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1 RESUMO

As células tronco mesenquimais de tecido adiposo (MSCs-TA) sao células
progenitoras que residem entre adipécitos e contribuem para o turnover do tecido
adiposo. Gangliosidios sao glicoensfigolipidios localizados na membrana das
células, envolvidos na regulacdo do crescimento celular, interacdo de superficie,
sinalizacdo transmembrana e diferenciacdo celular. O gangliosidio neural GD2 foi
relatado como um marcador de superficie de células tronco mesenquimais de
medula 6ssea e corddo umbilical, mas existem poucos dados sobre a expressao do
GD2 em MSCs-TA indiferenciadas e nas diferenciadas para adipdcito ou
osteoblasto. Nosso principal objetivo foi estudar a expressdo de gangliosidios nas
MSCs-TA, em especial o GD2, durante a diferenciagcdo adipogénica e osteogénica.
Para isso, as MSCs-TA foram isoladas de lipoaspirado humano, cultivadas e
induzidas para diferenciacdo adipogénica e osteogénica. As analises foram feitas
por HPTLC, microscopia confocal, citometria de fluxo e PCR em tempo real. Por
HPTLC, as MSCs-TA indiferenciadas e MSCs-TA diferenciadas para adipécitos e
osteoblasto mostraram aumento do perfil de gangliosidios complexos. A microscopia
confocal evidenciou os gangliosidios GM3, GM1 e GD2 na superficie das células e,
por citometria de fluxo, identificamos uma subpopulacdo de células GD2 positivas
nas MSCs-TA e MSCs-TA diferenciadas para adipdcito ou osteoblasto. Entretanto, o
percentual de células GD2 positivas decresceu com a diferenciacéo. A expressao do
MRNA da GD2 sintase aumentou na diferenciacdo adipogénica e diminui na
diferenciacédo osteogénica. O GD2 é um substrato para a biosintese de gangliosidios
complexos e 0 aumento da expressédo da GD2 sintase pode estar relacionado com o
aumento de gangliosidios complexos que ocorre durante a diferenciacéo
adipogénica.

Palavras chaves: MSCs-TA, diferenciacdo, gangliosidios , GD2



2 ABSTRACT

Mesenchymal Stem Cells from Adipose Tissue (MSCs-TA) are progenitor cells that
reside between adipocytes, and contribute to the turnover of adipose tissue.
Gangliosides are glycosphingolipids localized in cell membrane, involved in cell
growth regulation, surface interaction, transmembrane signaling and differentiation.
The neural ganglioside GD2 has been reported as surface marker for MSCs from
bone marrow and umbilical cord, but sparse data exist about the expression of GD2
in MSCs-TA and during the differentiation to adipocytes and osteoblast. Our aim was
to study the expression of glangliosides, in special of GD2 in MSCs-TA and during
the adipogenic and osteogenic differentiation. Thus MSCs-TA were isolated from
lipoaspirate, cultured and induced to adipogenic and osteogenic differentiation. Then,
we examined the gangliosides expression by HPTLC, confocal microscopy, flow
citometry and real-time PCR. By HPTLC, the MSCs-TA and MSCs-TA differentiated
into adipocytes and osteoblast demonstrate an increased complex gangliosides
profile. The confocal microscopy showed the presence of GM3, GM1, and GD2 on
the cell surface. By the flow cytometry, we identified a GD2 positive subpopulation in
MSCs-TA and in MSCs-TA differentiated to adipocytes and osteoblast. However, the
percentage of GD2 positive cells decreased with the differentiation. The expression
of GD2 synthase mMRNA increased during the adipogenic differentiation and
decreased in osteogenic differentiation. GD2 is a substrate for the complex
gangliosides biosynthesis, and the increase in GD2 synthase expression could be
related with the increase in complex gangliosides that occurs during the adipogenic
differentiation.

Key words: MSCs-TA, differentiation, gangliosides , GD2



3 LISTA DE ABREVIATURAS

CD - Marcadores de diferenciacao de superficie celular

CEP - Conselho de ética em pesquisa

CFU-F - Unidades formadoras de colbnia de fibroblastos

DIC - Contraste diferencial de interferéncia

FACS - Separacao celular ativada por fluorescéncia

FDC-P1 - Linhagem precursora mieléide dependente de fator

FITC - Isotiocianato de fluoresceina

GSLs - Glicoensfigolipidios

hMSCs-TA - Célula tronco mesenquimal de tecido adiposo humano
HPTLC - Cromatografia em camada delgada de alta performance
HSCs - Célula tronco hematopoiética pluripotente

HsTBP- Proteina de ligacdo a TATA-Box

HUCFF - Hospital universitario Clemente Fraga Filho

ISCT - Sociedade internacional para terapia celular

MSCs - Células tronco mesenquimais

MSCs-MO - Células tronco mesenquimal de tecido de medula 6ssea
MSCs-UC - Células tronco mesenquimal de tecido de corddo umbilical
POH - Heteroplasia progressiva 0ssea

PPARY - Receptor ativador da proliferagéo de peroxissomos gama
SPT - Enzima serina palmitoil transferase

SSC - Disperséo lateral

SSEA - Antigenos embrionarios especificos



INTRODUCAO

4. 1 Células Tronco Mesenquimais

O termo mesenquima descreve tecidos de origem mesodérmica embrionaria que
originam o sistema musculo-esquelético, sanguineo, vascular, urogenital e tecido
conjuntivo (incluindo a derme) (PROCKOP, 1997; NARDI & MEIRELES, 2006;
SETHE et al, 2006). No entanto, as células sanguineas derivam de uma populacéo
distinta das células tronco hematopoiética (HSCs) presentes na medula 6ssea, 0 que
confere ambiguidade ao termo mesenquimal. Na pratica as células tronco
mesenquimais (MSCs) sdo um grupo heterogéneo de células estromais nao
hematopoiéticas multipotentes capazes de se diferenciar em linhagens celulares
mesodérmicas e ndo mesodérmicas como: adipdécitos, ostedcitos, condrécitos,

midcito, neurdnios e astrécitos in vitro e in vivo (Figura 1) (GIORDANO et al, 2007).
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Figura 1: Potencial de diferenciagdo em multiplas linhagens da MSCs: As MSCs séo capazes de
proliferar intensamente antes da diferenciagcdo em varios tipos de tecidos mesenquimais e tipos
celulares, como: ossos, cartilagem, musculo, estroma, tendao e tecido adiposo (Retirado de CAPLAN
& BRUDER, 2001).

As MSCs possuem capacidade de autorrenovacgao, ou seja, Sao capazes de se
multiplicar mantendo seu estado indiferenciado. Essa caracteristica proporciona uma
reposicdo tecidual constante e quando necessario, apos sinais do microambiente,
essas células dao origem a progenitores comprometidos que gradualmente integram
o tecido (NARDI & MEIRELES, 2006). Les6es teciduais também podem ativar este
processo. O modelo ndo exclui a existéncia de células tronco tecido especifico,
entretanto se sugere que a aparente diversidade de uma porcéao de ceélulas tronco
pos-natal pode ser atribuida a MSCs locais que se comportam como células tronco
tecido especificas. Sendo assim, acredita-se que células tronco presentes nos
diferentes tecidos tenham papel regenerativo, principalmente, quando estes sofrem

lesé@o ou injuria (FODOR, 2003).
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A medula 0ssea é uma das fontes mais conhecidas e bem estudadas tanto de
células tronco hematopoiéticas (HSCs) como de células tronco mesenquimais. O
microambiente da medula 6ssea prové elementos que suportam hematopoiese e
homeostase Ossea. Este microambiente inclui uma populacdo heterogénea de
células: os macréfagos, fibroblastos, adipécitos, osteoprogenitoras, células
endoteliais e células reticulares. Estas populacdes do estroma sdo mantidas por uma
populacdo de células tronco mesenquimais (PROCKOP, 1997; PITTENGER et
al,1999). Assim, a medula éssea é o Unico 6rgdo conhecido onde duas populacdes
de células tronco adultas (hematopoética e mesenquimal) ndo s6 co-existem, mas
cooperam (BIANCO et al, 2001). As propriedades das células tronco mesenquimais
de medula 6ssea foram descritas primeiro por Friedenstein (1968) que padronizou o
isolamento, caracterizou como células clonogénicas, aderentes em cultura de
monocamada e as denominou CFU-Fs - Unidades Formadoras de Coldnia de
Fibroblastos (FRIEDENSTEIN et al, 1974)

As primeiras e subseguentes pesquisas descreveram as MSCs de medula 6ssea
humana e murina, mas células similares tém sido isolados de diferentes espécies e
tecidos adultos tais como: corddo umbilical, tecido adiposo, figado, membrana
sinovial, pele, liquido amnidtico, placenta, polpa dentaria (KEATING, 2006).

Células isoladas da medula e outras fontes sdo amplamente denominadas tronco
mesenquimais. Entretanto, o reconhecimento das propriedades biolégicas dessa
populacdo parece nao encontrar um critério geral aceito para atividade de célula
tronco, gerando uma denominacao cientifica inadequada e potencialmente confusa
para o publico leigo. Para esclarecer a terminologia e a inconsisténcia entre
nomeclatura e propriedades biolégicas, a International Society for Cellular Therapy

(ISCT), sugere que ceélulas aderentes ao plastico semelhantes a fibroblastos,
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independente do tecido do qual foram isoladas, sejam denominadas célula
mesenquimal estromal multiponte. O termo célula tronco mesenquimal (MSC) deve
ser usado somente quando os critérios, estabelecidos pelo ISCT para caracterizar

uma MSC sejam demonstrados (HORWITZ et al, 2005).

4.1.1 Critérios que caracterizam as MSCs:

1- Aderéncia ao plastico sob condi¢Bes padréo de cultura

2- A Expressédo de CD105, CD73, e CD90 e perda da expressdo de CDA45,
CD34, CD14b ou CD11b, CD79 ou CD19 e HLA-DR
3- Apresentar capacidade de diferenciacdo para osteoblasto, adipocito e

condrocito in vitro.

4.2 Células Tronco Mesenquimais de Tecido Adiposo Humana (hMSCs-TA)

O tecido adiposo deriva da camada mesodérmica do embrido e possui
desenvolvimento tanto pré como pos-natal. Em humanos, microscopicamente, as
primeiras evidéncias de adipécitos ocorrem durante o segundo trimestre. Em
embrides suinos, anticorpos monoclonais tém identificado pré-adipocitos entre os
dias 50 a 70 de gestacdo. Isto coincide com o aparecimento de células fibroblasticas
contendo abundante reticulo endoplasmético, citoplasma com alta relacdo
nacleo/citoplasma, localizagdo perinuclear das mitocndrias e a presenca de
vacuolos lipidicos. Com a maturacdo, os adipécitos exibem acumulo de lipidios
unilocular e multilocular. A localizagdo das células progenitoras adipogénicas, a
origem e a correlagdo com as células endoteliais, pericitos ou compartimento

estromal permanece controversa e por ser comprovada. Certamente, pré-adipocitos
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e células endoteliais compartilham antigenos de superficie, consistente com uma
origem comum (GIMBLE et al, 2007).

Os adipocitos apresentam uma grande dimensao (diametro de 50-130 um) e
constituem mais de 90% do volume do tecido adiposo, contudo, representam menos
de 50% das células desse tecido (SUGA et al, 2008). Devido a rica microvasculatura
do tecido adiposo, os adipécitos mantém contato com os capilares, MSCs-TA,
células do endotélio vascular, pericitos, fibroblastos, macrofagos e matriz
extracelular (YOSHIMURA et al, 2006).

Desde a descoberta da leptina, o tecido adiposo é reconhecido como o maior
orgao enddcrino. Além de glicerol, acidos graxos, leptina e adiponectina liberados
pelos adipdcitos, tém sido demonstrado que a maioria das adipocinas inflamatorias
sdo liberadas por macréfagos residentes no tecido adiposo e pelas MSCs-TA
(TRAYHURN et al, 2008).

Algumas patologias humanas sustentam o conceito que o tecido adiposo contém
células progenitoras multipotentes. Criancas com uma doenca rara conhecida como
Heteroplasia Progressiva Ossea (POH) apresentam como sintomas a formacédo de
0SS0 ectopico no tecido adiposo subcutaneo. Andlises histolégicas desta patologia
demonstram a presenca de osteoblastos e condrécitos junto a adipdcitos. A POH é
um defeito hereditario autossdmico dominante associado a mutacdes no gene
responsavel pelo acoplamento de receptores hormonais transmembrana com a
adelinato ciclase (GNAS1). Através do estudo deste erro metabdlico inato, foi
demonstrada a potencialidade das MSCs-TA, para diferenciacdo adipogénica,
osteogénica e condrogénica (KAPLAN et al, 1994).

Véarios tumores de tecidos moles fornecem evidéncias adicionais para a

existéncia de MSCs-TA. Lipoma e lipossarcoma sdo o diagnéstico mais comum de
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tumores de tecidos moles. Freqilientemente, estes tumores ocorrem nos tecidos
subcutédneo ou adiposo visceral e proliferam lentamente. O receptor ativador da
proliferacdo de peroxissomos gama (PPARYy), associado a diferenciagédo terminal de
adipdcitos, pode ser encontrado em todos os graus histologicos de lipossarcomas.
Ligantes de PPARy incluem compostos naturais (acidos graxos de cadeia longa e
prostaglandinas) e sintéticos (tiazolidinedionas). In vitro, esses agentes podem
induzir células de lipossarcoma a se diferenciarem em adipécitos (DEBROCK et al,
2003). Como base nessas observacdes, médicos tém usado tiazolidinediona por via
oral para tratar pacientes com lipossarcoma, o que reduz a proliferacdo celular e
aumenta a expressao de genes marcadores de adipécitos. Embora néo tenha sido
comprovada a eficacia dos ligantes de PPARy como quimioterapicos para pacientes
com lipossarcoma, € consistente a hipotese de que lipossarcomas derivam de uma
célula-tronco progenitora (TONTONOZ et al, 1997).

O excesso de tecido adiposo é considerado um estado patolégico que esta
associado a um maior risco de doencas cardiovasculares, a diabetes mellitus tipo 2
(DMT2), hipertensao arterial e alguns tipos de cancer (BENDER, 2006). Em todo o
mundo, a incidéncia de individuos com sobrepeso e obesidade tem crescido a taxas
alarmantes. Varios fatores podem contribuir para esta epidemia na genética,
epigenética e em nivel de comportamento. A obesidade é a maior evidéncia da
existéncia de ceélulas-tronco dentro do tecido adiposo. Modelos in vivo de
adipogénese sugerem que o0s adip6citos maduros sdo células terminais
diferenciadas com capacidade limitada para a proliferacdo e replicagao
(CORNELIUS et al, 1994). Estudos com marcadores radioativos mostraram que a
taxa de turnover para essas células dentro do tecido adiposo varia entre 6 a 15

meses em seres humanos e roedores (STRAWFORD et al, 2004). Presumivelmente,
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uma populacdo de células tronco dentro do tecido adiposo é responsavel por
substituir adipdécitos maduros através da vida do individuo.

Alguns cientistas propuseram que um mecanismo homeostatico ou "adipo-
homeostatico” mantém o volume total de tecido adiposo em um nivel constante.
Apos rapida perda de peso resultante de dieta, exercicio, ou lipoaspiracdo, o
mecanismo "adipo-homeostatico” é responsavel pelo retorno ao nivel inicial do
volume total de tecido adiposo de um individuo (CONE, 1999). Por exemplo, a
remocao cirargica de tecido adiposo subcutaneo em ratos desencadeia a formacao
de tecido adiposo novo (FAUST et al, 1977). Isso ndo ocorre somente através de um
aumento no volume pré-existente de adipdcitos, mas também através da geracéo de
novos adipdcitos a partir de um progenitor ou grupo de células-tronco. Estes
precursores sdo comprometidos com a linhagem adipogénica por influéncia da
populacdo vascular estromal do tecido adiposo e adipdécitos hipertrofiados, mas
ainda ndo expressam marcadores de diferenciacéo terminal. O fenétipo de adipdcito
resulta da subsequente ativacdo de fatores de transcricdo adipogénicos (Figura 2)

(OTTO & LANE, 2005).
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Figura 2: Principais fases da diferenciacdo adipogénica de MSC. Comprometimento das células
tronco multipotentes para a linhagem adipogénica que origina o pré-adipécito. Exposicao do pré-
adipdcito a indutores apropriados — desencadeia a expansdo mitética clonal. Apds, ocorre a
diferenciagdo terminal com a ativacao de fatores de transcricdo adipogénicos. (Retirado de OTTO &
LANE, 2005).

Diversos grupos de pesquisa investigam o imunofenético de superficie das
MSCs-TA humanas e de outras espécies. O perfil de expressdo muda com o tempo
de cultura, nimero de passagens e aderéncia ao plastico (MITCHELL et al, 2006).
Apesar de algumas diferencas no isolamento e metodologia de cultivo, o

imunofendtipo é relativamente constante entre os grupos de pesquisa (Tabela 1).
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Tabela 1: Marcadores de superficie para as MSC (ZUK et al.,, 2002; MICHELL et al., 2006;
MCINTOSH et al., 2006 in GIMBLE et al. 2007).

Marcadores

Marcadores positivos

Marcadores negativos

Moléculas de adeséo

Receptores

Enzimas

Moléculas da matrix extracelular

Citoesqueleto

Hematopoiético

Cascata de complemento
Antigeno de Histocompatibilidade
Células Tronco

Células Estromais

CD29, CD49, CD54,
CD105, CD166

CD44, CD71

CD10, CD13, CD73,
Aldeido Desidrogenase

CD90, CD146, Colageno
tipo | e lll, Osteopontina,
Osteonectina

Actina de musculo liso,
Vimentina

CD55 ,CD59
HLA-ABC
CD34, ABCG2

CD29, CD44, CD73 CD90,
CD166

CD11b ,CD18, CD50,CD56,
CD62,CD9 CD104

CD16

CD14, CD31, CD45

HLA-DR

As MSCs-TA se assemelham as MSCs-MO e mesenquimais de musculo

esquelético (YOUNG et al, 1999). Comparacdes diretas entre MSCs-TA e MSCs-MO

demonstram um imunofenétipo 90% idéntico (ZUK et al, 2002). No entanto,

diferencas na expresséo de proteinas tém sido notadas entre MSCs-TA e MSCs-

MO. Por exemplo, a glicoproteina CD34 estad presente nas primeiras culturas de

MSCs-TA, mas ndo nas MSCs-MO (PITTENGER et al, 1999).

4. 3 Gangliosidios
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Glicolipidios sdo moléculas de lipidios ligados a um ou mais carboidratos. Uma
das caracteristicas notaveis de glicolipidios é a diversidade estrutural, até agora, 172
glicoesfingolipidios (GSLs) neutros, 24 GSLs sulfatados e 188 gangliosidios com
variacfes na cadeia de carboidratos tém sido relatados em tecidos de vertebrados e
orgaos. Sua complexidade pode aumentar quando variacées em seus componentes
lipofilicos séo levadas em consideracdo. Sdo encontrados em praticamente todas as
células de vertebrados e fluidos corporais e estdo localizadas principalmente, mas
nao exclusivamente, na membrana plasmatica. Sao classificados, conforme a
estrutura lipidica, em glicoesfingolipidios (contendo ceramida) e glicoglicerolipidios
(contendo glicerol) (YU et al, 2009).

Os glicoesfingolipidios sdo compostos por uma porcdo ceramida hidrofobica
ancorada no folheto extracitosolico da membrana celular e uma porcao glicidica
hidrofilica exposta para o espaco extracelular (MACCIONI et al, 2002). A porcao
ceramida, precursora da sintese de glicoesfingolipidios, € formada por uma base
esfingdide e um acido graxo. Sua sintese ocorre no folheto citosélico do reticulo
endoplasmatico através da formacdo de 3-cetoesfinganina pela enzima serina
palmitoil transferase (SPT). A partir da ceramida sao formados varios esfingolipidios
como: esfingomielina, glicosilceramida, galactosilceramida. A glicosilceramida pode
ser convertida em lactosilceramida sendo esta o anabolito mais importante para a
formacado de glicoesfingolipidios complexos. A lactosilceramida € substrato para a
formacao de esfingolipidios contendo unidades de acido N-acetilneuraminico (acido
sialico) denominados gangliosidios (LANGEVELD & AERTS, 2009). Por existir uma
grande variedade de gangliosidios uma nomenclatura foi desenvolvida por
Svennerholm (1963), um pioneiro na pesquisa sobre gangliosidios. De acordo com

esta nomenclatura, G representa gangliosidio, A para asialo, M-para monosialo, D-
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para disialo e T-para trisialo-gangliosidio. A lactosilceramida e cada um de seus

derivados sialilados servem como precursores de gangliosidios complexos da série

0, &, b e c (Tabela 2).

Tabela 2: Estrutura e nomenclatura dos gangliosidios baseado em Svennerholm (1963) (Adaptada de

YU et al, 2009)

Abreviacdo | Série | Estrutura

Asialo-GM1 asialo GalB1,3GalNAcB1,4GalB1,4GIcp1,1Cer

Fucosyl-GM1 Fuca1,2GalB1,3GalNAcB1,4(Neu5Aca2,3)GalB1,4GIcB1,1Cer

GM3 a Neu5Aca2,3,3Gal1,4GIcB1,1Cer

GM2 a GalNAcB1,4(Neu5Aca2,3)GalB1,4GIcB1,1Cer

GM1 a Galp1,3GalNAcB1,4(Neu5Aca2,3)GalB 1,4GlIcB1,1Cer

GDla a Neu5Aca2,3GalB1,3GalNAcB1,4(NeusAca2,3)GalB1,4GlcB1,1Cer

GalNAc-GDla | a GalNAcB1,4(Neu5Aca2,3)GalB1,3GalNAcB1,4(Neu5Aca2,3)GalB1,4GIcB1,1Cer

GTla a Neu5Aca2,8Neu5Aca2,3GalB1,3GalNAcB 1,4(NeuSAca2,3)GalB1,4GIcB1,1Cer

GT1aa a Neu5Aca2,3GalB1,3(NeubAca2,6)GalNAcB1,4(NeubAca2,3)GalB1,4GlcB1,1Cer

GD3 b Neu5Aca2,8Neu5Aca2,3GalB1,4GIcB1,1Cer

9-O-acetil- b Neu5,9Ac2a2,8Neu5Aca2,3Galp1,4GlcB1,1Cer

GD3

GD2 b GalNAcB1,4(Neu5Aca2,8Neu5 Aca2,3)GalB1,4GIcp1,1Cer

GD1b b GalB1,3GalNAcB1,4(NeuSAca2,8Neu5 Aca2,3)GalB1,4GlcB1,1Cer

GT1b b Neu5Aca2,3GalB1,3GalNAcB1,4(NeuS5Aca2,8Neu5 Aca2,3)GalB1,4GlcB1,1Cer

GQ1lb b Neu5Aca2,8Neu5Aa2,3GalB31,3GalNAcB 1,4(Neu5Aca2,8Neu5s
Aca2,3)GalB1,4GlcB1,1Cer

GQ1ba b Neu5Aca2,3GalB1,3(NeuAca2,6)GalNAcB1,4(NeuSAca2,8Neus
Aca2,3)Galb1,4GIcp1,1Cer

GT3 c Neu5Aca2,8Neu5Aca2,8Neu5 Aca2,3GalB1,4Glc1,1Cer

GT2 c GalNAcB1,4(NeubAca2,8Neu5Aca2,8Neu5 Aca2,3)GalB1,4GlcB1,1Cer

GTlc c GalB1,3GalNAcB1,4(Neu5Aca2,8Neu5Aca2,8Neub Aca2,3)GalB1,4GIcB1,1Cer

GQlc c Neu5Aca2,3Galf1,3GalNAcB1,4(Neu5Aca2,8Neus5Aca2,8Neu5
Aca2,3)GalB1,4GIcp1,1Cer

GP1c c Neu5Aca2,8Neu5Aca2,3GalB1,3GalNAcB 1,4(NeuSAca2,8NeubAca2,8NeuSAca2,3)GalB
1,4GIcp1,1Cer

SSEA-1 GalB1,4(Fuca1,3)GIcNAcB1,3GalB1,4GIcB1,1Cer

SSEA-3 GalB1,3GalNAcB1,3Gala1,4GalB1,4Glcf1,1Cer

SSEA-4 Neu5Aca2,3GalB1,3GalNAcB1,3Gala1,4GalB1,4GIcB1,1Cer
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As diferentes séries sdo caracterizadas pela auséncia (série 0), ou presenca de:
um (série a), dois (série b), ou trés residuos acido sialico (série ¢) unidos aos
residuos de galactose interna e ou da extremidade néo redutora do oligossacarideo

(TETTAMANTI & BASSI et al, 2003; LANGEVELD & AERTS, 2009)

(Figura3).
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Figura 3: Visdo esquematica do metabolismo de Glicensfingolipidios. G: Gangliosidio, A: Asialo-, M:
Monosialo-, D: Disialo- e T: Trisialo-gangliosidio (LANGEVELD & AERTS, 2009).

Os gangliosidios estédo localizados na face externa da membrana plasmatica

com a porc¢ao oligossacaridica voltada para a superficie celular e a por¢do ceramida

21



inserida na camada externa da membrana. Através dessa conformacdo os
gangliosidios sao posicionados para interagir com células vizinhas, matrix
extracelular, componentes do meio extracelular (MACCIONI et al, 1999;
TETTAMANTI &, BASSI et al, 2003). Estudos anteriores demonstram o envolvimento
dos gangliosidios na proliferacédo, diferenciacdo, crescimento, migracado e interacao
com toxinas e virus (ZELLER & MARCHASE, 1992; LLOYD & FURUKAWA, 1998).
Na membrana plasméatica os gangliosidios podem se reunir e interagir com
receptores, proteinas e colesterol formando microdominios de membrana que
participam do processo modulacéo de sinalizacéo celular.

A hipotese de microdominios de membrana foi formulada por Simons e Van
Meer (1988) e comprovada uma década depois através de estudos que
demonstraram o envolvimento dos gangliosidios com a atividade de receptores de
tirosinas quinase tais como: receptores para o fator crescimento epidermal (EGFR),
receptor para fator derivado de plaquetas (PGFR), receptor para fator de
crescimento de fibroblastos (FGFR), receptor para tisosina quinase A (trkA) e

receptor de insulina (LAUC & HEFFER-LAUC, 2006).

4.4. Gangliosidios e Células Tronco

Sabe-se que mudancas significativas no padrédo de expressédo de gangliosidios
ocorrem durante o desenvolvimento e diferenciacdo celular, sendo assim, o0s
gangliosidios tem sido frequentemente usados como marcadores de
desenvolvimento (YU et al, 2009).

Em células tronco embrionarias de camundongos de 14 dias, foi demonstrada a

expressdo dos gangliosidios GM3, GM1 e GD1la. Apos a diferenciacdo com acido
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retindico ocorre, aumento da complexidade e da expressédo de gangliosidios, com o
predominio do gangliosidio GD3 e dos gangliosidios sintetizados a partir dele
(KIMBER et al, 1993).

Glicoesfingolipidios neutros como: lactosilceramida, ceramida trihexosidio,
globosidio e o antigeno de Forssman tém sido identificados em células tronco
embrionarias. Na linhagem de célula tronco embrionaria H7, em estudos por
citometria de fluxo, foi revelada a presenca dos antigenos embrionarios especificos 3
e 4 (SSEA 3 e 4) da série globo dos glicoesfingolipios. Esses antigenos sdo down-
regulados durante a diferenciacdo com concomitante aumento dos gangliosidios
GD3, 9-O-acetil GD3 da série b e 0 GD2 da série ¢ (DRAPER et al, 2002)

Em células tronco neurais de camundongo e humanas, a expressdao do
gangliosidio GD2 foi detectada por citometria de fluxo. Outro estudo mostrou por
técnicas bioguimicas o predominio de_gangliosidio GD3 em células tronco neurais de
camundongo. Ja os gangliosidios da série a GM1 e GDl1a nado sédo detectados na
célula tronco neuronal mas sdo up-regulados na diferenciacdo (KLASSEN et al,
2001; YANAGISAWA et al, 2004).

Recentemente foi caracterizada a expressdo de gangliosidios em células tronco
de tumores cerebrais, como: gliomas, neuroblastomas, astrocitoma e
oligodendroglioma. Essas células tronco tumorais apresentam expressao de
gangliosidios GT3, GT2, GQlc da série c. Estes estudos demonstram que o0s
gangliosidios da série ¢ podem ser ferramentas Uteis na identificacdo de células
tronco tumorais (TCHOGHANDJIAN et al, 2009).

Em células tronco hematopoiéticas (HSCs), ndo foi observada a expressao de
gangliosidios, provavelmente pelo baixo percentual dessas células na medula 6ssea.

HSCs de camundongos constituem 0,004% do total de células mononucleares da
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medula 0ssea. Os gangliosidio GM3, GM2 e GD1la estdo expressos em MSCs de
polpa dentéria, essas células compartilham caracteristicas celulares e moleculares
com MSC-MO. Em ambas a diferenciacdo neuronal aumenta a expressao do
gangliosidio GD3 (OSAWA et al., 1996).

Progenitores de linfécitos de isolados da medula 6ssea de rato apresentam
22,8% de monosialogangliosidios, 17,7% de diasialogangliosidios, 15,8% de
sialogangliosidios, 19,3 % de trisialogangliosidios e 24,4% de tetrasialogangliosios.
A caracterizacdo molecular desses gangliosidios ainda nédo foi realizada (YAMAZAKI
et al., 2006). Em um estudo de nosso grupo de pesquisa foi demonstrado que a
linhagem precursora mieléide FDC-P1 apresenta baixas quantidades de GM3 que é
metabolizado para gangliosidios mais complexos das séries a e b. No mesmo
trabalho foi mostrado que o principal gangliosidio das FDC-P1 é o GM1 (ZIULKOSKI
et al, 2006).

As células tronco mesenquimais (MSCs) positivas para 0 antigeno SSE-4
isoladas de humanos e camundongos apresentam potencial proliferativo e
capacidade de diferenciacdo em adipdcito e osteoblasto. Além disso, andlises feitas
por citometria de fluxo e imunocitoquimica revelaram que o gangliosidio GD2 é
especificamente expresso em MSCs-MO e esta ausente em leucécitos CD45
positivos, células progenitoras hematopoiéticas CD34 positivas, células mieloides
CD33 positivas, linfocitos T CD3 positivos e linfocitos B CD19 positivos (MARTINEZ,
et al, 2007).

Dados recentes demonstram que células GD2 positivas, isoladas de medula
O0ssea, por beads magnéticas, apresentam caracteristicas de MSCs, como: a
morfologia, a aderéncia ao plastico e a multipotencialidade para diferenciar em

adipdcito, osteoblasto e condrdcitos. A presenca de células GD2 positivas em MSCs
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obtidas de outras fontes, como: tecido adiposo humano e corddo umbilical levou os
autores a propor o gangliosidio GD2 como um possivel marcador molecular para as

MSCs (MARTINEZ et al, 2007).

4.5 Hipoteses de trabalho

Com base no exposto acima, consideramos importante determinar as alteracées
na expressao de gangliosidios que acompanham a diferenciacdo de culturas de
hMSCs-TA em adipécitos e osteoblastos. Pretendemos determinar, se a exemplo do
descrito para as células mesenquimais de medula éssea (MSCs-MO) e células
mesenquimais de corddo umbilical (MSCs-UC), o gangliosidio GD2 pode ser

considerado como um marcador molecular para as MSCs-TA.

4.5.1 Objetivos Especificos

a) Estabelecer o perfil de gangliosidios em hMSCs-TA humanas indiferenciadas

e diferenciadas para adipdcitos e osteoblastos.

b) Verificar a presenca de células GD2 positivas nas hMSCs-TA e o

comportamento dessa populacdo durante a diferenciacdo adipogénica e

osteogénica.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Isolamento e cultivo
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As células foram obtidas de tecido adiposo humano através de lipossuccgao
eletiva no Servico de Cirurgia Plastica do Hospital Universitario Clementino Fraga
Filho (HUCFF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Os lipoaspirados foram obtidos em condi¢cées de assepsia, lavados com PBS e
tratados com 0,075% de colagenase tipo | em PBS por 30 min a 37°C.

A colagenase foi inativada com igual volume de DMEM com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e o material digerido centrifugado por 10 minutos. O pellet celular foi
suspenso em DMEM com 10% de SFB e cultivado em frasco de cultura
convencional. Apos 24 horas de cultivo as células em suspensado foram retiradas
com a troca de meio e as células mesenquimais obtidas por aderéncia ao plastico
(ZUK et al, 2002) (Figura 4).

As Culturas MSCs-TA em 12 passagem foram enviadas para o nosso laboratorio,

cultivadas em DMEM com 10% SFB e utilizadas a partir da 3° passagem.

Lipoaspirado

Figura 4: Processamento do lipoaspirado e isolamento das células tronco derivadas de tecido
adiposo (Adaptado de GIMBLE et al, 2007).
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5.1.1 Aspectos Eticos

Este trabalho faz parte do projeto "Interacbes Celulares no Microambiente

Hematopoético: Controle de Proliferacdo, Diferenciacdo e Migracdo de Células

Normais e Patolégicas” que foi aprovado com o namero 043/09 pelo Conselho de

Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ (CEP-

HUCFF) que exige o Termo de Consentimento Informado do paciente.

A implicacdo ética desse projeto € a obtencédo de material biologico de tecidos

humanos que, deve ser ressaltado, sédo descartados, ndo havendo, portanto, risco ou

prejuizo para 0s pacientes nem coletas destinadas somente a obtencdo de material

para pesquisa.

Neste trabalho foram utilizadas culturas de MSC-TA de 4 pacientes, conforme

tabela 3. Em todos os experimentos foram utilizadas culturas entre a 32 e a 62

passagem.

Tabela 3: Sexo, idade e local de coleta dos pacientes

Paciente Sexo Idade Local de coleta
1 Feminino 35 anos abddmen
2 Feminino 49 anos dorso
3 Feminino 43 anos abdémen
4 Feminino 39 anos lateral da coxa
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5.2 Ensaios de Diferenciacao

5.2.1 Diferenciacao adipogénica

Para a diferenciacado adipogénica, as células foram cultivadas em DMEM com
10% de soro fetal bovino (SFB), 10 uM de insulina, 1 yM de dexametasona e 200
MM de indometacina por 7, 14 e 21 dias (ZUK et al, 2002). A diferenciacdo foi
acompanhada por observacao diaria em microscopio de contraste de fase e pela

coloracdo das gotas lipidicas citoplasméticas com Oil Red O.

5.2.2 Diferenciacao Osteogénica

Para a diferenciacdo osteogénica, as células foram cultivadas em DMEM com
10% SFB, 50 uM de &cido ascérbico, 0,1 uM de dexametasona e 102 M de f-
glicerofosfato, por 7, 14 e 21 dias. A diferenciagéao foi acompanhada por observacéo
diaria em microscépio de contraste de fase e pela coloracdo dos depdsitos de célcio

com Alizarina Red S (ZUK et al, 2002).

5.2 3 Ensaio de formacédo de colonia (CFU)

As MSC-TA foram semeadas em baixa densidade (100 células/cm?) em placa de

34 mm/diametro. As colbnias foram fixadas com paraformaldeido 4% e coradas com

azul de toluidina 0,2%. O numero total de CFU foi contado apés 14 dias (BOCHEYV et

al, 2008).
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5.4. Ensaio de proliferacéao

As MSC-TA foram semeadas em triplicata na concentracdo de 1x10* células por
poco em placa de 24 pocos. O numero total de células foi contado em camara de

Neubauer apés 24, 48, 96, 144 horas de cultivo (JURGENS et al, 2008).

5.5 Isolamento e analise dos gangliosidios

Culturas semi-confluentes de MSCs-TA indiferenciadas ou diferenciadas para
adipdcitos e osteoblastos foram incubadas com 1 pCi/mL de [**C] galactose por 12
horas. Os lipidios foram extraidos com cloroféormio/metanol (2:1, v/v) (ZURITA et al,
2001) e os gangliosidios purificados em coluna Sep-pack C18. O eluato foi
submetido a HPTLC usando dois sistemas sucessivos: cloroférmio/metanol (4:1, v/v)
e cloroférmio/metanol/CaCl, 0,25% aquoso (60:36:8, v/v), segundo Nores (1994). As
bandas radioativas foram visualizados por autoradiografia, e quantificados por
densitometria usando o software Gene Snap do sistema de captura de imagens
Geliance 600 (PerkinElmer). Os padrbes co-cromatografados com as amostras,
foram visualizados por revelagcdo com Resorcinol-HCI (WILLIAMS & MCCLUER,

1980).

5.6. Andlise por citometria de fluxo

Para a analise por citometria de fluxo, foram utilizadas culturas de MSCs-TA
indiferenciadas e diferenciadas por 14 dias para adipoOcito e osteoblasto. As células

foram tripsinizadas e os pellets celulares suspensos em PBS gelado contendo 7% de
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soro de cabra na concentracdo de 1 x 10° células /mL. Ap6s, as células foram
incubadas com o anticorpo primario monoclonal murino anti-GD2 humano (clone
14.G2A, BD Bioscience) na diluicdo de 1:10 em PBS com 7% de soro de cabra ou
com anti-CD 117 humano FITC-conjugado. A suspensao celular foi incubada por 30
minutos a 4°C. A revelacdo da marcacdo com anti-GD2 foi feita com anticorpo
secundario anti- IgG murino produzido em cabra conjugado com Alexa Fluor 488
(Invitrogen) na diluicdo de 1:35, por mais 30 minutos. Como controle, células foram
marcadas apenas com anticorpo secundario.

A relacdo entre expressao de GD2 e a diferenciacdo adipogénica e osteogénica
foi determinada usando-se tecnologia FACS. O citofluorbmetro foi ajustado para
analisar a granulosidade citoplasmatica (SSC — Side Scatters) e a fluorescéncia no
canal FL1-H. A amperagem e a voltagem e foram ajustadas pelas células controle
(MSC-TA indiferenciadas, marcadas apenas com o anticorpo secundario).

Todas as analises foram realizadas em um citémetro de fluxo FACS Calibur (BD

Biosciences) usando o programa CellQuest (BD Biosciences).

5.7 Imunocitoquimica

Para os experimentos de imunocitoquimica as hMSCs-TA foram semeadas e
diferencidas sobre laminulas de vidro colocadas dentro de placas de cultura. Apos
as células foram fixadas em paraformaldeido tamponado 4% (v/v) por 30 min,
lavadas em PBS e bloqueadas com PBS/BSA 3% por 1 hora a 37° C. Os anticorpos
primarios utilizados foram: anti-GM3 sobrenadante de hibridoma (DH2), anticorpo
primario monoclonal anti-GD2 murino (clone 14.G2A). Os anticorpos secundarios

foram: anti-lgG murino produzido em cabra conjugados com Alexa Fluor 488 ou 555
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(Invitrogen) na diluicdo de 1:200. A marcacdo das células apenas anticorpo
secundario foi utilizada como controle.

Para marcar o GM1, as células foram incubadas com 10ug/mL da subunidade
da toxina colérica conjugada a FITC. A s goticulas de lipidios foram coradas com
solucéo Oil Red O em propilenoglicol por 10 min a 37°. As imagens foram obtidas no

microscopio confocal FluoViewTM FV1000.

5.8. PCR semi-quantitativo (sg-PCR)

O mRNA total das MSCs-TA nao diferenciadas e diferenciadas para
adipdcitos e osteoblastos por 7, 14 e 21 dias foi extraido utilizando-se o kit
RNAgqueos (livre de fenol/cloroférmio) (Invitrogen, USA) de acordo com as instrucdes
do fabricante. O cDNA foi sintetizado utilizando-se de 0,5 pg de RNA tratado com
DNAse | (Invitrogen, USA), utilizando-se o kit SuperScript Reverse Transcriptase
1% Strand System cDNA (Invitrogen, USA). Os primers utilizados foram: para o gene
de interesse GD2 sintase:_ 5’CCA ACT CAA CAG GCA ACT AC-3’ (forward) e 5’
GAT CAT AAC GGA GGA AGG TC-3 (reverse) e o para o gene constitutivo Tata Box
Binding Protein (HSTBP) 5 TGC ACA GGA GCC AAG AGT GAA--3'(forward) e

5’'CAC ATC ACA GCT CCC CAC CA-3’ (reverse).

As reacbOes de sg-PCR foram executadas em termociclador (Veriti, Applied-
Biosystems, USA) utilizando-se para a reacédo de PCR o kit Go Taq Colorless Master
Mix (Promega). As reacdes foram feitas em 25 ul contendo o cDNA e 100_pmol de
cada primer especifico (forward e reverse) nas seguintes condi¢cdes: 10_minutos a
95°C para ativacdo da Taq DNA Polymerase, 30 ciclos a 95°C por 30 segundos

(abertura da fita), 60°C por 30 segundos (anelamento) e 72°C por 30 segundos
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(extensdo). A anadlise e quantificacdo foi realizada em gel de agarose 1,5% e as
imagens obtidas no software Gene Snap do sistema de captura de imagens

Geliance 600 (PerkinElmer).

5.9 PCR em tempo real (q-PCR)

A extracdo do mRNA total, o tratamento com Dnase e a sintese do cDNA das
MSCs-TA indiferenciadas e diferenciadas para adipdcitos e osteoblastos por 7, 14 e
21 dias foi realizado como descrito para o PCR semi-quantitativo (sq-PCR). Os
primers utilzados foram os mesmos citados acima.

As reacgdes de g-PCR foram executadas em triplicata para cada amostra usando-
se termociclador (Step One Plus, Applied-Biosystems, USA) e o kit Power SYBR
Green PCR (Applied-Biosystems, USA). As reacfes foram feitas em 20 pl contendo
o cDNA e 100 pmol de cada primer especifico (forward e reverse) nas seguintes
condigbes: 10 minutos a 95°C para ativacdo da Taq DNA Polymerase, 50 ciclos a
95°C por 10 segundos, 60°C por 10 segundos (anelamento), e 72°C por 10
segundos (extensdo). A quantificacdo foi realizada através do método da curva
padrao ou o método do AACT (Livak et al, 2001) e o gene normalizador utilizado foi

0 HsTBP.

5.9. Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis utilizando Mann-Whitney
para comparar as hMSCs-TA diferenciadas por 7,14 e 21 dias para adipdcito e
osteoblasto com as hMSCs-TA indiferenciadas . As analises foram feitas usando o
programa SPSS (Statistical Package for the Social Science).
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6. RESULTADOS

Usando os protocolos descritos anteriormente isolamos e cultivamos MSCs-
TA de lipoaspirado humano. Com a finalidade de demonstrar que a fracdo vascular
estromal isolada dos lipoaspirados correspondia as MSCs-TA, inicialmente, foi
comprovada a capacidade de diferenciacdo, para adipécitos pela formacédo de
goticulas de lipidios coradas com Oil Red O (Figura 5b) e para osteoblastos pela
intensa formacao de precipitados de célcio, corados com Alizarina Red S (Figura 5c).
A capacidade clonogénica das MSCs-TA foi evidenciada no ensaio de formacéo de

colonias (CFU-F). Apéds 14 dias de cultura foram contadas 15 a 16 colénias por 100

células plaqueadas (Figura 6).

Figura 5: Ensaio de diferenciacdo (a) MSC-TA indiferenciada; (b) Diferencia¢do adipogénica de 21
dias das MSC-TA - gotas lipidicas coradas com Oil Red O (seta preta) (c) Diferenciagdo osteogénica
de 21 dias das MSC-TA- precipitados de calcio corado com Alizarina Red S (seta branca). Aumento
400x
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Figura 6: Perfil do CFU das MSC-TA. Apos 14 dias de cultura as CFU-F foram coradas com azul de
toluidina 0,2% (média de 15-16 col6nias por 100 células plaqueadas). Imagem representativa de trés

experimentos independentes. Aumento de 100x.

ApoOs comprovar a capacidade de diferenciacdo e o potencial clonogénico,
determinamos algumas caracteristicas imunofenotipicas das MSCs-TA. Como
esperado, as MSCs-TA foram negativas para CD117 e positivas para CD73 (dados
nao mostrados). Além disso, as MSCs-TA expressam o0 gangliosidio GD2 que
recentemente foi descrito como marcador de MSCs (Figura 7).

Marcacao para GD2

Controle

FL1-H FL1-H

Figura 7: Andlise por FACS da expressdo de GD2 por culturas de MSC-TA. Dot plots de SSC
(granulosidade, eixo y) versus FL1-H (fluorescéncia verde, eixo x). O eixo y (SSC) foi dividido em 4
regides de granulosidade crescente (Rlaté R4). O eixo x (FL1-H) corresponde a intensidade de
fluorescéncia. As células positivas para GD2 estdo distribuidas entre as regides R5 e R8. Controle,

MSC-TA incubadas apenas com o anticorpo secundario.
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No ensaio de proliferacdo observamos que numero de células triplica entre 24 e
96 horas de cultura. Apoés, a velocidade de proliferacdo diminui, alcancando um

platd entre 96 e 144 horas, quando as culturas atingem a confluéncia (Figura 8).
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Figura 8: Ensaio de proliferacdo das MSCs-TA. A proliferacéo foi avaliada por contagem das células
em camara de Neubauer, 24, 48, 96 e 144h ap6s a semeadura. O experimento foi realizado em
triplicata e os resultados estdo expressos como média + EP.

Os experimentos descritos acima comprovaram que apés a selecdo por
sucessivas passagens em cultura, a fracdo estromal vascular isolada dos
lipoaspirados humanos correspondia as MSCs-TA. Sendo assim, todos o0s
experimentos foram realizados com culturas entre a 32 e a 6% passagem que
apresentavam as caracteristicas de MSCs estabelecidas pela_International Society

for Cellular Therapy (ISCT).

O perfil e a andlise da expressao relativa dos gangliosidios presentes nas MSCs-
TA indiferenciadas e diferenciadas para adipdcitos e osteoblastos estdo mostrados
na figuras 9 e 10. O principal gangliosidio das células indiferenciadas é o GM3. Os
resultados demonstram que com a diferenciacdo para adipocito e osteoblasto ocorre
um aumento da complexidade dos gangliosidios expressos. Na diferenciacdo
adipogénica verifica-se 0 desaparecimento da banda correspondente a um

glicolipidio neutro que migra logo ap6s o GM3.
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GD1a (b)
GD1a (a)

Figura 9: HPTL dos glicoesfingolipidios extraidos de MSCsTA, pré-adipdcitos e osteoblastos.
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Figura 10: Analise densitométrica da expresséo de gangliosidios. O retangulo evidencia a expresséo
relativa do gangliosidio GM3 e do glicoesfingolipidio neutro nas MSCs-TA indiferenciadas e
diferenciadas para adipécitos e osteoblasto.
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A expressdo de gangliosidios pelas MSCs-TA indiferenciadas e diferenciadas
para adipécitos e osteoblastos também foi determinada por imunocitoquimica,
utilizando microscopia confocal. Na figura 11, observamos a distribuicdo dos
gangliosidios GD2 e GM1 na membrana plasmatica e processos celulares das
MSCs-TA indiferenciadas. A figura 12 mostra a distribuicdo uniforme do gangliosidio
GM1 na membrana plasmatica e a localizacdo do gangliosidio GM3 na regido
perinuclear e nos processos celulares das MSCs-TA indiferenciadas. Nas figuras 13
e 14 podemos observar a distribuicdo dos gangliosidios GD2, GM1 e GM3 na
membrana plasmatica e processos celulares das MSCs-TA diferenciadas para
osteoblastos. As figuras 15 e 16 representam MSCs-TA diferenciadas para
adipécitos. O gangliosidio GM3 se localiza, preferencialmente, na membrana
plasmatica (Figura 15). A figura 16 mostra a presenca e colocalizacdo dos
gangliosidios GD2 e GM1 em torno das gotas lipidicas. A reconstituicdo
tridimensional obtida a partir de uma varredura em eixo Z comprova a presenca do

gangliosidio GM1 em torno das gotas lipidicas (Figura 17).

C

Figura 11: MSC-TA indiferenciadas (a) GD2, (b) GM1, (c) sobreposicdo de a e b. Aumento 600x.
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Figura 12: MSC-TA indiferenciadas (a) GM1, (b) GM3, (c) sobreposi¢céo de a e b. Aumento 600x.

Figura 13: MSC-TA diferenciada para osteoblasto. a) GM1, b) GD2, c) sobreposi¢céo de a e b.
Aumento 600x

..

Figura 14: MSC-TA diferenciada para osteoblasto a) GM1, b) GM3 e c) sobreposicdo de a e b.
Aumento 600x.

Figura 15: MSC-TA diferenciada para adipocito. a) GM3, b) GM3 e contraste diferencial de
interferéncia (DIC), evidenciando as gotas lipidicas citoplasméaticas. Aumento 600x.
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Figura 16: (a) Sobreposicdo da marcagdo para GM1 (verde) e GD2 (vermelho), (b) imagem em
contraste diferencial de interferéncia (DIC) mostrando as gotas lipidicas citoplasméticas e (c, d, e, f)
ampliacdo da regido retangular selecionada em b (c) DIC, (d) GD2, (e) GM1 (f) sobreposicao das
imagens (d) e (e). Em a e b 0 aumento de 600x.

P

Figura 17: Reconstituicdo tridimensional de imagens obtidas por varredura no eixo Z, mostrando a
presenca do gangliosidio GM1 em torno das gotas lipidicas coradas com Oil Red O.

A analise por_citometria de fluxo mostrou a existéncia de uma subpopulagéo
de células GD2 positivas nas MSCs-TA indiferenciadas, como ja descrito para
MSCs-MO e MSCs-UC. Neste trabalho nés mostramos, pela primeira vez, que essa
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subpopulacdo se mantém na diferenciacdo para adipdcito e osteoblastos, embora

em diferentes proporcdes (Figura 18).

00

-

Figura 18: Andlise por citometria de fluxo das MSC-TA indiferenciadas e diferenciadas por 14 dias
para adipécitos ou osteoblastos. P2, P3 e P4 representam células obtidas dos pacientes 2, 3 e 4. Dot
plots de SSC (granulosidade, eixo y) versus FL1-H (fluorescéncia verde, eixo x). O eixo y (SSC) foi
dividido em 4 regides de granulosidade crescente (Rlaté R4). O eixo x (FL1-H) corresponde a
intensidade de fluorescéncia. As células positivas para GD2 estao distribuidas entre as regiées R5,
R6, R7 e R8. (A) controle, MSC-TA incubadas apenas com o segundo anticorpo, (B) MSC-TA

indiferenciadas marcadas para GD2, (C) MSC-TA diferenciadas para adipocitos, (D) MSC-TA
| diferenciadas para osteoblastos.
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A relacdo direta entre o aumento do indice de granulosidade (SSC) e a
diferenciacéo adipogénica foi descrita por Lee et al (2004). Neste estudo, usamos o
meétodo proposto pelos autores citados, para relacionar a expressao de GD2 com a
diferenciacdo das MSCs-TA. As figuras 19 A e B representam a quantificacdo dos
dotplots apresentados na figura 18. Os resultados apresentados na Figura 19 (A)
mostram que na diferenciacédo adipogénica das MSCs-TA GD2 negativas, o acumulo
de gotas lipidicas estd diretamente relacionado com o aumento do numero de
células com altos valores de granulosidade (SSC = 600-1000). Observa-se também,
gue na subpopulacdo GD2 negativa a maior parte das células, indiferenciadas e
diferenciadas, possui granulosidade intermediaria, com SSC entre 300 e 600.

A subpopulacdo GD2 positiva corresponde a aproximadamente 15 % do total
de MSCs-TA e a maior parte das células apresentam SSC entre 600 e 800 (Figura
19B). Na diferenciacdo adipogénica, verifica-se uma diminuicdo no numero de
células na faixa de alta granulosidade (SSC 800-1000), onde estariam as células
com maior nimero de gotas lipidicas ou mais diferenciadas. J4, na diferenciacdo

osteogénica observa-se um decréscimo na populagdo GD2 positiva.
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Figura 19: Comparacao entre os indices de granulosidade das células controle (cont AF) com as
MSC-TA indiferenciadas (MSC ind), MSC-TA diferenciadas para adipdcitos (MSC Adipo) e para
osteoblastos(MSC Osteo) (A) Populacdo GD2 negativa: (B) Populagdo GD2 positiva.

42



Por PCR semi-quantitativo (sqPCR) determinamos a expressao do mRNA da
enzima GD2 sintase nas MSCs-TA indiferenciadas e diferenciadas para adipécito e
osteoblasto por sete,14, 21 dias. A Figura 20 mostra a presenca de uma banda de
230bp, correspondente ao transcrito esperado para o mRNA da GD2 sintase (Figura
20). Além disso, verifica-se a presenca de outras bandas que sugerem a ocorréncia

de transcritos alternativos ou a inespecificidade do par de primers.

Indiferenciada
Adipo 7 dias
Osteo 7 dias
Osteo 14 dias
Adipo 21 dias
Osteo 21 dias
H20 controle
negativo

)
o
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<t
=
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Figura 20: sg-PCR do mRNA da GD2 sintase em MSCs-TA indiferenciadas e submetidas a
diferenciag8o para adipécitos e osteoblastos por sete, 14 e 21 dias. A ultima coluna, & direita,
representa o marcador de pares de base e a banda mais forte corresponde a 500 bp.

Por PCR em tempo real (QPCR) quantificamos a expressdo do mRNA da GD2
sintase nas MSCs-TA indiferenciadas e diferenciadas para adipécito e osteoblasto
por sete, 14, 21 dias. Os resultados demonstram que a partir do 14° dia de
diferenciacdo adipogénica ocorreu um aumento da expressdo do mRNA da GD2
sintase (Figura 21A). Na diferenciacdo osteogénica houve um descréscimo na

expressdo do mRNA da GD2 sintase a partir de sete dias (Figura 21B).
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Figura 21: Expressdo da GD2 sintase por g-PCR: O mRNA total foi obtido separadamente de
culturas de MSC-TA dos pacientes 1, 2, 3 e 4 indiferenciadas e diferencidas por 7, 14 e 21 dias para
adipdcitos e osteoblastos. Cada cDNA foi testado em triplicata. Os dados representam a mediana +
intervalos interquartis (Q25 e Q75) dos niveis de expressado calculados pelo método do AACT e o
gene controle utilizado foi HsTBP. * p<0,05 comparado com MSC-TA (células indiferenciadas).
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7. DISCUSSAO

As MSCs sob condicdes especificas de cultivo in vitro podem ser direcionadas
para diferenciagdo em adipdécito, condrocito, osteoblasto, miocito e neurdnios. Os
mecanismos que direcionam as MSCs para determinada linhagem sdo em grande
parte desconhecidos. O microambiente tecidual onde estéo localizadas as MSCs in
vivo constitui uma unidade basica de tecido fisioldgico. Dentro dessa unidade, o
contato célula-célula, célula-matriz extracelular e interacdes com fatores sollveis cria
um sistema dindmico responsavel pela geracdo e manutencédo e diferenciacdo das
MSCs. Estas caracteristicas fazem com que estas células tenham um grande
potencial para varias aplicacBes terapéuticas, como participar de regeneragao
tecidual, corrigir distarbios hereditarios, diminuir respostas inflamatérias crénicas e
liberar agentes bioldgicos (BYDLOWSKI et al., 2009).

Inicialmente, demonstramos que as MSC-TA isoladas de lipoaspirados
humanos de diferentes origens anatdmicas apresentavam as caracteristicas de MSC
estabelecidas pelo ISCT, como: a capacidade de aderéncia ao plastico em cultura, o
potencial de diferenciacdo adipogénico evidenciado pela forte coloracdo das
goticulas lipidicas com Oil Red O e o potencial de diferenciacdo osteogénico
evidenciado pela formacéo de precipitados de calcio corados com Alizarina Red S.
Quando semeadas em baixa densidade, as culturas apresentaram capacidade
clonogénica, formando cerca de 15 CFU-F por 100 células plaqueadas. No ensaio
de proliferacdo, as MSCs se expandiram e triplicaram no periodo de 24 para 96
horas, ap6s as células atingiram a confluéncia e ocorreu uma diminuicdo na
velocidade de proliferacdo. Quanto as caracteristicas imunofenotipicas, as MSC-TA

foram negativas para CD-117 e positivas para o gangliosidio GD2.
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A identificacdo de marcadores moleculares para as MSCs, especialmente
agueles localizados na membrana plasmatica, torna-se cada vez mais importante
para o isolamento e classificacdo de determinadas populacdes de células-tronco.
Recentemente, Yu e colaboradores (2009) revisaram os padrdes de expressao e a
funcdo dos glicoesfingolipidios presentes nos microdominios de membrana de
células tronco embrionéarias, hematopoiéticas, mesenquimais e neurais. Em suas
conclusbes, o0s autores propuseram que glicoesfingolipidios detectados,
especificamente, em diferentes tipos de células-tronco sejam usados como
marcadores moleculares para essas células. como ja& demonstrado para MSC
derivadas de medula O6ssea (MSC-MO) e de corddao umbilical (MSC-UC)
(MARTINEZ, et al, 2007; XU et al, 2009), nés identificamos e quantificamos por
citometria de fluxo, nas culturas de MSC-TA humanas uma sub-populacdo positiva
para GD2.

Estudos anteriores analisaram o conteddo gangliosidos na diferenciacdo de
MSCs de polpa dentaria durante a diferenciacdo osteogénica e neural através
extragdo, purificacdo e andlise por HPTLC (KIM et al, 2008; RYU et al, 2009). Neste
estudo, determinamos o perfil de sintese de glicoesfingolipidios em MSCs-TA
humanas indiferenciadas e diferenciadas para adipdcitos e para osteoblastos
através de marcacdo metabélica com [**C] galactose, extracdo, purificacdo e andlise
por HPTLC.

O principal gangliosidio expresso pelas MSCs-TA indiferenciadas € o GM3. A
diferenciacdo aumentou a complexidade dos gangliosidios; GM2, GM1 e GDla
foram identificados nos extratos lipidicos marcados radioativamente, tanto de células
diferenciadas para adipocitos quanto nos extratos lipidicos de células diferenciadas

para osteoblastos. Foi verificada a presenca de glicosil e lactosil ceramida e de um
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glicoesfingolipidio neutro que migra entre o GM3 e a lactosil ceramida. Nas MSCs-
TA diferenciadas para adipécito houve uma grande diminuicdo na expressédo do
glicoesfingolipidio neutro. O perfil de expressédo de gangliosidios nas MSC-TA esta
em concordancia com o descrito por Ryu e colaboradores (2009) que demonstraram
a expressao do GM3, GM2 e GDla em MSCs humanas de polpa dentaria durante a
diferenciacdo neural. Nossos resultados diferem de Kim et al (2008) que observou
um diminuicdo no gangliosido GM3 e um aumento no gangliosidio GDla na
diferenciacdo osteogénica. A expressdo do gangliosidio GM1 também foi
demonstrada na diferenciacdo neural de células tronco embrionarias e MSCs de
medula éssea de camundongo (KWAK et al, 2006).

Por imunocitoquimica, podemos comprovar a presenca e localizacdo dos
gangliosidios GM3, GM1 e GD2 na membrana plasmética, regido perinuclear e
processos celulares das MSCs-TA indiferenciadas e diferenciadas para adipdcitos e
osteoblastos.

Por microscopia confocal, obtivemos varias imagens que indicam a presenca
dos gangliosidios GM1 e GD2 em torno das gotas lipidicas citoplasméticas das
MSC-TA diferenciadas para adipécitos A reconstituicdo tridimensional obtida a partir
de uma varredura em Z, reforca esses resultados, mostrando claramente “clusters”
do gangliosidio GM1 na periferia das gotas lipidicas coradas com Oil Red O. As
gotas lipidicas sdo organelas dinamicas contendo lipidios neutros circundados por
uma monocamada de fosfolipidios, colesterol e proteinas como caveolinas e
perilipinas (Olofsson et al, 2009). Pouco se sabe sobre a presenca de gangliosidios
circundando as gotas lipidicas citoplasmaticas. Na literatura encontramos apenas um

trabalho mostrando a presenca do gangliosidio GM4 na hemi-membrana que
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encapsula as gotas lipidicas presentes em hepatécitos de varias espécies de
tubarédo (LI et al, 2002).

A captacdo de acidos graxos, a sintese de triacilgliceréis e a formacdo de
gotas lipidicas foram demonstradas por um subtipo de caveolas em adipocitos
isolados de ratos (OST et al, 2005). Os autores mostraram que esse subtipo especial
de caveolas contém todas as enzimas necessarias para sintetizar triacilglicerdis a
partir de acidos graxos e glicerol-3-fosfato. Nossos resultados, mostrando a
presenca dos gangliosidios GM1 e GD2 em torno das gotas lipidicas de MSC-TA,
nos permitem sugerir formacdo de gotas lipidicas na membrana plasmatica nessas
células. Essa hipétese € reforcada por resultados preliminares, ndo apresentados
neste trabalho, que mostram a co-localizacdo do GM1 com as proteinas flotilinal e
ecto- 5’nucleotidase que sao caracteristicas de caveolas.

Os modelos propostos para formacdo de gotas lipidicas no reticulo
endoplasmatico propem que o acumulo de triacilgliceréis se da entre as duas
camadas da membrana do reticulo endoplasmaético, originando gotas circundadas
apenas por uma monocada lipidica (OHSAKI et al, 2009). Desta forma, sugerimos
gue na diferenciacéo adipogénica das MSC-TA, as gotas sao formadas nas caveolas
e a monocamada lipidica, que as circunda, sdo derivadas desse microdominio de
membrana rico em gangliosidios.

A andlise por citometria de fluxo demonstrou que as MSCs-TA séo células
heterogéneas em relacdo a granulosidade e que existe uma subpopulacdo de
células GD2 positiva. Estes resultados estdo de acordo com os dados encontrados
em MSCs-MO e MSCs-UC indiferenciadas (MARTINEZ et al, 2007; XU et al, 2009).
Em nossos resultados mostramos que a subpopulacdo GD2 positiva, embora

pequena, se mantém apos a diferenciacdo adipogénica e osteogénica. O aumento
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de células nas faixas de alta granulosidade (600-1000) na diferenciacao adipogénica
esta diretamente relacionado com o acumulo citoplasméatico de gotas lipidicas, de
acordo com o descrito para adipocitos 3T3-L1 (LEE et al, 2004).

A maior parte das células GD2 negativas, indiferenciadas e diferenciadas,
apresenta baixa granulosidade (cerca de 70% das células estdo na faixa de 300 a
600). Ja na populacdo GD2 positiva, a maioria das células, indiferenciadas e
diferenciadas, apresenta granulosidade na faixa de 600 a 800. No entanto,
podemos observar que nas células diferenciadas para adipécitos um acumulo de
células GD2 positivas nas faixas de baixa granulosidade, que corresponderia a
células menos diferenciadas, com poucas gotas lipidicas. Verifica-se, também, uma
diminuicao na populacdo GD2 positiva apos a diferenciacdo osteogénica.

A andlise por PCR semi-quatitativo (sq-PCR) demonstrou que tanto as MSCs-
TA indiferenciadas como as diferenciadas expressam o mRNA da enzima GD2
sintase. Por PCR em tempo real (g-PCR) verificamos o aumento da expressao da
GD2 sintase a partir do 14° dia de inducdo adipogénica. JA na diferenciacédo
osteogénica observamos a diminuicdo da expresséao a partir do 7° dia de inducdo em
relacdo as relacdo as MSC-TA indiferenciadas. A expressdo da GD2 sintase
apresentou diferenca entre os pacientes, possivelmente, por fatores que incluem
idade, peso e, principalmente, local de coleta. Esse é o primeiro trabalho que
demonstra a expressdo da GD2 sintase por sg-PCR e por g-PCR nas células MSCs-
TA diferenciadas para adipdcito e osteoblastos.

A GD2 sintase é uma enzima intermediaria na rota de sintese de gangliosidios
mais complexos. O aumento da expressédo da GD2 sintase observado nas MSCs-TA

diferenciadas para adipécitos pode estar relacionado com a formacdo de
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gangliosidios mais complexos e ndo com um aumento do conteudo de GD2, como

mostra o perfil de gangliosidios obtido por HPTLC.

8. CONCLUSOES

1-

Apos o isolamento e cultivo da fracdo estromal vascular do lipoaspirado
humano, foi comprovada a multipotencialidade, clonogenicidade e capacidade
de proliferacdo das MSCs-TA humanas in vitro através da aderéncia ao
plastico, ensaios de diferenciacdo adipogénico e osteogénico, ensaio de

formacdao de colonias (CFU) e do ensaio de proliferacéo.

A analise por HPTLC demonstrou que o principal gangliosidio das células
indiferenciadas € o GM3. Em ambas as diferenciacdes (adipogénica e
osteogénica) ocorreu um aumento da complexidade dos gangliosidios. Na
diferenciacdo adipogénica verificou-se 0 desaparecimento da banda
correspondente a um glicolipidio neutro e o aumento do mesmo glicolipidio

neutro na diferenciagdo osteogénica.

Por imunocitoquimica ficou evidenciada a expressdo e distribuicdo dos
gangliosidios GM3, GM1 e GD2 na membrana plasmaética, regido perinuclear
e processos celulares das MSCs-TA indiferenciadas e diferenciadas para
adipécito e osteoblasto. Na diferenciagcdo adipogénica das MSCs-TA,

observamos a presenca de gangliosidios em torno das gotas lipidicas.
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4-

A andlise por citometria de fluxo demonstrou que as MSCs-TA sao
heterogéneas em relacdo ao indice de granulosidade e apresentam uma
subpopulacdo positiva para GD2 em MSCs-TA indiferenciadas e

diferenciadas para adipdcito ou osteoblasto.

Por PCR semi-quatitativo (sqg-PCR) e por PCR em tempo real (g-PCR)
verificamos a expressdo da enzima GD2 sintase nas MSCs-TA
indiferenciadas e diferenciadas para adipécito e osteoblasto. Na inducédo
adipogénica ocorreu um aumento da expressdo da GD2 sintase a partir do
14° dia em relacdo as MSCs-TA indiferenciadas. Ja na diferenciacéo
osteogénica, ocorreu diminuicdo da expressdo da GD2 sintase desde os 7

dias de inducéo.
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9. PERSPECTIVAS

1- Relacionar as velocidades de diferenciacdo adipogénica e osteogénica das
MSCs-TA isoladas de diferentes localizagdes anatébmicas por lipoaspiracao.

2- lIsolar a populacio de MSC-TA GD2 positiva e determinar suas
caracteristicas de multipotencialidade, clonogenicidade e proliferacao.

3- Comprovar com o uso de técnicas de microscopia eletrénica (imunogold) a
presenca de gangliosidios na monocamada lipidica que circunda as gotas
lipidicas citoplasmaticas das MSC-TA diferenciadas para adipdcitos.

4- Investigar a importancia da expressao do glicolipidio neutro na diferenciacao

osteogénica e auséncia de expressao na diferenciacdo adipogénica das MSCs-

TA.
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