressao génica da célula. Diante
disso, a identificacdo dos genes necessarios para induzir a reprogramacao
celular nos mais diversos tecidos, bem como a escolha da célula a ser
reprogramada tem incitado um ndmero crescente de pesquisas nesta area.
Neste sentido, no presente trabalho ndés avaliamos a possibilidade de

reprogramacao genética de células-tronco mesenquimais adultas em neurénios.

2. Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (CTM) foram inicialmente isoladas da
medula 0ssea por Friedenstein e colaboradores em 1968. Esta populacéo de
células aderentes foi descrita como “colony forming unit-fibroblast” (CFU-F), com
morfologia fibroblastdide, alta capacidade proliferativa e potencial para se
diferenciar in vitro em tecido 0sseo, adiposo e cartilaginoso, dependendo do
estimulo e condicbes de cultivo (Afanasyev et al., 2010). Caplan, em 1991,
prop6s a denominacéao de “células-tronco mesenquimais” para estas ceélulas, por
apresentarem a capacidade de gerar todas as células da linhagem mesodérmica
(Caplan, 1991; Keating, 2012).

Nas décadas seguintes, o potencial terapéutico das CTM gerou um
crescente interesse na comunidade cientifica (Ding et al., 2011; Keating, 2012).
No entanto, os pesquisadores utilizavam diferentes métodos de isolamento,
expansao e caracterizacao destas células, o que dificultava a comparacéo entre
os resultados desses estudos. Este panorama levou a criacdo de uma nova
terminologia e critérios de caracterizagcéo por parte da Sociedade Internacional
de Terapia Celular (Dominici et al., 2006; Horwitz, 2005). Os critérios minimos
gue devem ser preenchidos, atualmente, para que uma célula seja considerada
CTM incluem: i) a aderéncia ao plastico de cultura; ii) a expressao dos
marcadores de superficie CD105, CD73 e CD90; iii) a auséncia de expressao
dos marcadores hematopoiéticos — CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou
CD19 e HLA-DR - ao longo do cultivo; e iv) a capacidade de diferenciacdo em
osteoblastos, adipécitos e condroblastos sob determinadas condi¢ges in vitro
(Dominici et al., 2006).
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Além da medula 6ssea, as CTM podem ser isoladas a partir de uma
variedade de tecidos, incluindo placenta, pele, poupa dentaria, liquido amnidtico,
células perivasculares e geleia de Wharton do corddo umbilical (Ding et al.,
2011). As CTM provenientes de diferentes tecidos ndo apenas exibem diferencas
na expressao de alguns antigenos de superficie, mas variam também quanto a
sua capacidade de diferenciacdo (Harichandan e Bihring, 2011). Tem sido
sugerido que CTM isoladas de tecido extraembrionarios (como partes da
placenta e do corddo umbilical) apresentam maior capacidade proliferativa e
potencial de diferenciacdo do que as CTM adultas — medula O0ssea e tecido
adiposo (Hass et al., 2011; Petsa et al., 2009). Outra vantagem importante das
CTM de tecidos extraembrionarios é a facilidade de extracdo dessas células

através de procedimentos nao invasivos, sem riscos para a mae e o bebé.

3. Cordao umbilical humano como fonte de CTM

As CTM podem ser isoladas de diferentes partes do cordao umbilical. O
corddo umbilical é um tecido extraembrionario constituido por duas artérias e
uma veia, envolvidas por um tecido conjuntivo, conhecido como geleia de
Wharton. Esta consiste em um tecido conetivo mucoso, rico em
glicosaminoglicanos, com a func¢éo de prevenir a compressao e tor¢do dos vasos
(Can e Karahuseyinoglu, 2007). Em especial, as CTM podem ser extraidas do
cordao umbilical a partir do sangue, da geleia do Wharton, ao redor dos vasos e
da camada subendotelial da veia (Romanov et al.; Troyer and Weiss, 2008).

Como as CTM do corddo umbilical sédo originadas de tecido mesodérmico,
a sua capacidade de diferenciacdo nas linhagens osteogénica, adipogénica e
condrogénica tem sido extensivamente estudada (Karahuseyinoglu, 2007;
Schneider et al., 2010; Wang et al., 2004). Além da diferenciagéo nas linhagens
mesenquimais classicas, o potencial dessas células em originar hepatdcitos,
cardiomidcitos, musculo esquelético e até mesmo tecido neural vem sendo
investigado (Fan et al., 2011).

4. Diferenciagéo neuronal

O processo de diferenciacao neuronal a partir de CT (e, em alguns casos,
a partir de células somaticas) pode ser induzido por trés diferentes caminhos: (1)
a reprogramacdo em células-tronco pluripotentes induzidas (iPS — “induced
pluripotent stem cell”) seguida da inducdo neuronal; (2) a passagem por um
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estagio intermediario de células progenitoras neurais; e (3) a diferenciacéo direta
em neurdnios. Estes diferentes caminhos séo ilustrados para as CTM na figura
2 e discutidos individualmente.

CT™M

(1) (2)

(3)
/

iPS Progenitores

e —————————————

(

i N
. %ﬁ
/ ;u'\ A
(

Neurdnio

Figura 2: Representagdo esquematica das trés possiveis maneiras de obtencao de
neurdnios a partir das CTM. (1) As CTM sao induzidas a um estagio de pluripoténcia (iPS)
antes de formarem neurdnios; (2) As CTM sdo induzidas a um estagio de progenitor neuronal
antes de diferenciarem em neurénios; e (3) CTM séo reprogramadas diretamente em neurénios,
sem passar por estagios intermediarios.

4.1 Obtencéo de neurdnio a partir de célula-tronco pluripotente:

A primeira demonstracdo de diferenciacdo das células-tronco
embrionarias (CTE) em neurdnios funcionais foi publicada independentemente
por trés grupos (Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995; Strubing et al., 1995) e
desde entéo tem sido significativamente melhorada por uma série de estratégias
(Bibel et al., 2007; Rohwedel et al., 1999). Cada um dos trés principais tipos de
células do sistema nervoso central — neurdnios, astrocitos e oligodendroécitos —
pode ser gerado e populagdes relativamente puras podem ser isoladas a partir
das CT pluripotentes, quando cultivadas em condi¢cdes adequadas (Aubert et al.,
2002; Noisa et al., 2012).

Os protocolos para a diferenciacéo de subtipos especificos de neurdnios
tém incluido a combinagdo sequencial de moléculas reconhecidas por
desempenhar um papel no estabelecimento destas linhagens durante o
desenvolvimento do embrido (Hansen et al.,, 2011; Lee et al., 2000; Peljto e
Wichterle, 2011; Shi et al., 2012).
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A possibilidade de gerar diferentes tipos de neurdnios a partir das CTE
tem estimulado o interesse dos pesquisadores na terapia celular de doencas
neurodegenerativas e na modelagem de doencas in vitro (Colman e Dreesen,
2009; Sterneckert et al., 2014).

Assim como para CTE, o potencial de diferenciacdo neuronal das iPS tem
sido extensivamente estudado. O trabalho de SHI et al., 2012 demonstrou
resultados semelhantes de diferenciagdo em neurdnios corticais a partir de CTE
e iPS combinando o tratamento com acido retinoico e inibicdo da sinalizacao por
SMAD para promover a inducdo neural. Neste trabalho foi demonstrado a
formacao de neurénios com propriedades eletrofisiologicas maduras e sinapses
glutamatérgicas. Além disso, a diferenciacdo em subtipos neuronais,
caracterizados pela expressdo de proteinas expressas por neurbnios de
diferentes camadas corticais, ocorreu de forma sequencial, semelhante ao

desenvolvimento das camadas do cortex in vivo (Shi et al., 2012).

4.2 Obtencdo de neurbnio indiretamente, passando por estagio
intermediério:

O trabalho de Giorgetti e colaboradores (2012) mostrou a converséao de
células do sangue do corddo umbilical humano em células da linhagem neuronal
através da expressao ectopica de SOX2 e c-Myc. ApoOs a reprogramacao, as
células apresentaram elevada taxa proliferativa, expressdo dos marcadores de
progenitores neurais Nestin e SOX2, e auséncia de marcadores neuronais pos-
mitéticos — como NeuN, VGlutl, GABA e Synapsinl — o que indica que a
diferenciacdo neuronal ocorreu por meio de um estagio intermediario,
provavelmente através de uma populacéo de células progenitoras. Estas células,
na presenca de meio de diferenciacdo neuronal, apos 4-6 semanas, adquiriram
morfologia de neurénios maduros e expressaram varios marcadores neuronais.
Além disso, mostraram a capacidade de gerar potenciais de acdo, apds a
maturagdo in vitro, bem como in vivo apds o transplante no hipocampo de
camundongos (Giorgetti et al., 2012).

Apesar da relevancia deste estudo, o uso de c-Myc na reprogramacgao
dessas células dificulta futuras aplica¢des clinicas, pois este fator de transcrigdo
€ um proto-oncogene, envolvido nos processos de regulacdo da proliferacéo

celular, diferenciacao e apoptose, o que implica um grande risco de formacéao de

16



tumor (Wernig et al., 2008). Como evidéncia disso, ja foi mostrado que a omissao
do retrovirus c-Myc na reprogramacdo de fibroblastos em iPS reduziu
significativamente o risco de tumorigénese nos camundongos quimeras
(Nakagawa et al., 2008).

4.3 Reprogramacao direta em neurdnio:

Vérios trabalhos relataram a expressao de alguns marcadores neurais —
como Blll-tubulina, neurofilamento-M, “Glial fibrillary acidic protein’ (GFAP),
NEUROD1, OLIG2 e WNTL1 — e alteracbes morfologicas das CTM como sendo
consistentes com a inducdo de um fendétipo neural, quando expostas aos mais
diversos tratamentos e condi¢cdes de cultivo, como tratamento com “butylated
hydroxyanisole” e “dimethylsulphoxide” (DMSO) (Mitchell, 2003; Woodbury et al.,
2000), acido retinoico e fatores neurotroficos (Buzanska et al., 2002; Jang et al.,
2004; Sanchez-ramos et al., 2001), “dibutyryl-cAMP” (db-cAMP) e “3-isobutyl-1-
methylxanthine” (IBMX) (Fallahi-Sichani et al., 2007; Greschat et al., 2008;
Kdgler et al., 2004; Tio et al., 2010; Wang et al., 2007). Porém, outros estudos
reavaliaram o efeito dessa mesma abordagem quimica nas CTM e mostraram
que as alteracdes morfoldgicas relatadas, como aquisicdo de um fendtipo
neuronal, foram resultado de uma retracdo citoplasmatica causada por
despolimerizacao dos filamentos de actina e perda da adeséao celular e, portanto,
nao representava crescimentos de neuritos. Além disso, essas alteracdes
morfolégicas podem ser reproduzidas em fibroblastos com o mesmo tratamento,
bem como podem ser mimetizadas por agentes estressores, como detergentes
por exemplo. Aléem das analises morfolégicas em tempo real, a analise de
marcadores revelou que as CTM da medula éssea constitutivamente expressam
marcadores relacionados com outras linhagens, incluindo varias pertencentes a
linhagem neural, e estes ndo foram modulados apds aplicacdo dos protocolos
de “inducdo neural” (Bertani et al., 2005; Krabbe et al., 2005; Lu et al., 2004;
Neuhuber et al., 2004).

Por outro lado, a reprogramacao genética de células somaticas de forma
direta apresenta resultados mais contundentes como, por exemplo, a conversao
de fibroblastos de camundongos em neurbnios funcionais por fatores
transcricionais definidos (Vierbuchen et al., 2010; Wernig et al., 2008).

Inicialmente, 19 genes especificamente expressos em tecidos neurais ou
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implicados no desenvolvimento neural foram rastreados, dos quais apenas trés
fatores (ASCL1, BRN2 e MYTL1L) foram suficientes para converter fibroblastos
em neurdnios funcionais.

Desde entéo, novos fatores transcricionais ou diferentes combinacdes dos
mesmos, pequenas moléculas, reguladores epigenéticos e microRNAs tem sido
descritos por converterem fibroblastos em diferentes subtipos de neurdnios
funcionais, em células camundongos e humanos — resumido na tabela 1,

atualizada de Xu e colaboradores (2015).

Fendtipo adquirido

Fatores de reprogramacéo

Referéncia

Neur6nio
Neurdnio (dopaminérgico)

Neurénio (dopaminérgico)

Neurénio (glutamatérgico)

Neurdnio

Neurénio (glutamatérgico)
Neurdnio (dopaminérgico)
Neurdnio (dopaminérgico)
Neurdnio (glutamatérgico)
Neurdnio (glutamatérgico)

Neurénio (glutamatérgico,

Repressédo de PTB

Ascll, Pitx3, Lmx1a, Nurrl, Foxa2, EN1

Lmxla, Foxa2, Ascll, Brn2 ou Lmx1b,
Otx2, Nurrl, Ascll, Brn2

Ascll, Brn2, Mytll

ASCL1, NGN2, CHIR99021, SB431542
NGNZ2, Forskolin, Dorsomorphin
ASCL1, BRN2, MYTL1L, LMX1A, FOXA2
MASH1, NGN2, SOX2, NURR1, PITX3
ASCL1, BRN2, MYT1L, NEUROD1
BRN2, MYT1L, miR-124

ASCL1, MYT1L, NEUROD2, miR-9/9*%

(Xue et al., 2013)
(Kim et al., 2011b)

(Sheng et al., 2012)

(Vierbuchen et al.,
2010)

(Ladewig et al., 2012)
(Liu et al., 2013)
(Pfisterer et al., 2011)
(Liu et al., 2012)

(Pang et al., 2011)

(Ambasudhan et al.,
2011)

MiR-124 (Yoo et al., 2011)

Ascll, Lmx1a, Nurrl

GABAérgico)

Neurénio (dopaminérgico) (Caiazzo et al., 2011)

%€~ Neurbnio Ascl1l (Chanda et al., 2014)
W O Brn2, Ascll, Mytll, Lhx3, Hb9, Isl1
= Neurénio (motor) Ngné » Mytdl, Lhxs, ’ ’ (Son et al., 2011)

(Blanchard et al.,
2015)

Tabela 2: Resumo dos trabalhos com reprogramacéo direta de fibroblastos em neurénios.
Na parte superior (verde) estdo os trabalhos que utilizaram células de camundongos, na parte
medial (azul) trabalhos com células de humanos e na parte inferior (cinza) resultados obtidos
com células de ambos. Tabela atualizada de Xu e colaboradores (2015).

Neurdnio (sensorial) Brn2 e Ngn2 ou Ngn1l

Outra forma de reprogramacao direta em neurdnios tem sido relatada a
partir de astrécitos corticais de roedores poés-natais, estes sdo altamente
suscetiveis a reprogramacdo neuronal através da expressdo forcada de
determinado fator de transcri¢ao, tais como Neurogenin2 (Neurog?2), Distal-less
homeobox 2 (DIx2), ou Mammalian Achaete-scute homolog 1 (Mashl, também
conhecido como Ascll) (Berninger et al., 2007; Blum et al., 2011; Heinrich et al.,
2010). A expressao de Neurog?2 induz um fenétipo glutamatérgico, enquanto que

a expressao de Ascll e DIx2 induz um fendtipo GABAérgico, assemelhando-se
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aos papéis desses fatores transcricionais durante o desenvolvimento (Guillemot,
2005). Os astrécitos reprogramados em neurdnios de subtipos especificos
adquirirem propriedades elétricas compativeis com um fendtipo neuronal
maduro, tais como a capacidade de gerar potenciais de acdo e de formar
contatos sinapticos (Berninger et al., 2007; Heinrich et al., 2010). Astrocitos
corticais pOs-natais também podem ser reprogramados em neurdnios
dopaminérgicos, através da expressdo combinada de Ascll, LIM homeobox TF
1 (Lmx1) e nuclear receptor related 1 protein (Nurrl) (Addis et al., 2011).

Além destas células, o trabalho de Karow e colaboradores (2012)
demonstrou que pericitos isolados do cértex cerebral adulto humano podem ser
reprogramados em células neuronais através da expressdo dos fatores de
transcricdo Sox2 e Ascll, mediada por retrovirus. As células reprogramadas
adquiriram a capacidade de gerar potencial de acdo e foram alvos sinapticos
para outros neurdnios, indicando sua capacidade de integrar em redes neurais.
No entanto, as células transfectadas com Neurog?2 utilizando vetores retrovirais,
nao sofreram diferenciacdo em neurdnios (Karow et al., 2012). Esses resultados
indicam que a acéao sinérgica de Sox2 e Ascll, mas ndo de Sox2 e Neurogz, €
necessaria para a reprogramacao neuronal de células de origem mesodérmica.

Existe certa discussao sobre a origem e identidade dos pericitos, alguns
estudos defendem que pericitos sao, provavelmente, células-tronco
mesenquimais ou progenitoras, capazes de dar origem a adipdcitos, cartilagem,
0ssos e musculos (Armulik et al., 2011). Considerando que 0s pericitos
apresentam uma origem embrionaria mais proxima as CTM e, portanto,
caracteristicas semelhantes quanto ao “estado genético” dessas células talvez
seja possivel a reprogramacédo das CTM em neurénios utilizando Sox2 e Ascll,
como foi descrito para os pericitos (Karow et al., 2012).

Tendo em vista este cenario, no presente trabalho nés investigamos a
capacidade das CTM serem induzidas a adquirir um fenotipo neuronal de forma
direta, sem passar por um estagio de célula progenitora ou pluripotente, através
da reprogramacdo genética com genes pro-neurais. Especificamente, nos
analisamos se a expressao de diferentes combinacdes de fatores transcricionais,
Sox2 combinada a Neurog2 ou Ascll, é suficiente para reprogramar células

tronco mesenquimais em neurdnios funcionais.
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5. Genes mestres

Genes regulatorios mestres sdo expressos nhos primérdios do
desenvolvimento de uma linhagem ou tipo celular, participam especificagdo dos
mesmos e sdo capazes de reespecificar o fenotipo de uma célula destinada a
formar uma linhagem especifica (Chan e Kyba, 2013). Eles atuam controlando a
expressao de outros genes, reprimindo ou ativando-os, e S80 necessarios e
suficientes para a formacao de determinada linhagem ou tipo celular. E, por isso,
estes genes tém sido utilizados na reprogramacéo, com o intuito de converter
um tipo celular ou linhagem em outra (Xu et al., 2015).

Neste trabalho, ndés abordaremos genes mestres implicados no
desenvolvimento de células neurais: 0s genes pro-neurais Neurogenin2, Ascll,
e Sox2.

Os genes pré-neurais codificam fatores transcricionais da familia basic
helix—-loop—helix (bHLH), um motivo estrutural caracterizado por duas hélices
separadas por uma volta (figura 3). Essas proteinas ligam em regides especificas
no DNA, regido conhecida como E-box, e ativam a transcricdo de genes alvos
(Bertrand et al., 2002). No sistema nervoso central e periférico esses fatores
transcricionais atuam promovendo a proliferagdo de progenitores neurais e a
diferenciacdo em determinado tipo celular, glias e neurdnios (Bertrand et al.,
2002; Kageyama et al., 2005; Ross et al.,, 2003). Mais recentemente foi
demonstrado que diferentes combinacdes e padrées de expresséo dos genes da
familia bHLH em progenitores neurais de camundongos podem especificar a
diversidade de fenoétipos celulares no sistema nervoso: neurbnio, glia e
oligodendrocito (Imayoshi et al., 2013).

Neurogenin2 e Ascll (também conhecido como Mashl — Mammalian
achaete-scute homolog 1) sdo membros dessa familia, eles sdo responsaveis
por promoverem a determinagao do destino neuronal e reprimirem a expressao
de genes gliais (Nieto et al., 2001; Tomita et al., 2000). Estes fatores
transcricionais podem apresentar fungbes distintas quanto a especificacao
neuronal. Por exemplo, Neurogenin2 €& expresso no telencéfalo dorsal e esta
envolvido com a formagdo de neurdnios glutamatérgicos, enquanto Ascll é
expresso no telencéfalo ventral e esta envolvido com a geragdo de neurdnios

gabaérgicos (Fode et al., 2000; Parras et al., 2002).
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura de um dimero da familia bHLH
complexado ao DNA. O dominio basico se liga ao DNA, onde varios residuos desta regido
fazem contato direto com sequéncias E-box. (Bertrand et al., 2002).

Sox2 é um fator de transcri¢céo pertence a familia Sox, também conhecida
como SRY (sex determining region Y), que apresentam um dominio de ligacéo
altamente conservado, chamado HMG (High-mobility group). Sox2 é um gene
mestre que juntamente com outros fatores transcricionais, como Oct3/4, controla
um conjunto de genes que orquestra a embriogénese em mamiferos (Avilion et
al., 2003; Nichols et al., 1998).

Esse fator € expresso durante o desenvolvimento do sistema nervoso de
camundongos, inicialmente, nas células do tubo neural e, posteriormente, em
progenitores neurais e é responsavel por manter estas células com
caracteristicas de progenitor (Graham et al., 2003). Em humanos, mutac¢des no
gene que codifica 0 Sox2 parecem estar associadas com desordens no olho,
como glaucoma e catarata (Mihelec et al., 2008; Wang et al., 2008).

Considerando o papel central dos fatores de transcricdo Sox2, Neurog2 e
Ascll no processo de especificacdo neuronal durante o desenvolvimento, nossa
hipotese é de que a expressao destes fatores, de forma individual ou conjunta,
poderia ser suficiente para induzir o fenétipo neuronal nas CTM. Além disso, &
possivel que a combinacgéo de genes utilizada contribua para especificacdo do
fendtipo neuronal gerado, considerando, por exemplo, a funcdo de Neurogenin2
e Ascll durante o desenvolvimento do cortex seria possivel induzir a formacéo

de neurdnios glutamatérgicos e gabaérgicos, respectivamente.
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.  OBJETIVOS

1. Gerais

Induzir células-tronco mesenquimais de duas fontes, isoladas da medula
O0ssea de roedores e da geleia de Wharton do corddo umbilical de humanos, a
adquirirem uma identidade neuronal, através da reprogramacdo genética

utilizando fatores de transcricao pré-neurais.

2. Especificos

v Isolar e caracterizar as células-tronco mesenquimais da medula 6ssea de

camundongos;

v'ldentificar quais séo os fatores necessarios para induzir a reprogramacao

das CTM em neur6bnios funcionais;

v Avaliar alteragbes morfolégicas e de marcadores caracteristicos de
células neuronais nas CTM apos induzir expressao de Neurog2, Sox2 e
Ascli;

v Verificar atividade eletrofisiolégica dos neurdnios induzidos através de

registro eletrofisioldgico intracelular (patch clamp) e imageamento de

calcio.
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.  METODOLOGIA

Os métodos experimentais utilizados neste projeto estdo descritos abaixo.
Em resumo, eles consistem na coleta, isolamento e manutencéo das células-
tronco mesenquimais, seguido da reprogramacdo neuronal através da
transfeccdo destas células com plasmideos de DNA, contendo o gene
codificador para fatores de transcricdo pro-neurais, e por fim, métodos
imunocitoquimicos e funcionais (imageamento de calcio e registro
eletrofisioldgico intracelular) utilizados para analise das células reprogramadas

(figura 4).

Reprogramacéo neuronal

s ~- ~
Tempo
(dias) 0 1° ou 2° 15° ao 24°
P  srsssssssssssssssssssssssesanas ! 1 N
Isolamento e Transfeccdo Co-cultivo com Imunofluorescéncia,
manutencao quimica ou  hipocampo ou Imageamento de calcio;
das CTM elétrica astrocitos

Registro eletrofisiologico
intracelular.

(I;@gu)ra 4: Representacado esquematicatemporal dos métodos experimentais utilizados (em
1as).
1. Coleta e isolamento das CTM do corddo umbilical

O material utilizado no presente trabalho foi obtido de doagdes com o
consentimento livre e esclarecido de mées parturientes na Maternidade Januario
Cicco, pertencente a Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN),
Natal-RN. Apos o parto, os corddes foram retirados de acordo com a metodologia
proposta pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). As amostras
foram coletadas em um frasco estéril contendo uma solugdo tampdo -
Phosphate buffered saline (PBS) acrescido de 3% de solugcéo de antibioticos e
antimicético (10000 U/mL de penicilina sédica, 10 mg/mL de estreptomicina e 25
pMg/mL de anfotericina B, GIBCO) — e encaminhadas para o Laboratério de
Biologia Molecular e Gendmica (LBMG) na UFRN.

As células foram isoladas da geleia de Wharton do corddo umbilical e
criopreservadas para manutencdo das linhagens celulares primarias (Cornélio,

2012; Duarte et al., 2012). Com o intuito de analisar se as células obtidas do
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corddo umbilical sdo realmente CTM (seguindo determinacdes de Dominici et
al., 2006), a expressédo de proteinas marcadoras de superficie foi analisada
utilizando citometria de fluxo (FACS) e verificada a capacidade de diferenciacéo
in vitro das CTM em osteoblastos, adipécitos e condroblastos (Cornélio, 2012;
Duarte et al., 2012). Estas etapas foram realizadas no LBMG e posteriormente,
as células criopreservadas foram cedidas para execucdo do presente trabalho
no Instituto do Cérebro, na UFRN.

2. Manutencgao do cultivo das CTM do cordao umbilical

Para recuperacado, as células foram descongeladas rapidamente, para
isso os tubos foram levados diretamente do nitrogénio liquido para o banho-
maria a 37°C. Depois de descongeladas, elas foram transferidas para um tubo
de centrifuga de 15 mL com alfa-MEM + 20% soro fetal bovino (SFB) + 1%
antibioticos, centrifugadas e lavadas para retirar o DMSO. Uma aliquota da
suspensao celular foi diluida com azul de tripan (Gibco), para analise da
viabilidade celular, as células foram contadas na Camara de Neubauer através
de um microscopio invertido e distribuidas em garrafas T25 (TPP) na densidade
de 6000 células/cm?.

Apbs as 48 horas de cultivo inicial, todo o meio de cultura e as células que
nao aderiram ao frasco foram removidos, e adicionados 3 mL de meio alfa-MEM
com 10% SFB (Hyclone) e 1% de antibidticos. A troca do meio foi realizada a
cada 72 horas ou quando o meio apresentava-se amarelado, indicativo de
mudanca de pH. O crescimento celular foi observado diariamente através de um
microscopio invertido (CKX 41, OLYMPUS) e quando a cultura atingia cerca de
60% de confluéncia realizava-se a passagem das células para novas garrafas.
Para tal procedimento, utilizava-se 1 mL de solugéo de 0,25% de tripsina/EDTA
(INVITROGEN) em cada T25 por 3 minutos a 37°C. A acdo enzimatica foi
interrompida com SBF, as células em suspencao foram entdo transferidas para
tubos de 15 mL (TPP). A suspenséo celular foi centrifugada, o sobrenadante
descartado e o sedimento celular homogeneizado em alfa-MEM com 10% SBF
(Hyclone) e 1% de antibidticos. As células foram distribuidas em novos frascos
na densidade de 4000 células/cm?. O nimero da passagem celular foi marcado

a cada tratamento com Tripsina (P1, P2, P3, P4 e assim por diante). Nos
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experimentos de reprogramacao neuronal nés utilizamos células a partir da sexta

passagem celular até a décima segunda.

3. Coleta e isolamento das CTM murinas da medula éssea

Todos os procedimentos experimentais com camundongos utilizados
neste projeto foram aprovados pela Comissdo de ética no uso de animais
(CEUA) da UFRN sob protocolo n° 008/2014. A medula Ossea foi retirada de
camundongos com 6 semanas de idade. Apos o sacrificio dos animais, o fémur
e a tibia foram removidos, e dissecado todo o tecido conjuntivo em torno dos
0ssos. As amostras foram coletadas em um frasco estéril contendo Hank's
Balanced Salt Solution (HBSS - Gibco) e 1% de antibioticos. As epifises foram
cortadas, coletadas em tubo cénico com alfa-MEM (Gibco) enriquecido com 10%
SBF (Gibco) e 1% de antibioticos, estas foram maceradas e o conteudo filtrado
(BD Falcon™ cell strainers - BD Biosciences). Utilizando uma seringa de 5 mL
com alfa-MEM + 10% SFB + 1% antibi6ticos, inseria-se a agulha em uma das
extremidades do osso e todo o conteudo foi coletado em tubo coénico. A
suspensao de células foi centrifugada a 400g por 5 minutos, o sobrenadante
descartado e as células ressuspendidas em 10 mL de alfa-MEM + 10% SFB. As
células foram distribuidas em garrafas T25 (TPP) na densidade de 5x10°
células/T25.

4. Caracterizacdo das CTM murinas da medula éssea
Com o proposito de averiguar se as células obtidas da medula 6ssea sao
CTM foi analisada a capacidade de diferenciagcdo in vitro em osteoblastos e

adipécitos.

4.1 Protocolo de diferenciacéo osteogénica

A diferenciacdo osteogéncia foi induzida nas CTM apds 30 dias de
tratamento com B-glicerofosfato (10 mM), Dexametasona (1 x 10-8 M) e acido
ascorbico 2-fosfato (5 pg/ml) em alfa-MEM suplementado com 10% SFB e
antibioticos (Meirelles e Nardi, 2003; Phinney et al., 1999). Para observar a
formacao de depdsitos de calcio nas CTM apos este tratamento as células foram
fixadas com PFA 4% durante 20 minutos e coradas com Alizarin vermelho S

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Alizarin vermelho S é um corante
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que forma complexos com o célcio e é utilizado como indicador da diferenciacéo

osteogénica.

4.2 Protocolo de diferenciacéo adipogénica

A diferenciacéo adipogéncia foi induzida nas CTM ap0s o tratamento com
Dexametasona (1x108M), insulina de pancreas bovino (2,5 pg/ml), indometacina
(100 uM) e rosiglitazona (5 pM) em alfa-MEM com 10% SFB e antibidticos
(Meirelles e Nardi, 2003; Phinney et al., 1999). Para confirmar a formacao de
adipdcitos a partir das células isoladas da medula 6ssea, as CTM foram fixadas
com PFA 4% durante 60 minutos e coradas com Oleo vermelho O durante 1 hora
a temperatura ambiente, 30 dias apos tratamento. Oleo vermelho O é um corante
altamente soluvel em lipideos e, por isso, € utilizado para verificar a inducéo em

tecido adiposo.

5. Reprogramacao neuronal

5.1 Plasmideos

Os plasmideos utilizados neste estudo ja foram descritos previamente
(Costa et al., 2009; Heinrich et al., 2010). Basicamente, eles apresentam um
promotor ubiquo CAG e o gene do fator transcricional Neurog2, Sox2 ou Ascl1,
seguido de uma regido IRES (do inglés “Internal Ribosomal Entry Site”) e o gene
da proteina fluorescente vermelha (Dsred) ou proteina fluorescente verde (GFP).
Os plasmideos utilizados como controle apresentam um promotor ubiquo CAG
e 0 gene da proteina fluorescente vermelha (Dsred) ou proteina fluorescente
verde (GFP). Afim de simplificar a nomenclatura desses plasmideos, nés
adotamos a seguinte denominacgado: Sox2-GFP, Ascll-Dsred, Neurog2-Dsred,
Controle-Dsred e Controle-GFP. O mapa do plasmideo contendo Neurog2-
DsRed é mostrado na figura 4, para exemplificar a estrutura génica dos
constructos.

Os plasmideos foram amplificados em Escherichia coli através de
transfeccéo quimica e purificados utilizando kits livres de endotoxinas Maxiprep
(Invitrogen). A concentracdo e pureza dos vetores amplificados foram
mensuradas no espectrofotometro. Solugbes a 1ug/puL foram preparadas em

tampdo TE e armazenadas a -20°C.
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8565 Pvul (1)

RUS5 (truncated) 714...871
MLV PBS 896...911

ColE1 origin 8030...7348

1775 EcoRl (5)
97-CAG-Ngn2-IRES-DsRed

9002 bp
MLV 3'LTR 6401...6991

PPT 6371...6400 CAG promoter 1784...3314

6341 Xhol (2)
6332 EcoRl (5)
WPRE 5742...6328

5727 Notl (1)

DsRed 5038...5727
3502 EcoRl (5)

3519 Sfil (1)

3544 BamHI (1)
3562 EcoRl (5)

FLAG tag 3574...3597
Ngn2 3574...4389

4411 EcoRl (5)

444 Xhol (2)

4449 Pmel (1)

Figura 5: Mapa esquematico do plasmideo Neurog2-DsRed, mostrando algumas de suas
caracteristicas.

5.2 Reprogramacao genética

Na transfeccao elétrica utilizamos o 4D-Nucleofector (Lonza), seguindo o
protocolo recomendado para CTM, "P3 Primary Cell 4D-Nucleofector X Kit"
(Lonza). Apds a nucleofecc¢do as células foram plaqueadas com alfa-MEM + 10%
SFB na densidade de 1x10° células/cm? em laminulas de vidro previamente
tratadas com Poli-D-lisina (SIGMA) e laminina.

Na transfeccdo quimica utilizamos Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Para
este procedimento as células foram plagqueadas na densidade de 30.000
células/poc¢o na placa de 24 pocos (Corning) previamente tratada com Poli-D-
lisina (SIGMA) e lamina (SIGMA). Ap6s 24-72h de cultivo, quando as células
apresentam 60-70% de confluéncia foi feita a transfeccado quimica. Para cada
reacao 1 uL de cada plasmideo (1 ug/pL) e 2 uL do reagente de Lipofectamine
2000 (Invitrogen) foram diluidos separadamente em 50 uL de Opti-MEM
(GIBCO), estas solucdes incubaram por 5 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida estas solucdes foram misturadas e deixadas em repouso durante 20
minutos a temperatura ambiente. Os complexos foram entdo adicionados as
células (100 uL em cada pogo), contendo 500uL de Opti-MEM em cada pogo, a
cultura foi incubada por 10-12 horas a 37°C com atmosfera umidificada a 5% de

CO2. Passado o periodo de incubagéo, a solucao de transfeccao foi retirada e
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500 uL de meio de cultura adicionado em cada poco (alfa-MEM + 10% SBF +
1% antibibticos).

Apbs 24-72 horas da transfeccdo as células foram cultivadas com
astrocitos corticais ou neurbnios hipocampais e foi acrescido o meio de
diferenciacdo neuronal DMEM/F12 + 2% B27 (50% do volume total). As células
permaneceram em cultivo entre 15-25 dias, e foram monitoradas através do

microscopio invertido (Axio Observer, ZEISS).

5.3 Cultura priméria de hipocampo ou astrocitos

Com o objetivo de promover a sobrevivéncia e a maturagao neuronal, as
células transfectadas foram co-cultivadas com células hipocampais ou astrécitos
corticais.

Astrocitos corticais foram isolados a partir de camundongos recém-
nascidos (entre os dias pds-natais 2 e 5). O cortex foi dissecado e cortado em
pequenos pedacos que foram plaqueados em garrafas 25cm? e mantidos a 37°C
e 5% COz2 por uma semana em meio de manutencao de astrocitos: DMEM/F12
acrescido de 2% B27, 10% SFB, 5% soro de cavalo, 1% de antibidticos, EGF e
FGF (10ng/uL). Apds atingirem a confluéncia, as células foram tripsinizadas e
distribuidas na densidade de 5x10* células/poco sobre as CTM.

Hipocampos de camundongos recém-nascidos (entre os dias p0s-natais
0 e 4) foram dissecados e dissociados em 1mL de solucdo de 0,25% de
tripsina/EDTA, durante 15 minutos a 37°C. A acdo enzimatica foi interrompida
com SFB, a suspensao celular centrifugada, o sobrenadante descartado e o
sedimento celular homogeneizado em DMEM/F12 com 2% B27. As células foram

distribuidas sobre as CTM na densidade de 5x10* células/cm?.

6. Registro eletrofisioldgico intracelular
Para registro eletrofisiologico intracelular as laminulas foram mantidas a
37°C sobre perfusdo de fluido cérebro espinhal artificial com tampao de pH
(ACSF/HEPES) contendo (em mM) 140 NaCl, 5 KCI, 2 MgCI2, 2 CaCl2, 10
HEPES, 10 glicose e 6 sacarose, pH 7.35. As pipetas de vidro foram preenchidas
com uma solugao interna contendo (em mM) 17.5 KCI, 122.5 K-gluconato, 9
NaCl, 1 MgClI2, 3 Mg-ATP, 0.3 GTP-Tris, 1 HEPES e 0.2 EGTA. Os dados foram

adquiridos usando um amplificador de patch clamp (Axopatch 200B, Molecular
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Devices, USA) e analisados usando Matlab (Mathworks, USA) (Leédo et al.,
2010).

7. Imageamento de calcio

Para imageamento intracelular de célcio, o indicador de célcio Oregon
green BAPTA-1 AM (Invitrogen) foi diluido em Acido Plurénico F-127 (Invitrogen)
na concentracao de 2,5mM. Imediatamente antes do imageamento, esta solucao
foi diluida na concentracdo de 10uM em uma solugao salina a 0,9%. As células
foram incubadas nesta solucdo durante 1 hora, em seguida as células foram
lavadas com salina 0,9% e mantidas a 37°C com atmosfera umidificada a 5% de
CO2 durante 1 hora. Durante o imageamento de célcio, as células foram
mantidas a 37°C sobre perfusdo de uma solugéo salina 0,9% no microscopio de
fluorescéncia (Zeiss). As imagens foram adquiridas com objetiva de imerséo de
20X, utilizando o Micro-Manager juntamente com o processador de imagens
ImageJ. Mudancas na intensidade da fluorescéncia foram mensuradas utilizando
o ImageJ e definidas como AF/F=(F1-Fo)/Fo, sendo Fo a média dos dez valores
iniciais de cada campo analisado.

8. Fixacado e imunocitoquimica

Ao final de cada experimento foi realizada imunocitoquimica com o intuito
de amplificar o sinal fluorescente das células transfectadas e caracterizar as
células diferenciadas de acordo com a expressado de marcadores neuronais. As
células foram fixadas com 4% paraformaldeido em solugéo tampéao (PB), por 10
minutos, seguido de trés lavagens com PBS 10 mM. Para imunocitoquimica as
células foram incubadas por 12h com os anticorpos primarios em solucao de
PBS 10 mM + 0,5% Triton-X100 + 10% soro normal de cabra (NGS) a 4°C em
camara umida. Os anticorpos primarios utilizados neste estudo foram o anti-BlllI-
tubulina (SIGMA) e anti-major microtubule associated protein (anti-Map2; Sigma)
para identificar neurdnios, anti-Vesicular GABA Amino Acid Transporter (anti-
VGAT) e anti-vesicular glutamate transporter 1 (anti-vGLUT 1) para identificar o
subtipo neuronal gerado, e anti-GFP (anti-Green Fluorescent Protein, Aves Labs,
Inc.) e anti-RFP (anti-Red fluorescent protein, Rockland) para marcacdo das
células transfectadas. Apds trés lavagens de 10 minutos em PBS 10mM, o
material foi incubado com os anticorpos secundarios por 2 horas a temperatura

ambiente protegido da luz, os anticorpos secundarios utilizados foram anti-
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mouse IgG, anti-rabbit 1gG, anti-guinea pig e anti-Chicken IgG (Invitrogen),
conjugados a diferentes fluoréforos. Findo este periodo, foram feitas mais trés
lavagens com PBS e os nucleos das células corados com DAPI (4’-6’-diamidino-
2-fenil-indol) 0,02 mg/ml em PBS por 5 minutos (0 DAPI forma complexos
fluorescentes com o DNA, através da sua ligacdo a regides ricas em AT, que sao
excitados com comprimento de onda de 350 nm). Os espécimes foram montados
em Aqua Poly/Mount (Polysciences) e analisados por microscopia de
fluorescéncia (Axio Observer, ZEISS) e confocal (LSM 710, ZEISS).

9. Analise estatistica e representacao grafica
Todos as analises estatisticas utilizadas neste trabalho foram realizadas
utiizando o GraphPad Prism 5, com excecdo dos dados do registro
eletrofisiolégico que foram analisados através do Matlab. Os dados
representados em gréficos de barra mostram a média mais o erro padrao. Testes
estatisticos utilizados séo indicados ao longo da sec¢éo de resultados. Para este

estudo, adotamos como intervalo de confianca 95%.
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IV. RESULTADOS

1. Diferenciacao das células da medula 6ssea de camundongos em tecidos
mesenquimais

CTM sédo capazes de originar tecidos 6sseo, cartilaginoso e adiposo
(Soleimani e Nadri, 2009; Zhu et al., 2010). Com a finalidade de verificar a
natureza das células isoladas da medula éssea de camundongos e utilizadas em
nossos experimentos de reprogramacgdo celular, nos utilizamos diferentes
protocolos de inducao para avaliar a capacidade das células diferenciarem em
tecidos adiposo e 0sseo.

Para avaliar o potencial de diferenciagéo das células isoladas da medula
0ssea de camundongos em adipdcitos, ndés expusemos as CTM murinas a 30
dias de tratamento com dexametasona, insulina, indometacina e rosiglitazona, e
ao final deste periodo, as células foram coradas com 6leo vermelho O (figura 6).
O tratamento com indutores adipogénicos ocasionou a formacao de acumulos
de gordura nas células isoladas da medula 6ssea a partir de diferentes doadores
(n=3 experimentos independentes), indicando que as células cultivadas tinham
potencial osteogénico (figura 6).

Figura 6: Formacdao de adipécitos nas mCTM 30 dias ap6s o tratamento com indutores de
diferenciacdo adipogénica. Coloracdo com 6leo vermelho O nas mCTM 30 dias pés-tratamento
(dpt) com dexametasona, insulina, indometacina e rosiglitazona. A, Condicao controle B, Células
tratadas com protocolo de diferenciagéo adipogénica. Note a formac¢&o de vacuolos de gordura
nesta condi¢c&o (coloracdo vermelha) e auséncia dos mesmos na condi¢&o controle.

De maneira similar, quando expostas a condi¢cdes de cultivo com
indutores osteogénicos as CTM murinas formaram uma matriz extracelular rica
em calcio, como evidenciado pela coloracdo com Alizarina vermelho (figura 7),

indicando a diferenciagdo em células dsseas.
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Figura 7: Formacdao de ostedcitos nas mCTM 30 dias ap6s o tratamento com indutores de
diferenciacdo osteogénica. Coloracdo com Alizarina vermelho S nas mCTM 30 dias pés-
tratamento (dpt) com B-glicerofosfato, dexametasona e acido ascorbico. A, Condicdo controle B,
Células tratadas com protocolo de diferenciagao osteogénica. Note a formacéo de acumulos de
célcio nesta condicao (coloracéo vermelha) e auséncia dos mesmos na condicao controle.

Por fim, as CTM isoladas da medula 6ssea de camundongos puderam ser
mantidas em estado proliferativo através de sucessivas passagens. Em
conjunto, estes resultados indicam que as células isoladas da medula 6ssea de
camundongos apresentam capacidade de auto renovagdo e multipoténcia,
podendo se diferenciar em células de distintos tecidos mesenquimais, como

tecido 6sseo e adiposo, sob determinadas condi¢des in vitro.

2. Expresséo de genes pré-neurais induz reprogramacgéo das CTM murinas
em neurdnios
Para investigar se a expressdo de genes pré-neurais € capaz de
reprogramar células-tronco mesenquimais em neurbnios, nés realizamos a
transfeccao elétrica nas células isoladas da medula 6ssea de camundongos com
os plasmideos contendo Sox2-GFP e Ascl1l-DsRed, ou apenas controles (GFP e
DsRed). Apos dois dias de cultivo (figura 8A e B), observamos a expressao das
proteinas repérteres, que se manteve por até 3 semanas (figuras 8 e 9).
Virtualmente, todas as células transfectadas receberam os dois plasmideos,
indicando que o método de nucleofeccéo € adequado para os experimentos de
reprogramacdo das CTM murinas mediante a expressao sinérgica de genes pro-

neurais, como por exemplo, Sox2 e Ascll.
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Figura 8: Expresséo das proteinas reporteres nas mCTM 2 dias ap6s a nucleofec¢ao. GFP
(verde), Dsred (vermelho). A, Células transfretadas com Sox2-GFP e Controle-Dsred. B, Células
transfretadas com Sox2-GFP e Ascll-Dsred. Observe que a maioria das células apresentam
ambas as fluorescéncias (amarelo).

A analise do numero de células transfectadas 10 dias apds a nucleofec¢éo
revelou uma eficiéncia média de 26% para ambas as condic¢des (figura 9): Sox2-
GFP mais Controle-Dsred (26,6% células GFP e Dsred positivas, desvio
padrdo=5,71, um experimento independente feito em triplicata, n=164 células
transfectadas) e Sox2-GFP mais Ascll-Dsred (26,6% células GFP e Dsred
positivas, desvio padrdo=10,45, um experimento independente feito em

triplicata, n=332 células transfectadas).
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Figura 9: Eficiéncia média da nucleofec¢cdo nas mCTM 10 dias ap6s a transfeccgéo. O gréfico
mostra a proporcdo de células transfectadas com Sox2-GFP e Controle-Dsred (barra branca), e
Sox2-GFP e Ascl1-Dsred (barra preta), na terceira passagem, n=1 experimento em triplicata.
Média + erro padrao, teste T para medidas ndo pareadas.

Para avaliarmos alteracbes morfologicas e a expressao de marcadores
neuronais nas células transfectadas, as culturas foram processadas por
imunocitoquimica 20 dias ap0s a transfec¢do utilizando anticorpos para as
proteinas GFP, RFP e B-ll tubulina.
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Na auséncia do co-cultivo com hipocampo nao foram encontradas células
transfectadas com Sox2-GFP e Controle-Dsred (figura 10A), tampouco com
Sox2-GFP e Ascll-Dsred (figura 10B), apresentando morfologias indicativas de
aguisicao de um fendtipo neuronal, também néo foi observada expressao do

marcador neuronal B-lll tubulina nestas células (figura 10A™ e 10B™).

x
B-ll tubulina

Figura 10: Na auséncia do co-cultivo, a expressdo de Sox2 ou Sox2 mais Ascll nas mCTM
néo altera morfologia nem induz expressao de B-IIl tubulina. Imunofluorescéncia das mCTM
apos 20 dias da Nucleofeccdo (na terceira passagem) na auséncia de co-cultivo. Dsred
(vermelho), GFP (verde), B-lll tubulina (branco) e DAPI (azul). A, células transfectadas com Sox2-
GFP e Controle-Dsred; e B, células transfectadas com Sox2-GFP e Ascll1-Dsred.

Por outro lado, quando co-cultivadas com células hipocampais, 44% das
células que receberam os plasmideos Sox2-GFP e Ascll-Dsred apresentaram
mudanc¢as na sua morfologia (figura 11C, n=227 células; 1 experimento em
triplicata), caracterizadas pela reducdo do corpo celular e extensdo de varios
processos (figura 11B). Além disso, estas células passaram a expressar o
marcador neuronal B-1ll tubulina apos 20 dias da transfeccéo (figura 11B™).
Apenas 7% das células transfectadas com Sox2-GFP e Controle-Dsred exibiram
esse tipo de alteragdo morfoldgica e expressaram B-lll tubulina (figura 11C,
n=215 células; 1 experimento em triplicada), enquanto nenhuma célula
transfectada apenas com Controle-GFP e Controle-Dsred apresentou estas

alteracoes.
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Figura 11: Na presenca de co-cultivo com células hipocampais, a expressao de Sox2 ou
Sox2 mais Ascll nas mCTM induz aquisigao de morfologia neuronal e expressao de B-ll|
tubulina. Imunofluorescéncia das mCTM 20 dias apds a nucleofeccdo e co-cultivadas com
células hipocampais. GFP (verde), Dsred (vermelho), B-1ll tubulina (branco) e DAPI (azul). A,
células transfectadas com Sox2-GFP e Controle-Dsred, a seta indica célula transfectada com
morfologia ovéide (GFP+/Dsred+/B-1ll tubulina-). B, células transfectadas com Sox2-GFP e
Ascll-Dsred (GFP+/Dsred+/B-1ll tubulina+), a seta indica célula com morfologia neuronal. C,
Proporcéo de células transfectadas que que adquiriram morfologia neuronal e expressao de [3-
Il tubulina (“reprogramadas”). Células transfectadas com Sox2 e Ascll (barra preta), e Sox2 e
Dsred (barra branca), n=1 experimento em triplicata. Média + erro padréao, teste T para medidas
nao pareadas.

A auséncia de células reprogramadas apos a expressao de Sox2 e Ascll
sem co-cultivo com hipocampo pode indicar que o co-cultivo com células do
hipocampo é necessério para induzir a reprogramacao das CTM em neurdnios.
Outra possibilidade é que a presenca das células do hipocampo auxilia na
sobrevivéncia e na maturacéo dos neurénios induzidos.

Estes dados preliminares sugerem que as CTMs murinas podem ser

reprogramadas em neurdnios, através da expressao simultdnea de Sox2 e Ascll
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na presenca de células hipocampais. Contudo, faz-se necessario a realizacao
de novos experimentos a fim de confirmar as alteracdes observadas e a

avaliacdo eletrofisiolégica das células reprogramadas.

3. Expressdo de genes pro-neurais induz reprogramacdo das CTM
humanas em neurdnios
Para analisar se a expressao de genes pro-neurais é capaz de induzir a
reprogramacdo das CTM isoladas a partir do corddo umbilical humano
(doravante, denominadas hCTM) em neur6nios, nos introduzimos plasmideos de
DNA contendo a sequéncia codificante dos fatores transcricionais Sox2, Ascll
ou Neurog2 através de transfeccdo quimica com lipofectamina. Um dia apés a
transfeccéo nos observamos a expressao das proteinas reporteres em cerca de
7% de todas as células cultivadas (figura 12). Dentre estas células que
identificamos a expressdo das proteinas repdrteres, aproximadamente 95%
foram co-transfectadas, ou seja, receberam os dois plasmideos utilizados em
cada condicdo (Sox2-GFP e Ascll-Dsred; Sox2-GFP e Neurog2-Dsred;
Controle-GFP e Controle-DsRed). Desta forma, o método de transfeccéo
quimica é util para avaliarmos a reprogramacédo celular induzida através da

expressao de varios genes exdgenos na mesma célula.
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Figura 12: Expresséo das proteinas repoérteres nas hCTM do cordao umbilical ap6s um dia
da transfeccdo quimica (entre a 62 e a 112 passagens). Imagens em contraste de fase, GFP
(verde) e Dsred (vermelho). A, Células transfectadas com os plasmideos controles. B, Células
transfectadas com Sox2-GFP e Ascll-Dsred. C, Células transfectadas com Sox2-GFP e
Neurog2-Dsred. D, Proporgéo de células co-transfectadas com controle (barra branca), Sox2 e
Ascll (barra cinza) e Sox2 e Neurog2 (barra preta). Média + erro padrdo, n=3 experimentos
independentes, teste de Kruskal-Wallis.

Para investigarmos se a expressao de genes pro-neurais induzia a
aquisicao de fenotipo neuronal nés observamos as CTM durante o cultivo celular
através de um microscoépio de fluorescéncia invertido. As células transfectadas

com Sox2+Ascll e Sox2+Neurog2 co-cultivadas com células hipocampais
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hipocampais apresentaram diversas alteragdes morfologicas, caracterizadas
por diminuicdo do corpo celular e extensdo de processos longos e finos,
consistentes com a aquisicdo de um fendtipo neuronal (figura 13B e C),
enquanto as células transfectadas com plasmideos contendo apenas os genes
qgue codificam as proteinas reporteres, GFP ou DsRed, ndo adquiriram este tipo

de alteracado morfoldgica (figura 13A).

Control-GFP

Sox2-GFP

SaxZ Neurog2 Sox2-GFP

Figura 13: Expresséao de genes pré-neurais nas hCTM induz alteragées morfolégicas, na
presenca de co-cultivo com hipocampo. hCTM do corddo umbilical apés 11 dias da
transfecgédo quimica na presencga de co-cultivo com células hipocampais. Imagens em contraste
de fase, Dsred (vermelho) e GFP (verde) A, Exemplo de célula transfectada com plasmideos
codificando as proteinas repérteres GFP e Dsred. B-C, Exemplos de hCTM reprogramadas
pela expressao de Sox2 e Ascl1 (B) ou Sox2 e Neurog2 (C). As setas amarelas indicam células
transfectadas com morfologia neuronal.
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Com o intuito de confirmar a reprogramacgéao das CTM em neurdnios, nos
avaliamos a expressao de proteinas neuronais e alteragbes morfolégicas nas
hCTM 15 dias ap6s a transfeccdo com genes pro-neurais, utilizando métodos
imunocitoquimicos. N6s observamos que a expressao combinada de Sox2 com
Ascl1 ou com Neurog2 nas hCTM, na auséncia do co-cultivo com células
hipocampais, nédo foi suficiente para induzir a formagdo de células com
fendtipos indicativos de uma reprogramacgao em neurdnios (figura 14). De fato,
as hCTM co-transfectadas com genes pro-neurais mantinham uma morfologia
ovoide e achatada (figura 14B e C), mantendo-se semelhantes a condicao

controle (figura 14A), e ndo expressavam a proteina neuronal Map2 (figura

14B” e C”).
B!!!
Sox2-GFP Map2

K cl"
Sox2-GFP Map2

Figura 14: Expressao combinada de Sox2 com Ascl1 ou Neurog2 nas hCTM, na auséncia
de co-cultivo, nao altera morfologia das células e expressdao de Map2. Imunofluorescéncia
das hCTM apés 15 dias da transfeccdo com lipofectamina na auséncia de co-cultivo. Dsred
(vermelho), GFP (verde), Map2 (branco) e DAPI (azul). A, células transfectadas com controle-
GFP e controle-Dsred; B, células transfectadas com Sox2-GFP e Ascl1-Dsred. C, células
transfectadas com Sox2-GFP e Neurog2-Dsred.



Por outro lado, quando co-cultivadas na presenca de células
hipocampais apés 15 dias da transfecgdo com fatores pro-neurais as hCTM
adquiriram uma morfologia neuronal tipica, caracterizada por corpo celular
pequeno e extensdo de processos longos e finos (figura 15B e C). Além disso,
as hCTM passaram a expressar Map2 apdés 15 dias da transfecgao
concomitante de Sox2 e Ascl1 (figura 15B™”) ou Sox2 e Neurog2 (figura 15C’).
Em contraste, na condi¢ao controle, as células permaneceram com morfologia
ovoide e alongada (figura 15A, célula GFP e RFP positiva) e nao expressaram
Map2 (figura 15A”), mesmo quando co-cultivadas com neurénios hipocampais
(figura 15A”, seta branca indica neurbnio do hipocampo, identificado pela

auséncia das proteinas reporteres e expressao de Map2).

Controle-GFP

-~ 4

Sox2-GFP

Sox2-GFP

Figura 15: Expressao de genes pré-neurais nas hCTM induz alteragbes morfolégicas e
expressio de marcadores neuronais maduros, na presengca de co-cultivo com
hipocampo. Imunofluorescéncia das hCTM apds 15 dias da transfecgdo quimica na presenga
de co-cultivo com células hipocampais. Dsred (vermelho), GFP (verde), Map2 (branco) e DAPI
(azul). A, Exemplo de célula transfectada com plasmideos codificando as proteinas reporteres
GFP e Dsred. B-C, Exemplos de hCTM reprogramadas pela expressao de Sox2 e Ascl1 (B) ou
Sox2 e Neurog?2 (C). As setas amarelas indicam células transfectadas com morfologia neuronal
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(GFP+/Dsred+/Map2+) e as setas brancas indicam neurbnios hipocampais (GFP-/Dsred-
/Map2+).

Cerca de 49% das ceélulas transfectadas com Sox2 e Ascll
reprogramaram (figura 16, barra branca — desvio padrdo 23,71; erro padrdo
13,69; n=233 células transfectadas; 3 experimentos independentes),
considerando aquisicao de morfologia neuronal e expressao de Map2. Em média
34% das células reprogramaram 15 dias ap0s a expressao de Sox2 e Neurog2
(figura 16, barra preta — desvio padrao 3,05; erro padréo 1,76; n=256 células
transfectadas; 3 experimentos independentes). No entanto, na condi¢géo controle
nenhuma célula foi encontrada com morfologia neuronal e expressédo de Map2
(n=294 células transfectadas; 3 experimentos independentes). Estes dados
mostram que a expressao concomitante de Sox2 com Ascll ou Neurog2 €&
suficiente para induzir a reprogramacao das hCTM em neurdnios, quando co-
cultivadas na presenca de células hipocampais.

A auséncia de células reprogramadas na condicdo controle descarta a
possibilidade da reprogramacao das hCTM com genes pré-neurais na presenca
de células do hipocampo ser decorrente de fusdo celular. Além disso, a
expressdo de Map2 e aquisicdo de morfologia neuronal foram avaliadas atraves
de microscopia confocal em objetivas de alta magnificacéo (40 ou 63%) e todas
as ceélulas reprogramadas apresentaram apenas um nucleo, como pode ser

observado pela marcacéo nuclear DAPI (figura 15B e C).
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Figura 16: Eficiéncia média da reprogramacédo das hCTM em neurdnios, na presenca de
co-cultivo com células hipocampais. Proporcéo de células transfectadas que reprogramaram
com Sox2 e Ascll (barra branca) ou Sox2 e Neurog2 (barra preta). Média + erro padrdo, n=3
experimentos independentes, teste de Mann Whitney.
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No entanto, para excluir definitivamente a possibilidade de fus&o celular
entre as hCTM e os neurdnios provenientes do hipocampo nds co-cultivamos
as hCTM transfectadas com genes pro-neurais com astrécitos isolados do
cortex de camundongos pos-natais. Ao longo do cultivo, nés observamos que
as hCTM adquiriram morfologia neuronal apos a expressdo concomitante de
Sox2 com Ascl1 ou Neurog2 (figura 17B e C), enquanto que na condigéo
controle as células ndo sofreram alteracbes morfolégicas (figura 17A). Além
disso, apos 15 dias da transfeccdo com genes pro-neurais as células
apresentaram arborizagdes complexas e expressao de Map2 (figura 18B e C),
enquanto células transfectadas com genes controles ndo apresentaram tais
modificagdes (figura 18A). Estas observacdes excluem a possibilidade de fusao
celular entre hCTM e neurbnios pré-existentes no co-cultivo, confirmando a

ideia de que a reprogramacgéao neuronal das hCTM foi induzida pela expresséo

Control-GFP

Sox2-GFP

Sox2-GFP

Figura 17: Expressdo de genes pré-neurais nas hCTM induz alteragées morfolégicas, na
presenga de co-cultivo com astrécitos. hCTM 5 dias apds a transfeccdo quimica na
presenga de co-cultivo com astrécitos corticais. Imagens em contraste de fase, Dsred
(vermelho) e GFP (verde) A, Exemplo de célula transfectada com plasmideos controles. B-C,
Exemplos de hCTM reprogramadas pela expressdo de Sox2 e Ascl1 (B) ou Sox2 e Neurog2
(C). As setas amarelas indicam células transfectadas com morfologia neuronal.
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Controle-GFP

SoxZ2-GFP

Sox2-GFP

Figura 18: Expressido de genes pré-neurais nas hCTM induz alteragées morfolégicas, na
presengca de co-cultivo com astrécitos. Imunofluorescéncia das hCTM 15 dias apds a
transfecgao, na presencga de co-cultivo com astrécitos corticais. Dsred (vermelho), GFP (verde),
e DAPI (azul). A, Exemplo de célula transfectada com plasmideos codificando as proteinas
reporteres GFP e Dsred. B-C, Exemplos de hCTM reprogramadas pela expressao de Sox2 e
Ascl1 (B) ou Sox2 e Neurog?2 (C).

Além da expressao do marcador pan-neuronal Map2, nés analisamos a
expressdo dos transportadores vesiculares do GABA (VGAT) e do glutamato
(vGLUT1) nas hCTM reprogramadas com genes pro-neurais co-cultivadas com
astrocitos corticais, para identificar o tipo de neurdnio que foi gerado. Algumas
células reprogramadas com Sox2 e Ascl1 (uma em dez células analisadas)
expressaram VGAT 15 dias apos a reprogramagao neuronal (figura 19A), porem
nenhuma célula nesta condicdo experimental foi encontrada expressando

vGLUT1 (figura 19C). As células reprogramadas com Sox2 e Neurog2 nao

43



expressaram nenhum dos transportadores vesiculares analisados, vGLUT1 e
vGAT (figura 19B e D). Esses resultados devem ser interpretados
cautelosamente, pois o tamanho reduzido de uma vesicula (de
aproximadamente 50nm) dificulta a visualizacdo da marcagdo mesmo através
de imagens de microscopia confocal e objetivas de alto aumento (a figura 19 foi
adquirida no confocal com a objetiva de 63X). Além disso, apesar das células
apresentarem morfologia complexa e expressdao de um marcador de neurdnio
maduro, Map2, com 15 dias in vitro é possivel que o aparecimento dos
transportadores vesiculares ocorra tardiamente. Por isso, seria interessante

avaliar a expressao desses marcadores mais tarde nas hCTM reprogramadas.

Sox2-GFP

T

Sox2-GFP
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vGLUT1 Sox2-GFP
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vGLUT1 Sox2-GFP

Figura 19: Expressdo de vGAT e vGLUT nas hCTM reprogramadas. Imunofluorescéncia das
hCTM 15 dias apos a transfecgéo, na presenga de co-cultivo com astrécitos corticais. Dsred
(vermelho), GFP (verde), vGAT ou vGLUT1 (branco) e DAPI (azul). A, Expressdo de vGAT em
célula transfectada com Sox2 e Ascl1. Note a presenga da marcagdo nas vesiculas (em
branco) na regido tracejada, esta regido foi amplificada e teve os processos celulares coloridos
artificialmente de roxo para facilitar a visualizagdo; B, Auséncia da expressdo de vGAT em
célula transfectada com Sox2 e Neurog2. C-D Auséncia da expressdo de vGLUT1 em célula
transfectada com Sox2/Ascl1 (C) e Sox2/Neurog2 (D).

4. Conectividade entre os neurbnios induzidos e hipocampais

Para verificar a atividade espontanea entre as células reprogramadas e
0s neurdnios hipocampais nds usamos o indicador de calcio Oregon Green. As
células reprogramadas (figura 20C e D) exibiram influxos rapidos de calcio
(duragao de cerca de 20ms na subida e 250ms no decaimento) semelhantes
aos neurdnios hipocampais em cultivo (figura 20A), avaliado através da
variacédo na intensidade de fluorescéncia dividido pela fluorescéncia inicial. No
entanto as células transfectadas com plasmideos controles (figura 20B) nao
demonstraram este tipo de alteracdo na variagdo da intensidade de
fluorescéncia. Na figura 20 podemos observar exemplos de cinco células em
cada uma das condi¢des experimentais (A, neurdnios hipocampais, B, células
transfectadas com plasmideos controle, C, Sox2 e Ascl1; e D, Sox2 e

Neurog?2).
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Figura 20: hCTM do cord&o umbilical reprogramadas com genes pro-neurais se conectam
com neurdnios hipocampais in vitro. Os graficos mostram a variacdo na intensidade de
fluorescéncia dividida pela fluorescéncia inicial (AF/FQ) em fungdo do tempo (s) provenientes do
imageamento de célcio com Oregon green 23 dias apés a transfeccdo, na presenca de co-cultivo
com células hipocampais. A, células negativas para GFP e Dsred com morfologia neuronal,
provenientes do hipocampo; B-D, hCTM transfectadas com plasmideos controle (B), Sox2 e
Ascll (C) e Sox2 e Neurog?2 (D).

E importante salientar que algumas células reprogramadas, tanto com
Sox2 e Ascll (figura 22) quanto Sox2 e Neurog2 (figura 23), apresentaram
morfologia tipicamente neuronal, porém nao exibiram influxos répidos de calcio
durante o periodo analisado (células marcadas com seta azul escura na figura
22E e na figura 23D e E). Além disso, algumas células Dsred negativas com
morfologia neuronal, provavelmente neurbnios provenientes do hipocampo,
também né&o apresentaram influxos rapidos de calcio durante o imageamento
(figura 21A até D).
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Figura 21: hCTM transfectadas com plasmideos controles ndo se conectam com
neurdnios hipocampais in vitro. Imageamento de calcio com Oregon green 23 dias apds a
transfeccdo com plasmideos controles na presenca de co-cultivo com células hipocampais.
Dsred (vermelho), Oregon green (Branco). As regides de interesse foram delimitadas e s&o
mostradas nas imagens (lado esquerdo) com suas respectivas cores, correspondentes aos
tragados mostrados nos graficos. Os graficos mostram a variagdo na intensidade de
fluorescéncia dividida pela fluorescéncia inicial (AF/FO) em fungéo do tempo (s).
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Figura 22: hCTM reprogramadas com Ascll e Sox2 se conectam com neurdnios
hipocampais in vitro. Imageamento de calcio com Oregon green 23 dias apos a transfecgéo
com Sox2 e Ascl1 na presenga de co-cultivo com células hipocampais. Dsred (vermelho),
Oregon green (Branco). As setas azuis escuras indicam as células reprogramadas (Dsred
positivas) e as demais setas indicam as células hipocampais (Dsred negativas). As regides de
interesse foram delimitadas e sdo mostradas nas imagens (lado esquerdo) com suas
respectivas cores, correspondentes aos tragados mostrados nos graficos. Os graficos mostram
a variagao na intensidade de fluorescéncia dividida pela fluorescéncia inicial (AF/FQ) em fungao
do tempo (s).
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Figura 23: hCTM reprogramadas com Sox2 e Neurog2 se conectam com neurdnios
hipocampais in vitro. Imageamento de calcio com Oregon green 23 dias apos a transfecgéo
com Sox2 e Neurog2 na presenca de co-cultivo com células hipocampais. Dsred (vermelho),
Oregon green (Branco). As setas azuis escuras indicam as células reprogramadas (Dsred
positivas) e as demais setas indicam as células hipocampais (Dsred negativas). As regides de
interesse foram delimitadas e sdo mostradas nas imagens (lado esquerdo) com suas
respectivas cores, correspondentes aos tragados mostrados nos graficos. Os graficos mostram
a variagao na intensidade de fluorescéncia dividida pela fluorescéncia inicial (AF/F0O) em fungéo
do tempo (s).
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Para compararmos quantitativamente a atividade elétrica nas células
reprogramadas e nos neurdnios primarios isolados do hipocampo, nés medimos
a variagdo maxima na intensidade de fluorescéncia apenas nas células que
apresentaram influxo de calcio espontaneo durante o periodo do imageamento
(17 s). Comparando-se a variacdo maxima na intensidade de fluorescéncia entre
as hCTM reprogramadas com genes pré-neurais e 0s neurénios hipocampais in
vitro, ndo observamos diferencas significativas (figura 24). As células
reprogramadas com Sox2 e Ascll apresentaram uma variagcdo média de 39,66%
(figura 24, barra cinza), ja as células reprogramadas com Sox2 e Neurog2
apresentaram 33,05% (figura 24, barra azul) e os neurdnios hipocampais
exibiram variacdo de 60,83%. Enquanto que na condicdo controle a maior
variacdo observada foi de 2,89%, com variacdo média de 1,1% (figura 24, barra
preta), que € significativamente diferente das células reprogramadas com genes
pré-neurais e dos neurdnios hipocampais (teste de Kruskal-Wallis, p<0,0001,

n=9 campos em cada condicao, figura 24).
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Figura 24: Influxo de célcio nas hCTM reprogramadas com genes pro-neurais se
assemelha ao observado em neurénios hipocampais in vitro. O grafico mostra a variacdo na
intensidade de fluorescéncia dividida pela fluorescéncia inicial (AF/F0) nas células responsivas
durante o imageamento de calcio com Oregon green (média + erro padrao, teste de Kruskal-
Wallis e pés-teste de Dunn, n=9 campos em cada condi¢cdo). S8o mostrados valores médios
observados nas células negativas para GFP e Dsred com morfologia neuronal, provenientes do
hipocampo (barra branca), células transfectadas com controles (barra preta), Sox2 e Ascll (barra
cinza) e Sox2 e Neurog?2 (barra azul).

Esses dados sugerem que as células reprogramadas apresentam
atividade elétrica e sdo capazes de estabelecer sinapses. Porém, é necessario
aferir a funcionalidade dessas células com métodos que avaliem diretamente as

propriedades elétricas, como o registro eletrofisioldgico intracelular.
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5. Propriedades eletrofisiolégicas dos neurénios induzidos

Para verificar diretamente se as hCTM foram reprogramadas em
neurbnios funcionais, nés registramos a atividade elétrica das células apos
expressdo de Sox2+Ascll e Sox2+Neurog2 (16 e 21 dias apoés a transfeccéao,
respectivamente). A figura 25 mostra exemplo de uma célula registrada,
reprogramada com Sox2 e Ascll. Esta célula apresentou um padrdo de
despolarizagcbes repetitivas em consequéncia de uma injecdo de corrente
despolarizante (20pA), condizente com a capacidade de gerar potenciais de
acao (figura 25C). Além disso, a célula foi capaz de despolarizar apds receber
uma corrente hiperpolarizante (-20pA), indicando a presencga de canais i0nicos
ativados por hiperpolarizacéo, sugestivos de maturidade neuronal (figura 25C).
Nés também registramos 0s potenciais pos-sinapticos excitatorios desta célula
e, como mostrado na figura 25D, observamos que o neurdnio reprogramado
apresenta atividade sinaptica esponténea, indicando que a célula recebe

contatos sinapticos excitatorios de outras células presentes no cultivo.
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Figura 25: Propriedades eletrofisiolégicas de uma hCTM reprogramada em neurbnio
mediante expressao de Sox2 e Ascll. A, Imagem de contraste de fase mostrando uma célula
reprogramada (asterisco) e pipeta de registro intracelular. B, Expressédo da proteina repdrter
Dsred na célula permite identificagcdo das células transfectadas. C, Disparo de potencial de agao
repetitivo em resposta a injecédo de corrente despolarizante (20 pA) e apés hiperpolarizagéo (-20
pA). D, Potencial espontaneo pds-sinaptico do neurdnio induzido.

NOés registramos um total de 4 células transfectadas com Sox2 e Ascll
(figura 26) e 8 células transfectadas com Sox2 e Neurog2 (figura 27 e 28). Todas
as células que apresentavam morfologia tipica neuronal dispararam quando foi
aplicada uma corrente despolarizante (20pA, mostrado nas figuras 26, 27 e 28
com tracado vermelho) em ambas as condi¢des, enquanto que células com
morfologia fibroblastoide (célula 3 na figura 26) ou amorfas (terceira célula na
figura 27 e 28), provavelmente em processo de morte celular, apresentaram

somente propriedades passivas de membrana.
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Figura 26: Propriedades eletrofisiolégicas das hCTM reprogramadas em neurénio
mediante expressao de Sox2 e Ascl1. Respostas de quatro células transfectadas com Sox2 e
Ascl1 a injecdo de corrente despolarizante (20 pA) e apds hiperpolarizagédo (-20 pA). Observe
que as células 1,2 e 4 apresentam morfologias tipicas de neurbnios e disparam potenciais de

acao.
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Figura 27: Propriedades eletrofisiolégicas das hCTM reprogramadas em neurénio
mediante expressdo de Sox2 e Neurog2. Respostas de quatro células transfectadas com
Sox2 e Neurog?2 a injecao de corrente despolarizante (20 pA) e apds hiperpolarizagéo (-20 pA).
Observe que apenas a célula 3 que apresenta morfologia atipica, provavelmente em processo
de morte celular, ndo gera potenciais de ago.
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Figura 28: Propriedades eletrofisiolégicas das hCTM reprogramadas em neurdnio
mediante expressdo de Sox2 e Neurog2. Respostas de quatro células transfectadas com
Sox2 e Neurog2 em resposta a injegcdo de corrente despolarizante (20 pA) e apos
hiperpolarizagdo (-20 pA). Observe que apenas a célula 3 ndo gera potenciais de agao.
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O registro eletrofisiolégico intracelular revelou que as hCTM
reprogramadas apresentaram propriedades eletrofisiolégicas de neurdnios
maduros, apds a expressao concomitante de Sox2 e Neurog2 ou Sox2 e Ascll.
Entre as células com morfologia neuronal o potencial de repouso da membrana
variou de -59 até -51, com valor médio de -55 (desvio=4,082; n=3 células) nas
células reprogramadas com Sox2 e Ascll, e ficou entre -50 e -74, com valor
médio de -60 (desvio=7,968; n=6 células) nas células reprogramadas com Sox2
e Neurog2 (Tabela 2).

Amplitude Half-width Amplitude apds Resisténcia Potencial

(mV) (s) hiperpolarizagdo de entrada de repouso Capacitancia
(mV) (Mohm) (mV)
70,1926 0,0020 -12,8178 540 -59 19
;Q 78,7378 0,0021 -9,7659 1350 -58 22
§ 3 - - - 1000 -52 31
62,9185 0,0026 -20,1422 850 -51 28
Média

70,62+ 0,002233
* -14,24 £ 5,333 935+ 336,5 -55+4,082 25%5477
7,918 0,0003215

desvio
88,5000 0,0027 -1,8311 317 -62 29
% 61,6400 0,0032 -2,4415 919 -74 32
(_/: 88,1885 0,0138 -3,6622 419 -50 29
%v 68,5220 0,0104 -14,0385 350 -56 31
% 184,3318 0,0015 -14,7911 270 -62 22
prd
80,8700 0,0014 -18,9285 697 -61 21
Média
95,34 + 0,0055 + -60,95 +
+ -9,282 + 7,48 495,3 + 256,8 27,33+ 4,676
_ 449 0,00527 7,968
desvio

Tabela 2: Propriedades eletrofisiologicas das hCTM reprogramadas em neurdnio mediante

expressédo de genes pro-neurais.

Em resumo, nossos dados mostram que as hCTM foram reprogramadas
em neurdnios funcionais apos a expressao concomitante de Sox2 e Neurog2 ou
Sox2 e Ascll, os neurdnios induzidos apresentaram propriedades
eletrofisioldgicas de neurdnios maduros e foram capazes de se conectar com

neurdnios hipocampais in vitro.
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V. DISCUSSAO

A reprogramacdo direta de uma célula especializada em outro tipo celular
usando fatores definidos tem se tornado uma estratégia para gerar células
funcionais em estudos de terapias celulares. O tempo necessario para
converséao funcional de um tipo celular em outro utilizando esta metodologia é
menor, pois a reprogramacao direta ndo passa por estagios intermediarios de
pluripoténcia ou progenitores. Além disso, a reprogramacao direta torna essas
células menos propicias a formacgéo tumoral quando transplantadas.

A conversao direta de diferentes tipos celulares em neurénios funcionais
tem se tornado uma alternativa para modelamento de doencas neuroldgicas e
uma promessa para medicina regenerativa. Diversas fontes celulares e a
combinacdo de fatores definidos necessarios para induzir a reprogramacao
celular estdo sendo identificados nos dltimos anos, porem as pesquisas neste
campo ainda enfrentam iniUmeros desafios. S80 necesséarias estratégias mais
eficientes e com maior pureza na geracédo de um fendtipo celular especifico e,
fundamentalmente, deve-se garantir a geracao de células funcionais.

Neste trabalho, n6s demonstramos que a expressao combinada de dois
genes pré-neurais € suficiente para reprogramar células-tronco mesenquimais
do cordao umbilical humano em neurdnios funcionais de forma rapida e eficiente.
Além disso, dados preliminares sugerem que esta reprogramacdo neuronal
também é possivel para células mesenquimais da medula Ossea de

camundongos.

1. Diferenciacéo das células da medula 6ssea de camundongos em tecidos
mesenquimais
As CTM murinas isoladas da medula Ossea de camundongos
apresentaram alta capacidade proliferativa, estas células foram mantidas através
de sucessivas passagens e congeladas para futuros experimentos. Isso permite
que as CTM sejam boas candidatas para reprogramacdo, analises de larga
escala e uso em terapias celulares. A capacidade dessas células de
diferenciacdo em tecidos da linhagem mesodérmica tem sido bem documentada
na literatura (Dominici et al., 2006; Horwitz, 2005), mediante determinadas

condigbes de cultivo foi possivel diferencia-las em tecidos 6sseo e adiposo
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(figura 6 e 7). Esses dados mostram que as células isoladas consistem de uma
populacdo pura de células-tronco mesenquimais com capacidade multipotente.
E importante avaliar o potencial de diferenciagdo das CTM isoladas, pois a
medula &éssea é composta por diversos tipos celulares e, portanto a
caracterizacdo da populacdo em estudo permite a comparacdo com 0S

resultados de outros trabalhos cientificos.

2. Expresséo de genes pré-neurais induz reprogramacgéo das CTM murinas
em neurdnios

As CTM sdo células-tronco multipotentes e tem capacidade de
diferenciacdo nos tecidos de origem mesodérmica: 0sseo, cartilaginoso e
adiposo (Afanasyev et al.,, 2010). Estas células ndo tem capacidade de
diferenciacdo em tecido neural, porem atualmente diversas técnicas de
reprogramacao celular foram descritas tornando possivel a conversao de células
somaticas de diversos tecidos adultos em uma célula de linhagem diferente ou
mesmo em ceélulas-tronco pluripotentes (Marro et al., 2011; Takahashi e
Yamanaka, 2006; Vierbuchen et al., 2010; Wernig et al., 2008). A fim de expandir
o potencial de diferenciacdo das CTM noés avaliamos a possibilidade de
reprogramacao genética dessas células em neurénios através da expressao de
genes pré-neurais.

Para induzir a reprogramacao das mCTM em neurbnios nds forcamos a
expressdo de Sox2 e Ascll (figura 8). Através de transfeccéo elétrica obtivemos
uma eficiéncia de transfec¢cdo média de 26% (figura 9). A expressao combinada
de Sox2 e Ascll foi suficiente para induzir alteragdes morfoldgicas indicativas de
aquisicao de fendtipo neuronal e a expressado de B-lll tubulina nas mCTM na
presenca de co-cultivo com hipocampo (figura 11B). Porém, ndo foram
encontradas células com morfologia neuronal apds expressao de Sox2 e Ascll
na auséncia do co-cultivo com hipocampo (figura 10B). Esses resultados
preliminares sugerem que 0s genes proé-neurais desencadeiam uma cascata de
sinalizacao intracelular que culmina na aquisi¢ao do fendtipo neuronal das CTM
apenas na presenca de células hipocampais. Outra possibilidade é que as
células hipocampais favorecam a sobrevivéncia dos neurdnios induzidos pela
expressdo de Sox2 e Ascll e, por isso, s60 foram encontradas CTM com

morfologia e expressdo de marcadores neuronais na presenca do co-cultivo.

58



Entretanto, é primordial a realizacdo de novos experimentos a fim de confirmar
as alteracbOes observadas, adicionalmente deve-se comparar o efeito da
expressao desses genes separadamente, apenas Sox2 ou Ascll. Além disso, é
fundamental a avaliacao eletrofisiologica para averiguar a funcionalidade dos

neurdnios induzidos.

3. Expressdo de genes pro-neurais induz reprogramacdo das CTM
humanas em neurdnios

Para reprogramar as CTM humanas em neurénios nés forcamos a
expressdo de genes pro-neurais através da transfeccdo quimica com
lipofectamina. Com este método de transfecc¢ao obtivemos uma eficiéncia de co-
transfeccdo em torno de 95%. A escolha de um método com elevada taxa de co-
transfeccdo foi importante para o desenvolvimento deste trabalho, pois
pretendiamos induzir a reprogramacao celular mediante expressdo combinada
de diferentes plasmideos. A eletroporacao néo foi utilizada para transfec¢éo das
CTM humanas uma vez que este método apresentou elevada citotoxicidade para
este tipo celular (dados ndo mostrados).

A fim de identificar os genes necessarios para reprogramar as hCTM em
neurdnios, nds induzimos a expressdo de Sox2 combinada com Ascll ou com
Neurog2 e monitoramos as células através de um microscépio de fluorescéncia
invertido. Nos primeiros dias de expressao desses genes n0s comeg¢amos a
observar alteragbes morfolégicas nas hCTM co-cultivadas com astrocitos
corticais (figura 17B e C) ou células hipocampais (figura 13B e C), como
diminuicdo do corpo celular e extensdo de processos. Enquanto na condicéo
controle as células permaneceram com sua morfologia classica alongada e
fusiforme, nesta condicdo experimental as hCTM foram transfectadas com
plasmideos codificando apenas as proteinas fluorescentes reporteres GFP e
Dsred (figuras 13A e 17A). Aléem das alteracdes morfologicas descritas, 0s genes
pré-neurais induziram a expressdo de Map2 nas hCTM apds 15 dias da
transfeccéao (figura 15B e C), o Map2 é expresso em neurbnios maduros no
sistema nervoso (Goedert et al., 1991).

Nossos dados mostram que a expressado combinada de Sox2 com Ascll
ou Neurog?2 é capaz de induzir a reprogramacéo de CTM humanas em neurénios

na presenca de astrocitos corticais ou células hipocampais. Uma possivel
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explicacéo para este resultado é que a expressao desses fatores transcricionais
pode dar inicio a reprogramacéo das CTM e fatores adicionais sdo necessarios
para completar o processo de aquisicdo do fendtipo neuronal, fatores estes
provenientes das células do co-cultivo.

Outra hipétese € que essas células estejam auxiliando na maturacéo e na
sobrevivéncia dos neurdnios induzidos. A ocorréncia da reprogramacao celular
na presenca de astrocitos isolados demonstra a importancia destes em
particular. Notavelmente, é bem estabelecido na literatura que os astrocitos
desempenham papel fundamental na formacéo sinaptica e fornecem fatores
troficos criticos para os neurénios durante o desenvolvimento (Clarke e Barres,
2013).

Considerando a aquisicdo de morfologia neuronal e a expressao do
marcador neuronal Map2 (figuras 15 e 18) em torno de 49% das CTM
transfectadas com Sox2 e Ascll reprogramaram, e 34% reprogramaram apés
expressdo de Sox2 e Neurog? (figura 16). Porém, nenhuma célula foi encontrada
com estas alteracfes na condi¢ao controle.

Além disso, nés investigamos o subtipo de neurdnio formado a partir das
diferentes combinag8es de fatores transcricionais utilizados neste trabalho. Nos
observamos a expressao de VGAT em alguns neurdnios reprogramados (uma
em dez células analisadas) com Sox2 e Aslcl (figura 19A), o que € consistente
com os achados que mostram que a expressdo de Alscl na eminéncia
ganglionar é fundamental para formacédo de neurbnios gabaérgicos durante o
desenvolvimento do cértex (Bertrand et al., 2002; Fode et al., 2000; Guillemot et
al., 1993; Johnson et al., 1990; Lo et al., 1991). Além do mais, ja foi demonstrado
que a expressao de Ascll desencadeia a reprogramacao de astrécitos corticais
de camundongos em neurdnios gabaérgicos, o0 que ressalva a importancia desse
fator de transcricdo na inducdo do fenétipo gabaérgico (Berninger et al., 2007,
Heinrich et al., 2010).

Nés ndo observamos a expressao de vGLUT1 nos neurdnios induzidos
com Sox2 e Alscl (figura 19B), tampouco com Sox2 e Neurog2 (figura 19D).
Considerando a funcdo da Neurogegina2 no coértex em desenvolvimento nés
esperariamos induzir a formacdo de neurdnios glutamatérgicos, consistentes
com sua expressao no telencélafo dorsal durante o desenvolvimento cortical
(Parras et al., 2002).
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Noés avaliamos a expressao dos transportadores vesiculares do glutamato
e do GABA nas hCTM reprogramadas apos 15 dias de diferenciagdo neuronal,
porém a expressao destas proteinas esta intimamente relacionada a formacéao
sinaptica, o que pode solicitar um tempo de maturacdo maior. Assim, analises
adicionais sdo necesséarias para confirmar a expressdo dos transportadores
vesiculares ou auséncia desta marcacao nas células reprogramadas, bem como
avaliar a expressao de outros marcadores a fim de elucidar o subtipo de neurdnio

gerado e sua proporcao.

4. Conectividade entre os neurénios induzidos e hipocampais

NGs investigamos se os neurbnios induzidos eram capazes de se conectar
com o0s neurbnios hipocampais in vitro através do imageamento intracelular do
calcio. Cerca de trés semanas apos a expressao dos genes pro-neurais as CTM
reprogramadas exibiram, espontaneamente, flutuages rapidas no transiente de
calcio semelhantes as observadas nos neurénios hipocampais. Enquanto que as
CTM na condicao controle ndo apresentaram esse tipo de resposta (figuras 20 e
24). Esses resultados indicam que os neurbnios induzidos a partir das CTM
reprogramadas com genes pro-neurais apresentam propriedades de neurbnios
funcionais, sendo capazes de se conectar com outros neurdnios.

Além do mais, visivelmente as hCTM reprogramadas apresentaram um
decaimento lento apos as flutuacdes rapidas do calcio quando comparadas com
0S neurdnios hipocampais em cultivo, o que pode ser devido a diferencas na
expressdo de proteinas ligantes de calcio, como por exemplo, calbindina,
parvalbumina e calretinina.

O uso de indicadores de calcio com a finalidade de estimar propriedades
funcionais dos neurénios tem como principal vantagem a possibilidade de
analisar varias células simultaneamente (Rosenberg e Spitzer, 2011). Porém,
transientes de calcio estao presentes em outros tipos de células, como astrécitos
(Dani et al., 1992; Hirase et al., 2004; Volterra et al., 2014), e por isso, registro
eletrofisioldgico intracelular deve ser realizado para aferir a funcionalidade e o

padrao de maturacéo dos neurdnios induzidos.
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5. Propriedades eletrofisiolégicas dos neurénios induzidos

Para avaliar as propriedades eletrofisiologicas dos neurénios induzidos,
nés realizamos registro intracelular em 4 células transfectadas com Sox2 e Ascll
e 8 células com Sox2 e Neurog2, que foram reconhecidas através da proteina
fluorescente Dsred (figura 35B). Todas as células que apresentaram morfologia
neuronal dispararam potenciais de agdo em resposta a injecdo de corrente
despolarizante (3/4 com Sox2 e Ascll — figura 26, e 6/8 com Sox2 e Neurog2 —
figura 27 e 28). Além disso, foram observadas correntes poés-sinapticas
excitatérias em 3/4 das células reprogramadas com Sox2 e Ascll, e em 5/8 das
células reprogramadas com Sox2 e Neurog2. Entre as células com morfologia
neuronal o potencial de repouso da membrana foi em média -55 nas células
reprogramadas com Sox2 e Ascll e -60 nas células reprogramadas com Sox2 e
Neurog?2 (Tabela 2), estes potenciais de repouso da membrana séo similares aos
reportados para outros neurénios induzidos (Caiazzo et al., 2011; Son et al.,
2011; Vierbuchen et al., 2010). Os neurdnios induzidos apresentaram resisténcia
de entrada em média 935Mohm nas células reprogramadas com Sox2 e Ascll e
495Mohm nas células reprogramadas com Sox2 e Neurog2 (Tabela 2), valores
elevados de resisténcia de entrada foram descritos para neurdnios
reprogramados a partir outras células (Chanda et al., 2014; Karow et al., 2012;
Son et al., 2011; Vierbuchen et al., 2010).

Além disso, pelo menos uma célula em cada condicdo experimental
apresentou quedas de voltagens consistentes com presenca de influxo de
correntes do tipo “hyperpolarization-activated current Iy” (célula 1 reprogramada
com Sox2 e Ascll — figura 26, e célula 2 reprogramada com Sox2 e Neurog2 —
figura 28), a presenca de correntes Inh € um forte indicativo de que as células
adquiriram uma identidade de neurénios maduros (Battefeld et al., 2012; Vasilyev
e Barish, 2002).

6. Comparacéo dos trabalhos de reprogramacéao direta em neur6nios com o
NOSso
Diversos estudos tém demonstrado a reprogramacdo direta de células
humanas em neurbnios funcionais. Novas metodologias de reprogramacao
celular estdo sendo investigadas para acelerar o processo de maturacéo

neuronal e aumentar a eficiéncia na geracao de populacbes homogéneas quanto
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ao subtipo neuronal induzido (Broccoli et al., 2015). A utilizacdo de pequenas

moléculas que ativam vias de sinaliza¢des relacionadas com o desenvolvimento

das células neurais tem se tornado uma ferramenta eficaz neste sentido

(Ladewig et al., 2012; Liu et al., 2013). Além disso, alguns trabalhos incluiram

microRNAs (RNA nao codificante envolvido com controle da expressao génica)

com altos niveis de expressao no cérebro de vertebrados e modificadores

epigenéticos, como o VPA (acido valpréico, um inibidor de histona deacetilase),

no conjunto de fatores utilizados para induzir a reprogramacao neuronal e

aumentar a eficiéncia da reprogramacao (Victor et al., 2014; Yoo et al., 2011).

Para facilitar a comparagéo do presente trabalho com os demais trabalhos

disponiveis na literatura, nés compilamos os principais resultados dos estudos

com reprogramacao direta de células humanas em neuronios funcionais (tabela

Resumo dos trabalhos com reprogramacao direta de células humanas em diferentes subtipos neuronais
Exprdessao Sinapses Pequenas Pureza do
Célula Fenotipo Fatores de Co-cultivo Map2/gill funcionais moléculas e Eficiéncia da subtino Referéncia
reprogramada adquirido reprogramac&o (temp o em (tempo em fatores reprogramacéo neuro’;al
dir;s) dias) neurotroéficos
65% (Bll1+/total .
Fibroblasto p6s- SIEW% ) ch's/gj/gag?—edg%li:o,
natal - < oV '
Sem 23 47-51 CAMP, SB- (BI!If/(_:e]ulas 5%
iniciais) S )
Neurdénio 431542, serotoninérgico (Ladewig
ASCL1 e NGN2 noggin, LDN- (2 experimentos) etal.,
Sangue do Aeileke) 66% (BlII+/total) 200
corddo umbilical Sem 44 4‘,‘ =5 Gl eielorz) 105% ND
células) .
(BllI+/células
iniciais)
Fibroblasto p6s- Neurénio L "
il Ctéltur? prlmtarla 35 42-84 89% b9(,) %
Ctip2, DIx1, DIx2, Bl VPA, dbc-AMP, gabacigicos (Victor et
Mytl1, miR-9/9, Transplante no . (i RN = al., 2014)
Fibroblasto Neuronio miR-124 estriado de 112 (apés 3 86% ’
adulto camundongo (PO- LEREY Ui e abaérgicos
1) 9 n=7 células) 9 9
Neurdnio n 90%
Fibroblasto fetal ~ glutamatérgico e Astrocito ou lutamatérgico e
i NGN2 neurdnios 12-21 >50 Forskolin, 95% g 1% gabagrgico
corticais Dorsomorphin ) &g (Liu et al.
SDNE N'[I)'3 ' 90% colinérgico 2013) )
Fibroblasto p6s- Neurdnio GDNF,’ FGFZ’ 86.3%
natal e NGN2 e SOX11 ND 21 ND 77-93% i i
P colinérgico
Fibroblasto p6s- Neurdnio ASCL1, BRN2,
natal dopaminérgico MYTI1L, LMXI1A, Sem 12-20 28 Sem 7% 10%
) FOXA2 (Pfisterer
b Moo 2ot
embrionario gabaérgico MY’TlL ! Sem 24 30-32 Sem 16% Mista
Fibroblasto fetal Neu‘rofuo- ASCL1, NGN2, R (Liu et al
dopaminérgico SOX2, NURR1, Sem 20 ND Shh e FGF-8 2% Dopaminérgico 2012) h
PITX3
Fibroblasto fetal Neurdnio ASCL1. BRN2 Neurdnios ny ®
2 — i ! s t
e pés-natal glutamatérgico MYTAL, corticais de 14 28-35 Sem 2-4% o ang e
NEUROD1 camundongo glutamatérgico al., 2011)
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Expresséo

Célula Fenotipo de Sinapses Pequenas o Pureza do
reprogramada adquirido o Fregorr;;geéo Co-cultivo Map2/gill I:’er:ﬁ'oong'nf m‘;ﬁgffj e reEf'rg' er”;r;]aadgo subtipo Referéncia
Prog ¢ (tem_po em digs) neurotroficos prod ¢ neuronal
dias)
Fibroblasto pds- Neur6nio 44%
natal glutamatérgico 18 30 i 4-8% glutamatérgico
BRN2. MYTIL Noggin, bFGF, 8% gabaérgico (Ambasud
Fibroblasto miI’?—124 ’ Sem forkolin, BDNF, han et al.,
Neurdnio GDNF 2011)
adulto 18 25 6% ND
Fibroblasto pos- NS
p glutamatérgico e 80% (10% do
natal baérai 28 35-56 ndmero de
gabaérgico ASCL1, MYTILL, Glia de VPA, bFGF, células iniciais) (Yoo et al
_ NEUSOI_DZ, miR- camundongo dbc AMP, ND 2011)
Fibroblasto Neurdnio 9/9*, miR-124 BDNF, NT3
adulto 42 42 D (=il
experimento)
) Neurénio (Caiazzo
Fibroblasto fetal 4 aminérgico ek gL Sem 18 24 Sem 10% 6% TH etal.,
Nurrl 2011)
Fibroblasto fetal Neurdnio Astrécito e
Ascll hipocampo de 22 ND Sem ND Glutamatérgico ((allha;gla;t
camundongo v
Fibroblasto fetal Neurdnio motor Brn2, Ascll, Mytdl, (Son et al.
Lhx3, Hb9, Isl1, Sem 30 30 Sem ND ND 2011) !
Ngn2, Neurod1
Fibroblasto Neurdnio _ (Blanchard
derivado de iPS sanEaiEl Brn2 e Ngn2 ou Sem 14 >14 BDNF, NGF, 10% Glutamatérgico sl
Ngn1 GDNF e sensorial 2015)
Neurdnio
Fibroblasto fetal lutamatérgico e BDNF, GDNF, argi
g = Ascl1, Brn2, Mytil Células gliais 15 48-90 CHIR99021, 3% OIETEILAGIEE
gabaérgico SBA31542 e gabaérgico (Pereira et
LDN-193189, al., 2014)
Fibroblasto fetal Neurdnio Ascll, Brn2, Mytl1, ’ o dbc-APM, AA, o
d L Lmx1a, 1b, FoxA2, Células gliais 12 ND AR ND Dopaminérgico
opaminérgico Otx2
Fibroblasto Neurénio S T 20p -
adulto Sox2, Ascll, Mytl1 Sem >21 >30 GDNi: NT3’ 10-15% glutamatérgico ;I azr:)glz;
! 5% gabaérgico o
Pericito Neurdnio 4
Sox2 e Ascll SR a Ol 35-42 39-47 Sem 28% ND (bl
camundongo al., 2012)
Fibroblasto Neurdnio - BDNF, CNTF, (Wainger
adulto Nani I’SIZyTKI%7 ND ND ND GDNF, inibidor 5% ND etal,
gnt, sl de TGFB 2014)
Célula—trqnco o FURA— 49% (Sox2 e
mesenquimal Neurdénio Sox2 e Ascll ou " 15 16-23 Sem Ascll) ND Nosso
humana Sox2 e Ngn2 p p 34% (Sox2 e trabalho
camundongo Ngn2)

Tabela 3: Resumo dos trabalhos com reprogramacdo direta de células humanas em
neurdnios. ND — nédo foi descrito, BDNF — brain-derived neurotrophic factor, CNTF — ciliary
neurotrophic factor, GDNF — glial cell line-derived neurotrophic factor, NGF — nerve growth fator,
TGFB — transforming growth factor beta 1, NT3 — neurotrofina-3, AA — acido ascorbico, AR —
acido retinoico, bFGF — Basic fibroblast growth factor, doc AMP — dibutyryl adenosine 3:5-cyclic
monophosphate, Shh — sonic hedgehog, cAMP - adenosina monofosfato ciclico, SB-431542 —
inibidor de ALK (activin receptor-like kinase receptors), noggin — antagonista de BMP (bone
morphogenic protein), LDN-193189 — inibidor do receptor de BMP (ALK2), CHIR99021 — inibidor

de GSK-3pB (Glycogen synthase kinase 3), VPA — 4cido valprdico, TH — Tirosina hidroxilase.

No presente trabalho, n6s demonstramos a reprogramacao direta das

CTM isoladas do corddo umbilical de humanos em neurdnios funcionais. Estas

células passaram a expressar marcadores neuronais apds 15 dias da expressao

dos genes pro-neurais (cerca de 40%),

e adquiriram propriedades

eletrofisiolégicas de neurdnios maduros entre 16 e 23 dias. Comparando nossos
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resultados com os demais trabalhos, as células-tronco mesenquimais humanas
reprogramadas adquirem maturidade neuronal mais rapidamente do que as
demais células estudadas (pericitos e fibroblastos).

Outra importante observacao que pode ser inferida a partir desses dados
e do nosso trabalho € a presenca de co-cultivos durante reprogramacao das
células humanas em neur6nios, seja com células gliais ou neurdnios (Chanda et
al., 2014; Karow et al., 2012; Liu et al., 2013; Pang et al., 2011, Pereira et al.,
2014; Victor et al., 2014; Yoo et al., 2011). Isso evidencia a importancia de células
neurais na sobrevivéncia e maturacao dos neurénios induzidos. Neste sentido,
outra estratégia que tem sido usada nos trabalhos de reprogramacéo direta em
neurdnios é a utilizacdo de fatores neurotroficos, como BDNF, GDNF, CTNF, NT-
3, NGF, bFGF e FGF-8 (Ambasudhan et al., 2011; Blanchard et al., 2015; Liu et
al., 2013, 2012; Pereira et al., 2014; Victor et al., 2014; Wainger et al., 2014;
Wang et al., 2014; Yoo et al., 2011). N6s ndo adicionamos esses fatores nas
condicdes de cultivo das CTM reprogramadas porém eles podem estar sendo
produzidos e liberados pelas células neurais do co-cultivo, promovendo assim a
sobrevivéncia dos neurénios induzidos.

A maioria dos estudos publicados com células humanas utilizou
fibroblastos isolados de recém-nascidos ou feto, o que pode ser uma limitacao
visando a utilizacao dessas células para uso em transplantes autélogos e para o
desenvolvimento de modelo de doencas neuroldgicas. Neste sentido as hCTM
apresentam como vantagem maior plasticidade celular, facilidade durante o
isolamento sem riscos para 0 paciente e atualmente estas células estédo
disponiveis em diversos bancos de células.

Os unicos trabalhos publicados com reprogramacéo de células do cordéo
umbilical humano em neurénio foram realizados de forma indireta, passando por
estagios intermediarios de diferenciacdo (Giorgetti et al., 2012; Ladewig et al.,
2012). O trabalho de Giorgetti e colaboradores (2012) demonstrou a converséo
de células do sangue do cordao (célula-tronco hematopoiética CD133+) em
progenitores neurais através da expressao ectopica de SOX2 e c-Myc, com esta
metodologia foram necessérios 7-9 semanas em cultivo para obtencdo de
neurdnios. Apesar do trabalho de Ladewig e colaboradores descrever um
meétodo de reprogramacéo direta em neurdnios a partir de fibroblastos ou células

do corddo umbilical, mediante expressdo de Ascll e Neurog2, seus dados
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arguem contra esta ideia pois sao obtidas eficiéncias de reprogramacao maiores
do que 100% considerando o numero de células iniciais, o que indica proliferacéo
celular durante o cultivo. Além disso, sao necessarios mais do que 6 semanas
para obtencdo de neurdnios. No nosso trabalho, nés observamos que apdés a
expressdo de genes pro-neurais as hCTM do corddo umbilical rapidamente
comecam a adquirir mudancas morfoldgicas consistentes com aquisicdo do
fendtipo neuronal e foram necessérios apenas 2-3 semanas para obtencdo de
neurénios funcionais. Esses resultados sugerem que as hCTM foram
reprogramadas diretamente em neurbnios, sem passar por estagios
intermediarios. Porém, a fim de confirmar esta hipGtese, sdo necessarias
andlises diretas acerca da proliferacdo celular ao longo da reprogramacéao
dessas células, como por exemplo, através da incorporacdo de um analogo de
timina (como o BrdU) nos primeiros dias da reprogramacao celular ou da
realizacdo de video microscopia de tempo intervalado.

A reprogramacao direta em uma populacdo homogénea de determinado
subtipo neuronal tem se tornado um dos maiores desafios dessa metodologia.
Os fatores necessarios para a reprogramacao em subtipos neuronais especificos
ainda nao foram elucidados e, principalmente, estes fatores parecem variar
dependendo da célula a ser reprogramada e da espécie em questdo (Broccoli et
al., 2015). Neste sentido, experimentos estdo sendo conduzidos atualmente em
nosso laboratorio para avaliar os fendtipos dos neurénios gerado a partir da
reprogramacdo das hCTM com diferentes combinac¢des de genes pré-neurais,
Sox2 e Ascll ou Sox2 e Neurog2.
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VI. CONCLUSAO

No presente estudo, nos descrevemos a primeira evidéncia de
reprogramacao direta de CTM do corddo umbilical humano em neurbnios
funcionais. N6s demonstramos um método de reprogramacéo rapido e eficiente
para geracao de neurdnios humanos funcionais in vitro.

Nés demonstramos que (1) as células isoladas da medula 6ssea de
camundongos apresentam alta capacidade de renovacdo e sdo capazes de
gerar células de tecidos mesodérmicos e, portanto sdo ceélulas-tronco
mesenquimais; (2) a combinacdo de genes pro-neurais, Sox2 com Ascll ou
Neurog2, e a presenca de células neurais é capaz de induzir a reprogramacao
das CTM humanas e de camundongos em neurénios; (3) ap0s a expressao
desses fatores de transcricdo as CTM expressam marcadores neuronais, como
Blll-tubulina e Map2; e por fim, (4) que os neurdnios induzidos a partir das hCTM
apresentam propriedades eletrofisiologicas de neurénios maduros.
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