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RESUMO

A implementacdo de tecnologias baseadas no uso de células tronco adultas
requer a identificacdo de fontes prontamente disponiveis bem como o
estabelecimento de metodologias de cultivo, expansdo e diferenciagdo dessas
células. Este trabalho teve como objetivo principal a caracterizagdo e a
expansdo in vitro de células tronco epidermais da crista neural (EPI-NCSCs).
Tais células residem no foliculo piloso adulto e sdo remanescentes da crista
neural - estrutura embriondria que origina o sistema nervoso periférico,
melandcitos da pele, e musculatura lisa, 0ssos e cartilagens da regido cefalica.
Devido a acessibilidade e amplo potencial de diferenciacéo, as EPI-NCSCs sdo
consideradas candidatas promissoras para futuras aplicagbes em Medicina
Regenerativa e Bioengenharia Tecidual. Usando técnicas de cultivo de células
em condi¢do aderente e langando méo das metodologias de imunofluorescéncia,
RT-PCR, western blot e citometria de fluxo, demonstramos nesse trabalho que
as EPI-NCSCs isoladas de vibrissas de camundongos adultos sdo caracterizadas
pela expressdo de genes caracteristicos da CN (incluindo nestina, p75NTR,
Pax3, Slug, Snail, Sox10 e Twist) e podem ser rotineiramente cultivadas e
expandidas in vitro. Além disso, verificamos que a combinacdo dos fatores de
crescimento EGF e FGF, no meio de cultivo estimula a proliferacéo e direciona
essas células a um estado de progenitor neuronal as expensas dos fendtipos glial
e de musculo liso — o que foi evidenciado, respectivamente, pelo aumento na
taxa de incorporacdo de BrdU e pela aquisi¢do de morfologia semelhante a
neuronal aliada a expressdo de proteinas neurais. Em Ultima andlise, esses
resultados evidenciam a possibilidade de obtencéo de uma linhagem de células
neuronais a partir de um 6rgdo de fécil acesso como a pele, bem como as
vantagens do uso dos fatores de crescimento EGF e FGF, nesse processo. Tal
linhagem poderia futuramente servir de base para tratamento de lesdes do
sistema nervoso, testes de drogas in vitro, e outras aplicacbes biotecnoldgicas.

Palavras chave: células tronco; crista neural; cultivo celular; diferenciacdo
celular.
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INTRODUCAO

Crista Neural

A crista neural (CN) é uma estrutura embrionéria transitoria dos
vertebrados formada por uma populacdo de células altamente
multipotentes originadas das bordas do tubo neural durante 0 processo
de neurulagdo (Fig.1). Logo ap6s o fechamento do tubo neural, as
células da CN passam pelo processo de transicdo epitélio-mesenquimal,
desprendem-se do neuroepitélio de origem e assumem um carater
altamente migratdrio. Essas células irdo migrar por rotas especificas no
embrido, originando uma grande diversidade de tipos celulares em
diversos 6rgaos e estruturas do corpo’.
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Figura 1 — Processo de formacdo da crista neural e tipos celulares
derivados. (a) Esquema simplificado dos estagios de formagdo da CN e fatores
regulatorios envolvidos. A CN se forma a partir de duas populagdes de células
(verde) em ambos os lados da placa neural. Com o fechamento do tubo neural,
tais células passam a ocupar uma posi¢do dorsal €, logo em seguida, comegam a
migrar ao longo de todo embrido. Fatores de transcricdo como Slug, Snail e Sox
E estdo envolvidos tanto na formagdo inicial quanto no comportamento
migratério das células da CN. (b) Linhagens celulares derivadas da CN,
incluindo células gliais e neurbnios do sistema nervoso periférico, células da
medula adrenal, melandcitos da pele, ostedcitos e condrdcitos, e células de
musculo liso. Adaptado de Taylor & LaBonne, 2007.
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Dependendo da posicdo de origem ao longo do eixo antero-
posterior do embrido, as células da CN podem ser agrupadas em grandes
dominios funcionais: cefalico, cardiaco, vagal, truncal e sacral. Estas
diferentes populagBes seguem caminhos diversos de migracdo e
originam diferentes tipos celulares®*. A regido cefalica da CN dé origem
a neurdnios, células gliais, melandcitos, células musculares lisas,
adipocitos e a quase todo tecido conjuntivo e esquelético da cranio, face
e pescoco>’. As células da regido vagal, juntamente com as células da
regido sacral, contribuem para a formagdo do sistema nervoso entérico.
Ja a CN da regido cardiaca contribui para a formacéo do septo cardiaco,
que separa a circulagdo pulmonar da aorta, bem como ddo origem a
melandcitos, masculo liso do arco adrtico, e ganglios parassimpaticos
cardiacos®.

A CN truncal, por sua vez, da origem a neurbnios e células
gliais do sistema nervoso periférico, bem como células pigmentares da
pele. As células oriundas dessa regido migram ao longo de duas vias
principais no embrido: a primeira, dorso-ventral, da origem a neurénios
sensoriais e simpaticos e células gliais, enquanto na segunda - a rota
dorso-lateral, as células se instalam entre a derme e a epiderme, dando
origem aos melandcitos da pele”.

Multipotencialidade da crista neural

A ampla capacidade de diferenciacdo da CN se deve a uma
heterogeneidade observada nessa populacdo celular. Ao inicio da fase de
migracdo, a CN consiste de uma populacdo heterogénea de células
altamente multipotentes, capazes de originar mdltiplos derivados,
células progenitoras cujo potencial de diferenciacdo é mais limitado e
células ja comprometidas com uma linhagem celular em particular.
Além de multipotentes, uma proporcédo de células que compdem a CN
apresentam também a habilidade de se dividir continuadamente e dar
origem a células filhas inalteradas — processo conhecido como
autorrenovacdo — sendo dessa forma verdadeiras células tronco’ .

Os primeiros experimentos demonstrando a multipotencialidade
das células da CN foram realizados in vitro a partir de embriGes de aves,
onde analisou-se o potencial de diferenciacdo dessas células por meio de
ensaios clonais'®. Nesses experimentos células isoladas da CN deram
origem a trés tipos de clones: contendo somente melanécitos ou somente
neurdnios adrenérgicos, e clones contendo ambos.

Alguns anos mais tarde, a multipotencialidade das células da
CN truncal foi demonstrada in vivo a partir da microinjecdo de células
da CN marcadas com corantes fluorescentes em embrides. ESsses
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experimentos demonstraram que pelo menos algumas das células da
regido truncal poderiam originar multiplos tipos celulares, incluindo os
neurdnios sensoriais, glia, melanécitos, e células adrenomedulares*’. De
maneira semelhante, a CN cefalica também origina uma variedade de
tipos celulares. Além de neurénios, glia e melandcitos, as células da
regido cefalica possuem a capacidade de gerar in vivo derivados
mesenquimais, como cartilagem, 0sso, tecido conjuntivo e células
musculares lisas'. A primeira evidéncia da existéncia de um precursor
multipotente da CN cefélica capaz de originar linhagens neurais e
mesectodermais foi obtida por Barrofio e colaboradores™ através da
identificacdo in vitro, em modelo de aves, de um precursor multipotente
comum para glia, neurénio, melandcito e cartilagem .

Estudos in vitro, a partir de células da CN de aves, feitos por
Trentin e colaboradores (2004) demonstraram a existéncia de outros
dois precursores multipotentes: o primeiro originando glia, melandcito,
musculo liso e cartilagem, na regido cefalica, e 0 segundo originando
glia, neurénio, melanécito e masculo liso — identificado tanto na regido
cefdlica, quanto truncal. Nesse trabalho verificou-se também a
capacidade de autorrenovacdo dos progenitores bipotentes glia-
melandcito e glia-musculo liso em ambas as regifes, demonstrando
serem verdadeiras células tronco. Calloni e colaboradores, também
utilizando abordagens in vitro, demonstraram a existéncia de um
precursor altamente multipotente, encontrado predominantemente na
regido cefalica da CN, capaz de produzir células gliais, neurénios,
melanécitos, células de musculo liso, condrécitos e ostedcitos™.

Mais detalhes e referéncias a respeito de estudos investigando o
potencial de diferenciacdo de células embrionérias da CN podem ser
encontrados nas revisfes de literatura publicadas por LeDouarin et al.
(2008) e Dupin et al. (2010).

Plasticidade da crista neural

A plasticidade exibida por células da CN é uma caracteristica
retida por alguns tipos celulares diferenciados a qual ela d& origem. Essa
idéia de reprogramacéo fenotipica de derivados da CN é suportada por
uma série de experimentos in vitro que ilustram a habilidade de
melandcitos epidermais e células de Schwann isoladas de nervo
periférico em sofrerem reciproca transdiferenciagéo passando por um
estagio de progenitor bipotente glia-melanécito™*

Quando estimuladas a proliferar pelo mitégeno Endotelina3
(END-3) em ensaios clonais in vitro, células pigmentares isoladas de
embribes de aves se desdiferenciam e ativam genes especificos da
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linhagem glial, dando origem a uma progénie composta tanto por células
pigmentares quanto gliais™. Da mesma forma, a conversio de glia
periférica em melandcitos também envolve a producdo de uma progénie
mista de células gliais e melanociticas em analises clonais utilizando
END-3". Em ambos os casos, as células descendentes apresentam um
estado transitério, no qual coexpressam proteinas caracteristicas da
linhagem melanocitica e proteinas caracteristicas de linhagem glial.

Um trabalho posterior do mesmo grupo de pesquisa demonstrou
gue células de Schwann isoladas de embrides de aves também sédo
capazes de originar, independentemente do uso de END-3, outro
fenétipo derivado da CN — as células de misculo liso’. Nesse mesmo
trabalho, usando experimentos in vivo, verificou-se a mesma habilidade
de diferenciacéo in vivo das células gliais em células de musculo liso, os
quais sdo recrutados na formagdo da musculatura lisa perivascular de
vasos sanguineos em desenvolvimento.

Juntos, esses resultados demonstram que o estado diferenciado
de células derivadas da CN néo ¢ fixo”. Quando submetidos a um novo
microambiente ou quando retirados do nicho fisioldgico, esses derivados
podem reverter seu fen6tipo e assumir propriedades de células tronco,
similares as dos progenitores multipotentes da CN dos quais se
originaram. Tal plasticidade fenotipica sugere que, em alguns tecidos e
6rgdos adultos, a desdiferenciacdo de células originadas da CN possa ser
um mecanismo eficiente na reé)osigéo celular e reparo tecidual apds
lesGes ou condicdes patolégicas®*®.

Outra possibilidade levantada gracas a esses resultados é que
células tronco de origem da CN presentes em tecidos adultos possam ser
derivados diferenciados que, em cultura, se desdiferenciam e readquirem
multipotencialidade. Embora raramente explorada, essa possibilidade
requer maior atencdo em trabalhos futuros da area™.

Fontes alternativas de células da crista neural

Além dos tipos celulares diferenciados da CN presentes em
varios tecidos e 6rgdos, muitas populacdes de células tronco e
progenitoras da CN tém sido encontradas em fases mais avancadas do
desenvolvimento embrionario (fases pds-migratérias da CN) e até
mesmo em tecidos adultos™?* (Fig.2).

A persisténcia desses progenitores indiferenciados em érgéos
adultos, tais como pele, ligamento periodontal, coracdo, cdrnea e
ganglios de raiz dorsal, tem sido demonstrada em camundongos
transgénicos — entre eles Wnt-LacZ e Whntl-cre/R26R — nos quais as
células originadas da CN podem ser identificadas pela expressao
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constitutiva de -galactosidade®?’. Outra abordagem empregada nesses
estudos - a qual permite também a identificacdo de células tronco
derivadas da CN em humanos - é a andlise da expressdo de proteinas
consideradas marcadores da CN, ou seja, aquelas que estdo envolvidas
na regulacdo dos processos de inducdo, migracdo e diferenciacdo e na
multipotencialidade das células embrionarias da CN. Dentre esses
marcadores mais utilizados estdo os fatores de transcri¢cdo Slug, Snail,
Twist, Pax3, FoxD3, Sox9 e Sox10, os receptores de membrana
p75NTR e HNK-1 e a proteina de filamento intermediario nestina®®.

Bulge
EPI-NCSC
MSC

Intestino =
— Coragao

A) (B)
\‘ Foliculo piloso
Cérnea _ \3:
00 |
[ ] ! -
Ligamento 2 GRD | Selir;?:‘e"aa
Periodontal —— i
SKP ||

Papila dermal

i SKP

Figura 2 — Células tronco derivadas da crista neural identificadas em
tecidos adultos. (A) Representacdo esquematica de camundongo neonato e 0s
locais dos quais células tronco derivadas da CN ja foram isoladas. (GRD para
ganglios de raiz dorsal). (B) Células tronco de origem da CN identificadas na
pele. O foliculo piloso contém uma diversidade de populag6es de células tronco,
incluindo as células tronco de melandcito (MSCs, em azul), células tronco
epidermais da CN (EPI-NCSCs, em verde), células precursoras da pele (SKPs,
em violeta) e células ndo relacionadas com a CN, como células tronco
mesenquimais e células tronco de queratindcitos (ndo mostradas para
simplificagdo). Células precursoras da pele podem estar presentes também em
um nichcigainda ndo bem conhecido da derme. Adaptado de Delfino-Machin et
al., 2007~.

Quando isolados e cultivados in vitro alguns desses
progenitores adultos sdo capazes de se diferenciar em muitos tipos
celulares derivados da CN, como neurdnios, células gliais, células de
musculo liso, melanécitos, ostedctios, adipécitos e condrécitos® %%,
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Entretanto, a funcdo fisiolégicas dessas células ainda ndo €
completamente compreendida. Dentre as mais bem caracterizadas
funcionalmente estdo as células tronco de melandcitos, as quais foram
identificadas na porcdo inferior do bulge do foliculo piloso de
mamiferos e sd0 responsaveis pela manutencdo do sistema de
pigmentacdo dos pelos ao longo de seus ciclos de crescimento®. Essas
células tronco sdo desprovidas de granulos de melanina, apresentam
baixa taxa de divisdo e sdo capazes de se autorrenovarem e gerar
melandcitos maduros in vivo.

Outro exemplo em que o papel fisioldgico de progenitores
adultos derivados da CN ja é bem conhecido sdo células tronco
identificadas na polpa dental, as quais diferenciam-se em odontoblastos
e sdo responsaveis pela reparacdo da dentina durante a vida adulta. Tais
células podem ser expandidas in vitro e sdo capazes de reconstituir
dentina em modelos experimentais de transplante, oferecendo, dessa
forma, uma alternativa promlssora para engenharla tecidual e
regeneracdo dental em um futuro préximo® *2. Além da polpa dental,
foi demonstrado em nosso grupo de pesquisa que o ligamento
periodontal humano também é uma fonte de células com caracteristicas
de CN, as quais sdo capazes de se diferenciar em derivados
mesodermais e neurais®

A pele adulta — ou mais especificamente, o foliculo piloso - é
outro importante nicho de células tronco adultas de origem da CN. Por
ser 0 Orgdo de maior acessibilidade no individuo adulto, a pele
representa uma fonte atrativa de células tronco para transplantes
autélogos em medicina regenerativa. Dessa forma, muitos laboratérios
tem descrito, de forma independente, o isolamento de células
multipotentes com caracteristicas de CN através de protocolos
minimamente invasivos da pele de roedores e humanos. Tais células sdo
capazes de se autorrenovarem e possuem potencial para gerar neurénios,
glia, células de musculo liso, condrocitos, adipdcitos e
melanécitos? 344,

Devido a facilidade de obtencdo e amplo potencial de
diferenciacdo, essas células tronco isoladas da pele sdo atrativas para
uma variedade de aplicacdes terapéuticas. Nesse sentido, alguns
trabalhos recentes tem se dedicado a avaliar a capacidade das mesmas
em promover reparo tecidual. Em modelos murinos de lesdes de
sistema nervoso central e periférico, células de origem da CN
conhecidas como SKP (do inglés skin-derived precursors cells, ou
células precursoras derivadas da pele) foram eficientes na r Posu;ao
local de neurbnios e na remielinizacdo de fibras nervosas 0
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potencial esqueletogénico dessas células foi também explorado em
modelo de fratura dssea, onde, apds transplantadas, foram capazes de se
diferenciar na linhagem osteogénica e contribuir para a reparagao
ssea™.

Assim a pele é vista como uma promissora fonte de células
tronco somaticas para futuras terapias regenerativas. Entretanto, ainda é
preciso compreender melhor a natureza e a origem dessas células, sendo
de extrema importdncia investigar a relacdo entre as diferentes
populacdes, bem como identificar marcadores definitivos e o nicho
fisiolégico das mesmas**%.

Foliculo piloso e células tronco derivadas da crista neural

O foliculo piloso — uma invaginacdo da epiderme responsavel
pela formac&o e crescimento dos pelos — corresponde a um reservatorio
relativamente amplo de populacBes de células tronco adultas (Fig.2),
incluindo aquelas envolvidas na homeostase de toda a epiderme, das
glandulas sebéceas e da propria estrutura do foliculo®*®, células tronco
mesenquimais*’*®, e células tronco de origem da CN?2242936-38:4041
Dentre as Ultimas, estio as chamadas células tronco de melandcitos®
(ou MSCs, do inglés melanocyte stem cells), os precursores derivados da
pele?? (ou SKPs) e também as células tronco epidermais da CN? (EPI-
NCSCs, de epidermal neural crest stem cells), as quais sdo o foco desse
estudo.

Utilizando um sistema de cultivo de explantes, Sieber-Blum e
colaboradores descreveram em 2004 a presenca de células
multipotentes, referidas como células tronco epidermais da CN (EPI-
NCSCs), na regido do bulge do foliculo piloso adulto. Essas células séo
isoladas em virtude da habilidade migratéria que exibem quando
cultivas, e a origem da CN das mesmas foi comprovada em
camundongos transgénicos Wnt1-CRE/R26R, no qual todas as linhagens
descendentes da CN sdo permanentemente marcadas pela expressdo de
B-galactosidase?”.

Diferentemente das MSCs, consideradas unipotenteszg, as EPI-
NCSCs apresentam um amplo potencial de diferenciag¢do, incluindo
quase todos os fenétipos derivados da CN. Quando submetidas a
andlises clonais in vitro, EPI-NCSCs d&do origem a células expressando
marcadores de neurdnios, células gliais, células de musculo liso e
melandcitos. Adicionalmente, quando diferenciadas na presenga da
citocina Neurogulina-1, EPI-NCSCs originam precursores de células de
Schwann e, na presenca de BMP-2, condrécitos®
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No que diz respeito a expressdo de marcadores, EPI-NCSCs
tem sido caracterizadas pela expressao de Sox10, um marcador
relacionado a manutencéo da multipotencialidade de células da CN? e
pela proteina de filamento intermedidrio nestina, expressa em
progenitores neurais indiferenciados®. Utilizando metodologia de
andlise de expressdo em série (LongSAGE), Hu e colaboradores
propuseram uma assinatura molecular para EPI-NCSCs, o qual consiste
de 19 genes cuja expressdo é comum a essas células e as células
embrionarias da CN*.

Por serem consideradas promissoras para futuras aplicagdes em
medicina regenerativa, trabalhos mais recentes tem focado no
isolamento e cultivo de EPI-NCSCs a partir de amostras de pele
humana®*“°. Usando a mesma metodologia proposta por Sieber-Blum e
colaboradores em modelo murino, esses dois trabalhos independentes
descreveram a obtencéo e caracterizacdo de uma populacdo de células
gue expressam marcadores da CN e marcadores caracteristicos de
células tronco embrionarias, como Nanog, Oct-4 e Sox2. Além desses
marcadores, verificou-se que o perfil de expressdo génica das células
humanas corresponde aquele definido por Hu et al. (2006). Por fim,
esses trabalhos demonstraram que tais células sdo capazes de se
autorrenovarem in vivo e possuem potencial para gerar ostedcitos,
condrécitos, melandcitos, neurdnios, células de musculo liso e células de
Schwann.

Por se tratar de células multipotentes em um tecido facilmente
acessivel, capazes de serem isoladas com um procedimento
minimamente invasivo, as EPI-NCSCs sdo, dessa forma, candidatas
atrativas para uma ampla variedade de aplicagdes em terapia celular.
Entretanto, no que diz respeito a pesquisa basica, ainda é preciso
entender o seu papel fisiologico e verificar se as caracteristicas de
células tronco desse derivado da CN podem ser adquiridas em cultura
via desdiferenciagdo celular®®. E de extrema relevancia também se
desenvolver protocolos mais eficientes para expansdo e diferenciacdo
das mesmas em tipos celulares de interesse. A consideracdo dessas
questbes certamente ird influenciar o sucesso da implementacdo de
tecnologias que utilizem essas células com propésitos terapéuticos™.

Células tronco adultas e perspectivas terapéuticas

A medicina regenerativa e a engenharia tecidual sdo &reas
promissoras e em pleno desenvolvimento na area da sadde. A medicina
regenerativa propde o reparo e/ou substituicdo de tecidos que sofreram
lesdo ou degeneracdo, enquanto a engenharia de tecidos trabalha na
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construcdo de substitutos de tecidos perdidos, procurando associar
biomateriais com células - mobilizadas do tecido adjacente para o
implante ou introduzidas com este - em busca da integragdo permanente
da nova estrutura ao tecido restaurado. O recente conceito do uso
terapéutico de células tronco traz uma nova perspectiva: essas células,
devido ao amplo potencial de regeneracédo e capacidade de diferenciacdo
em multiplas linhagens, permitiriam potencialmente recriar tecidos e
repetir a sua geracdo, o que normalmente sd ocorre durante a
embriogénese™.

A utilizacdo de células tronco adultas é ainda mais promissora
nessas areas. Isso se deve principalmente ao fato de que varios tecidos
adultos contém reservas de células tronco, o que possibilita transplantes
autélogos, evitando-se, consequentemente, problemas de rejeicdo
imunoldgica e a espera por doadores compativeis. Além disso, o uso de
células tronco adultas levanta menos controvérsias em relacdo a
questbes éticas e religiosas, principalmente no que diz respeito a
utilizacdo de blastocistos humanos. Outra aplicacdo bastante promissora
de células tronco adultas é na inddstria farmacéutica. Tais células podem
ser utilizadas em testes de drogas in vitro tanto para se testar a eficiéncia
quanto a seguranca de novos medicamentos®2.

Entretanto, a implementagdo de tecnologias baseadas no uso de
células tronco adultas com propdsitos terapéuticos requer a realizagéo de
pesquisa basica. Dentre as etapas cruciais, estdo a identificacdo de fontes
acessiveis de células tronco em tecidos adultos e o desenvolvimento de
metodologias para cultivo e propagacdo que permitam a manuten¢do da
multipotencialidade e da capacidade de autorrenovacdo dessas células.
Além disso, a identificacdo de marcadores moleculares associados &
multipotencialidade e de fatores de crescimento que promovam a
proliferacdo, a sobrevida ou a diferenciacdo dessas células em linhagem
celular de interesse sdo passos importantes que irdo facilitar o
desenvolvimento de processos clinicos baseados em células tronco™.

Dentro das estratégias adotadas em pesquisa basica com células
tronco, nosso trabalho tem como objetivo avaliar e caracterizar o
foliculo piloso de camundongos como fonte acessivel das células tronco
conhecidas como EPI-NCSCs. Para isso buscamos investigar a
expressao de marcadores associados ao estado indiferenciado e
multipotente de células da CN, bem como analisar a influéncia de
fatores de crescimento como uma possivel alternativa para expansdo in
vitro dessas células. O trabalho é de grande relevancia, uma vez que
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pode fornecer informacdes necessarias para o delineamento de
aplicacbes em medicina regenerativa e bioengenharia tecidual
utilizando-se EPI-NCSCs. Tais células podem, futuramente, servir de
base para geracdo de linhagens possiveis de serem utilizadas em testes
de drogas in vitro ou no tratamento de lesdes do sistema nervoso,
doencas desmielinizantes, problemas vasculares, degeneracfes 6sseo-
cartilaginosas, entre outras.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar in vitro os efeitos dos fatores de crescimento EGF e FGF,
sobre o potencial de diferenciagdo e capacidade de proliferacdo de
células tronco epidermais derivadas da crista neural (EPI-NCSCs)
obtidas de camundongos adultos.

Objetivos especificos

Caracterizar as EPI-NCSCs obtidas em culturas primarias através de
analises imunofenatipicas e de expressdo de genes relacionados a
crista neural e células tronco residentes no foliculo piloso.

Avaliar o efeito do tratamento com os fatores de crescimento EGF e
FGF, sobre a capacidade de proliferacdo das EPI-NCSCs, visando a
expansdo e a manutencgdo in vitro das mesmas.

Avaliar os efeitos do tratamento com os fatores de crescimento EGF
e FGF, sobre a morfologia e o potencial de diferenciacéo
mesenquimal, glial e neuronal das EPI-NCSCs.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados camundongos adultos da linhagem C57BL/6,
com idade entre oito e doze semanas, obtidos no biotério setorial do
Laboratério de Células Tronco e Regeneracdo Tecidual da Universidade
Federal de Santa Catarina. Todos os procedimentos descritos no trabalho
estdo de acordo com o0s principios éticos adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal, tendo sido aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFSC) sob o protocolo
nimero PP810/CEUA.

Isolamento de EPI_NCSCs - cultura primaria

O procedimento utilizado para o isolamento das células tem
como base o protocolo descrito por Sierber-Blum e colaboradores®>“.
Os animais foram sacrificados e a pele em torno das vibrissas removida.
Sob observagdo em microscépio estereoscopico, os foliculos pilosos
foram individualizados e a capsula de colageno que os reveste retirada.
Subsequentemente, foi realizada uma transec¢do acima e abaixo da
regido do bulge. A porcbes do bulge foram entdo colocados em placas
de cultura 35 mm previamente revestidas com Colageno | e pré-
incubados por 10 horas para adesdo ao substrato. Em seguida,
adicionou-se 1,5 ml de meio de cultura, o qual consistiu de alfa MEM
acrescido de 15% de soro fetal bovino, sendo este renovado a cada trés
dias. A partir do quinto dia, células comegam a emigrar dos explantes e,
no décimo quarto, esses foram removidos e as células aderidas
analisadas por RT-PCR, citometria de fluxo e Imunofluorescéncia,
conforme descrito a seguir. Tanto a pré-incubacdo do explantes quanto o
cultivo das células foram realizados sob condicBes padrdes — 37°C em
atmosfera Umida contendo 5% CO,.

Culturas secundarias

Para realizacdo das culturas secundarias, os explantes de
foliculo piloso foram removidos ap6s 14 dias de cultivo, e as células
remanescentes descoladas da placa com solugdo tripsina-EDTA
(Sigma). Em seguida, as células foram coletadas por centrifugacéo
(1200 rpm por 5 minutos) e replaqueadas a uma densidade de 500
células por pogo em placas de 96 pocos revestidas com colégeno I. Os
meios foram compostos de alfa MEM acrescido de 15% de soro fetal
bovino (condicdo controle) e 0 mesmo meio suplementado com EGF e
FGF, (referido com EGF + FGF2) nas concentracdes de 20 e 40 ng.ml™,
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respectivamente. As culturas foram mantidas por mais sete dias, a 37°C
em atmosfera contendo 5% CO,, com renova¢do do meio de cultivo a
cada trés dias. Apds o periodo, seguiram-se os ensaios de diferenciacao
e proliferacdo celular ou as anélises por RT-PCR, Imunofluorescéncia,
Citometria de fluxo ou Western blot, conforme descrito a seguir.

Para o cultivo a longo prazo as células obtidas em cultura
primaria foram tripsinizadas e replaqueadas em garrafas de cultura
revestidas com colageno | a uma densidade de 2000/cm? em garrafas de
25 cm? As culturas foram repicadas a cada 10 dias e mantidas até a
sexta passagem. Apds esse o0 periodo as células foram congeladas em
solucdo 10% de DMSO em soro fetal bovino e mantidas a -196°C no
banco células do Laboratorio de Células Tronco e Regeneracéo Tecidual
da Universidade Federal de Santa Catarina.

Ensaio de proliferagdo celular

A taxa de proliferacdo celular foi analisada pela incorporagéo
de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU), um composto analogo ao
nucleotideo timidina que, quando acrescido ao meio de cultura, é
incorporado pelas células em processo de divisdo. As culturas foram
incubadas com BrdU (Zymed, 1:100) por 4 horas, sendo a seguir fixadas
com paraformaldeido 4%, enxaguadas com agua destilada e incubadas
em &cido cloridrico 2N por 30 minutos a 37°C. Apds esses
procedimentos, as células foram submetidas a analise de
imunofluorescéncia usando anticorpo anti-BrdU, conforme descrito a
seguir.

Ensaios de diferenciacao celular

Para diferenciacdo no fenotipo neuronal, os meios de cultivo
controle e EGF + FGF2 foram removidos no sétimo dia de cultura
secundaria e substituidos por meio indutivo, o qual consistiu de meio
neurobasal suplementado com B27 glx), BDNF (10 ng.ml™), acido
ascorbico (200 uM), NGF (10 ng.mlI™), e cAMP (0.1 mM), conforme
descrito em Liu et al. (2012). As culturas foram mantidas por 14 dias
em condicGes padrdes de cultivo com o meio renovados a cada 3 dias.
Apos o periodo de indugdo, as culturas foram fixadas e imunomarcadas,
conforme descrito a seguir.

RT-PCR

Para as analises de expressdo génica, amostras de RNA total
foram extraidas das células em cultivo utilizando-se reagente Trizol
(Invitrogen). As amostras foram, entdo, tratadas com DNase RQ1
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(Promega) para remover possiveis contamina¢fes com DNA gendmico.
Ambos o0s procedimentos foram realizados de acordo com
recomendagfes dos fabricantes. A partir do RNA isolado, moléculas de
cDNA foram sintetizadas por meio de reacdo de transcri¢cdo reversa
utilizando o kit ImProM-11 Reverse Transcription System (Promega). Os
cDNAs dos genes Foxd3, Gapdh, Pax3, Slug, Snail, Sox9, Sox10 e
Twist, foram amplificados pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando reagente GoTaq Master Mix (Promega), 0,4 nM de
iniciadores, e 1 pl de cDNA, em um volume final de 25 pl. As reagdes
consistiram de 45 ciclos repetidos de desnaturagdo a 94°C por 45
segundos, anelamento por 45 segundos (temperatura dependente do par
de iniciadores) e extensdo a 72°C por 60 segundos. A tabela 2 a seguir
apresenta os pares de iniciadores utilizados para cada transcrito génico,
suas respectivas temperaturas de anelamento e tamanho do fragmento
amplificado.

Para analises quantitativas foram realizadas reacdes de PCR
real time, método SYBR Green, conforme instrucdes do fabricante. Os
niveis de expressdo dos genes de interesse foram determinados de
maneira relativa a expressdo gene Gapdh, conforme o método Pfaffl®.
Todas as andlises foram conduzidas em triplicata e utilizaram RNA
isolado do tubo neural de embrido murino E12 como controle positivo
das reacoes.

Para as analises qualitativas, os produtos das reacGes foram
corados com o reagente Blue Green Load Dye (LGC Biotechnologies) e
submetidos & eletroforese em gel de agarose 2%, para posterior
visualizacdo em luz ultravioleta. Ja nas reacdes de PCR real time, os
produtos foram checados através de curva de denaturacéo.

Imunofluorescéncia

Para as andlises de expressao protéica as culturas foram fixadas
em paraformaldeido 4% por 30 minutos, enxaguadas trés vezes com
tampdo PBS, permebilizadas com solugdo Triton X-100 0,5% por 20
minutos, e em seguida incubadas com solucdo de soro fetal bovino 5%
durante 1 hora para inativagao de sitios inespecificos. As culturas foram
entdo incubadas com anticorpos primarios por periodo de 1 hora a
temperatura ambiente e posteriormente, sob as mesmas condicGes, com
anticorpos secundarios conjugados ao fluorocromo Alexa488 ou
Alexab94. As células foram novamente enxaguadas com PBS e
incubadas durante 2 minutos com corante fluorescente DAPI para
marcacdo nuclear. Todas as marcagdes foram observadas, analisadas e
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documentadas sob microscépio epifluorescente Olympus 1X71. Os
anticorpos primarios e secundarios utilizados séo listados na tabela 1.

Tabela 1 — Listagem dos anticorpos e respectivas dilui¢ces utilizadas
nas analises de Imunofluorescéncia (IF), citometria de fluxo (FACS) e
westernblot (WB).

Anticorpo Diluido Fabricante  Uso
Anti BrdU(IgGl1 camundong o nonoclonal) 1:500 Pomega IF
ant Fibronectina (Ig Geoehopoliclonal) 1:500 Dako IF
Anti GAP43(IgG coelho policonal) 1:200 Abcam IF
Anti GF AP (Ig Geoetho policlonal) 1:200/1:1000  Sigma IF'WB
Anti Mitf (IgG coelho policlonal) 1:100 Abcam IF
anfi Nestina (Ig Geoetho polidonal) 1:100 Abcam IF
Anti Neuroflamento (IgG coelho policlonal) 1:200 Sigma IF
Anti p75NTIR (IgG coelho policlonal) 1:200/1:1000  Miltipore IF'WB
Anti Pax3 (Ig Geoeho policlonal) 1:100 Abcam IF
Anti Sox10(IgGcostho policlonal) 1:1000 Abcam IF
Anti a-SMA (IgG2a camun dong omonoclonal) 1:300 Sigma IF'WB
Anti B-actina (Ig Geoetho monoclonal) 1:2000 WB
Anti f-tubulina IIT (IgG! camundongo monoclonal) 1:5001:1000 Pmomega IF'WB
Anti CD34 - conjug ado aPE 120 BD FACS
Anti CD45 — corjug ado a PerCP 1:20 BD FACS
Anti CD73 - corjugado aPE 1:20 BD FACS
Anti CD90 — conjug ado aFITC 120 BD FACS
Anti CD105 - conjugado a PerCP 120 BED FACS
Anti IgG camundongo — conjugado a Alexa 4888 1:500 Invitrogen IF
Anti 1gG camundongo — conjugado a Alexa 5948 1:500 Invitrogen IF
Anti IgG coelho —conjungado a Alkxa 4888 1:500 Invitrogen IF

Anti IgG camundongo — conjungado a Peroxidase 1:2500 Mllipore WB
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Citometria de fluxo

Para as analises de citometria de fluxo, as EPI-NCSCs foram
tripsinizadas (conforme descrito acima) e ressuspensas em PBS
acrescido de 10% de soro fetal bovino a uma concentragdo de 10°
células/100puL. Em seguida, as células foram incubadas com anticorpos
especificos, durante 1 hora a 4°C.

Apos a incubacdo, as células foram lavadas com PBS acrescido
de 10% de soro fetal bovino, centrifugadas a 1200 rpm durante 5
minutos, ressuspensas em 100uL da mesma solu¢do e posteriormente
analisadas em citometro de fluxo FACS Calibur (BD Bioscience). Os
dados foram gerados pelo software FACS Diva 6.0® e analisados pelo
software FlowJo®.

Como controle positivos dos anticorpos utilizou-se tanto uma
linhagem de células tronco mesenquimais humanas isoladas de tecido
adiposo - as quais sdo positivas para os marcadores CD73, CD90 e
CD105 - quanto leucdcitos isolados de sangue periférico, os quais
abrangem uma populacdo de células CD34 e CD45 positivas. Os
anticorpos utilizados nas analises sao listados na tabela 1.

Western blot

Os ensaios foram realizados conforme descrito em Posser et al.,
2007. Resumidamente, as células foram mecanicamente lisadas em 100
pl de SDS stopping solution (4% SDS, 2 mM EDTA, 8% B-
mercaptoetanol e 50 mM Tris, pH 6,8). Os lisados foram entdo
aquecidos a 100° C por 5 minutos e centrifugados (10.000 g por 10
minutos a 4° C) para eliminar os restos celulares. Em seguida,
adicionou-se nas amostras tampéo de diluicdo (40% glicerol, 100 mM
Tris e azul de bromofenol, ph 6,8) numa proporg¢do de 25:100 (v/v) e B-
mercaptoetanol a uma concentracdo final de 8%.

As proteinas (50 pg) foram isoladas através de SDS-PAGE em
gel de separacdo de acrilamida 10% e gel de entrada 4%. A eletroforese
foi realizada com corrente fixa de 40 mA e voltagem maxima de 150
mV durante 2 h. Apds a corrida, os géis foram submetidos ao processo
de eletrotransferéncia e as proteinas transferidas para membrana de
nitrocelulose usando sistema semi-dry (1,2 mA/cm? 1,5 h). Para
verificar a eficiéncia do processo de transferéncia, as membranas foram
coradas com Ponceau S. As membranas foram em seguida bloqueadas
com 5% de albumina bovina (BSA) em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150
mM pH 7,5) por 1 hora e, ap6s sucessivas lavagens com TBS-T (Tris 10
mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,5), incubadas overnight a
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4°C com os anticorpos especificos. Os anticorpos e diluigcdes utilizadas
sdo listados na tabela 1.

Para deteccdo dos complexos imunes, as membranas foram
incubadas por 1 hora com anticorpo secundario conjugado a peroxidase
e reveladas em filme autoradiografico ap6s adicdo do substrato
quimioluminescente LumiGLO (KPL). O nivel de expressao proteica foi
determinado pela razdo entre a densitometria 6ptica da banda da
proteina de interesse e a banda de B-actina. A densitometria dptica das
mesmas foi determinada utilizando-se o software Scion Image ®.

Tabela 2 — Listagem dos pares de iniciadores utilizados nas analises de

expressdo génica por RT-PCR.

Gae Sequéncia dos iniciadores Temperatura  Tamanho do

Anelamento produto

FoxD3 5-CGACGACGGGC TGGAGGAGGAGAA-3' 5 38°C 326 pb
ATGAGCGCGATGTAAGGGTAG-3'

Gapdh 5-ATGAGGTCCACCACCCTGTT-3 38°C 441 pb
Y-ATCACTGCCACCCAGAAGAC-3'

Pax3 5-CACCGTCCACAGACCTCAGC3® - 56°C 177 pb
CCGATGGTGGGGTTCATGGG-3"

Shug Y-CTCTCGGGAGCATACAGCS' - 58°C 146 pb
TGAAGTGTCAGAGGAAGGCGGG-3'

Smail Y-ACCCCCGCCGGAAGCCCAACT 3- 64°C 127 pb
AGCGGCGGGGETTGAGGACCTC-3

Sox% S-CTCGGAACTGCCTGGAAACTTICT-3" 54°C %4 pb
5"-GGCCACTIGCACCTCGICICT3®

Sox10 3°- TTTGGTGGTGAGGATICAGGCT-3" j4°C 145 pb
5°- GAGGAAGTGGAAAACCGTGTCC3”

Twist 5-ACAGGCCCGTGGACAGAGAT-3" - 358°C 112 pb
TCGTCAAAAAGTGGGGTGGGG-3"

*pb = pares de base
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Andlise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo. A
significancia das diferencas entre as médias dos grupos tratado e
controle foi avaliada pelo teste t de Student. Utilizou-se ANOVA de
duas vias para avaliar a influéncia de duas variaveis — no caso,
tratamento e ndmero da passagem. Os resultados foram considerados
significantes quando p < 0,05. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas com auxilio do software GraphPad Prism 4.0°.
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RESULTADOS

Isolamento e caracterizacao fenotipica de EPI-NCSCs em cultura
primaria

Conforme descrito em Materiais e Métodos, os explantes do
foliculo piloso de vibrissas de camundongos aderiram ao substrato de
colageno I. Em 5-7 dias células com morfologia bipolar ou estrelada
comecaram a emigrar do explante(Fig. 3a). Em torno de 60-70% dos
explantes apresentaram emigragéo de células e uma média de 102 células
por explante foi obtida no décimo quarto dia de cultura primaria.

Figura 3 — Caracterizacdo morfolégica e imunofenotipica de EPI-NCSCs.
(A) Fotomicrografia de contraste de fase mostrando um explante do bulge e
células migratorias aderidas ao substrato de colageno no décimo dia de cultura.
A direita, destacando a morfologia caracteristica das células, maior magnitude
da area demarcada na imagem a esquerda. (B) Fotomicrografia de fluorescéncia
de células imunomarcadas para Nestina, SOx10, p75NTR e Fibronectina.
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A fim de investigar o estado indiferenciado e multipotente das
EPI-NCSCs, optamos por avaliar a expressdao dos genes associados as
células tronco embrionarias da crista neural. As analises de expressao
génica por RT-PCR (Fig.4) revelaram que essas células expressam 0s
MRNAs que codificam os fatores de transcricdo Pax3, Slug, Snail,
Twist, Sox9 e Sox10, os quais S0 expressos em varias populacdes de
células da crista neural in vivo®®®, A expressdo do mRNA de Foxd3, um
marcador de certas subpopulacfes de células da CN, ndo foi detectada.

Figura 4 — Analises de expressao génica em EPI-NCSCs. RT-PCR de genes
envolvidos na determinagdo e migracdo das células embrionéarias da crista
neural revelou que EPI-NCSCs expressam os mRNAs que codificam para os
fatores de transcri¢do Pax3, Slug, Snail, Twist, Sox9 e Sox10. Como controle
positivo das reacdes utilizou-se RNA obtido de tubo neural de embrido murino
E12. Gapdh funcionou como controle interno das reagdes de transcri¢do reversa.

A nivel proteico (Fig. 3b), verificamos a expressdo do fator de
transcricdo Sox10 e do receptor de membrana p75NTR, ambos
considerados pela literatura pertinente como marcadores de células
tronco e progenitoras da CN?~?**. Observamos também a expresséo da
proteina de filamento intermediario nestina, marcador de células tronco
neurais e células indiferenciadas da CN®*®*® . e fibronectina,
componente de matriz extracelular expresso caracteristicamente por
células precursoras da derme (SKPs)*".
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Anélises quantitativas demonstraram que 95-100% das células
s80 positivas para nestina, enquanto apenas aproximadamente 50 e 15%
sdo imunorreativas para Sox10 e p75NTR, respectivamente.

Em conjunto esses resultados demonstraram que a metodologia
aqui empregada estd de acordo com a literatura e foi eficaz para o
isolamento de células indiferenciadas com caracteristicas da CN a partir
do foliculo piloso de camundongos. Uma vez que essa estrutura também
tém sido descrita como um reservatorio de células tronco mesenquimais
e células tronco de queratindcitos, avaliamos em seguida a expressao de
marcadores de superficie caracteristicos dessas populacdes celulares.
Analises por citometria de fluxo demonstraram que a grande maioria das
células obtidas em cultura primaria (aproximadamente 99%) nao
expressa os marcadores de células tronco mesenquimais®® CD73, CD90
e CD105 e nem CD34, -caracteristico de células tronco de
queratinécitos®™®’. A expressio de CD45, marcador de células tronco
hematopoiéticas também néo foi detectada® (Fig.5).

Figura 5 — Expressé@o de marcadores de superficie celular caracteristicos de
células tronco mesenquimais e células tronco de queratindcitos.
Representagdo em histogramas de uma amostra submetida a citometria de fluxo
para analise os marcadores de superficie celular CD73, CD90, CD105, CD34 ou
CD45. A porcéo cinza do gréfico mostra a autofluorescéncia das células (ndo
incubadas com os anticorpos) e em preto as amostras incubadas com o0s
anticorpos conjugados a fluorocromos especificos. Tais resultados demonstram
que apenas uma pequena porcentagem das EPI-NCSCs obtidas em cultura
primaria (aproximadamente 1%) expressa 0os marcadores CD73, CD90, CD105,
CD34 ou CD45. N=2.



48

Efeito do EGF e FGF; sobre a proliferacédo de EPI-NCSCs

EGF (epidermal growth factor) e FGF, (fibroblast growth
factor 2) sdo fatores de crescimento capazes de estimular a proliferagédo
e a manutencdo da plasticidade celular em vérios tipos celulares,
representando assim uma alternativa para a expansdo in vitro das EPI-
NCSCS8,69—71

Os ensaios por incorporacdo de BrdU realizados apds 7 dias de
cultura secundaria revelaram um aumento significativo da proliferacdo
celular nas culturas secundarias mantidas em 20ng.ml* de EGF e
40ng.ml™ de FGF2 quando comparado & condigdo controle (Fig.6). A
taxa de proliferacdo celular nas células cultivadas na presenca dos
fatores de crescimento é cerca de duas vezes superior a observada na
condigdo controle.

Figura 6 — Ensaio de proliferagéo celular nas culturas secundarias através
de incorporagdo de BrdU. Nucleos marcados em verde correspondem as
células BrdU positivas (em processo de divisdo celular) enquanto os nucleos
totais foram corados com DAPI, em azul. Aumento de 200x. Os resultados s&o
expressos como proporgdo de células BrdU positivas em relagdo ao ndmero
total de células. Os valores representam as médias + erro padrdo de 3
experimentos independentes feitos em triplicata. * p < 0,05 por teste t de
Student.
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Para verificar a possibilidade de geragdo de uma linhagem
celular, as células obtidas em cultura priméaria foram tripsinizadas e
plaqueadas a uma densidade de 2000 células/cm? em garrafas de cultura
revestidas com colageno I. As culturas foram repicadas a cada 10 dias e
mantidas por até 5 passagens. A cada passagem o nimero total de
células em ambas as condicdes foi contado utilizando-se uma camara de
Neubauer.

Os resultados (Fig.7a) demonstram uma manutencdo da
capacidade proliferativa ao longo das 5 passagens em ambas as
condi¢des analisadas, uma vez que ndo houve diferencas significativas
no nimero de células obtidas ao fim de cada passagem (p > 0,05 pelo
teste ANOVA de duas vias). Verificou-se entretanto, um aumento no
numero de células nas culturas tratadas com EGF e FGF, em relagdo a
condicdo controle. O nimero de células obtidas foi significativamente
maior nas culturas tratadas do que nas ndo-tratadas em todas as
passagens analisadas (p < 0,05 pelo teste ANOVA de duas vias).

Figura 7 — Manutencéo de EPI-NCSCs em culturas secundarias. (A) A cada
passagem o numero de células foi contado e os resultado plotados no gréfico.
N&o houve diferencas significativas no nimero de células obtidas em casa
condicdo ao longo das 5 passagens analisadas. * para p < 0,05 e ** para p <
0,01 por ANOVA de duas vias. (B) Fotomicrografias de contraste de fase de
culturas em P5 destacando a morfologia das células sete dias apds
replaqueamento. Aumento de 40x.
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Em seguida, verificamos que o tratamento com os fatores de
crescimento afeta também a morfologia celular (Fig.7b). As culturas
tratadas com EGF e FGF, sdo morfologicamente homogéneas, com
grande maioria das células apresentando formato triangular e
prolongamentos citoplasmaticos. J& na condigdo controle estdo presentes
células com formato fibroblastdide e células com citoplasma amplo e
achatado.

Efeito do EGF e FGF, sobre a expressdo de marcadores de células
indiferenciadas

A fim de verificar se o tratamento com EGF e FGF, influencia a
diferenciagdo das EPI-NCSCs, analisamos a expressdo de fatores de
transcricdo relacionados ao estado indiferenciado de células s da CN
(Fig.8a).

Figura 8- Efeito do tratamento com EGF e FGF, sobre a expressdo de
genes envolvidos na determinacgdo e migracéo das células embrionarias da
CN em culturas secundéarias. (A) Quantificacdo relativa pela técnica de RT-
gPCR da expressdo dos mRNAs Pax3, Slug, Snail, Sox9, Sox10 e Twist nas
culturas tratadas com EGF e FGF, em comparagdo a condi¢do controle
(representado pela linha pontilhada no grafico). Os resultados foram
normalizados pela expressdo do gene de referéncia Gapdh. As barras
representam a média + erro padrdo de trés experimentos independentes
realizados em triplicatas. (B) Ct médio da expressdo de Gapdh, utilizando-se 25
ng de cDNA, obtido para cada uma das amostras usadas nos experimentos de
RT-gPCR.
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Ja pela técnica de imunofluorescéncia, analisamos os efeitos do
EGF e FGF, sobre a expressdo das proteinas nestina e p75NTR (Fig.9).
Anélises quantitativas demonstraram ndo haver diferenca significativa
na proporcdo de células imunorreativas para esses marcadores entre as
duas condicdes testadas. A porcentagem de células nestina- e p75NTR-
positivas, assim como nas culturas primarias, € em torno de 95 e 10%,
respectivamente, em ambas as condicdes.

Figura 9- Efeito do tratamento com EGF e FGF, sobre a expressdo dos
marcadores proteicos nestina e p75NTR em culturas secundérias. (A)
Analises por imunofluorescéncia revelaram alteracbes morfoldgicas nas células
nestina-positivas e p75NTR-positivas nas culturas tratadas com os fatores de
crescimento. N&o houve diferengas significativas na propor¢do de células
imunorreativas para tais marcadores entre as condigcdes controle e tratado,
entretanto.

Observou-se, entretanto, alteragdes morfoldgicas significativas
nas células nestina-positivas e p75NTR-positivas nas culturas tratadas
com os fatores de crescimento (Fig.9). Tais células apresentam volume
citoplasmatico reduzido e grandes prolongamentos celulares, os quais
ndo sao evidentes na condicdo controle (Fig.9). Conforme demonstrado
pelos resultados de western blot, ndo houve diferencas significativas nos
niveis de expressado de p75NTR entre a condicdo controle e o tratamento
com os fatores EGF e FGF, (Fig.10). Os resultados da quantificacéo
dos niveis de nestina obtidos pela mesma técnica foram inconclusivos.
Mesmo utilizando diferentes anticorpos e a diferentes concentracfes de
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uso, nao obtivemos uma banda especifica entre 200-220 KDa (peso
molecular aproximado da nestina) que pudesse ser referida a essa
proteina (resultado néo apresentado).

Figura 10 — Efeito do tratamento com EGF e FGF, sobre os niveis de
expressdo de p75NTR e nestina. Quantificacdo proteica por western blot
revelou que o tratamento com EGF e FGF, ndo altera os niveis de expresséo de
p75NTR.

Efeito do EGF e FGF, sobre a potencial mesenquimal das EPI-
NCSCs

A fim de avaliar se o tratamento com os fatores de crescimento
¢ capaz de selecionar células com caracteristicas mesenquimais ou,
alternativamente, induzir EPI-NCSCs a um fenétipo mesenquimal,
avaliamos primeiramente a expressdo dos marcadores de células tronco
mesenquimais CD73, CD90 e CD105.

As andlises por citometria de fluxo (Fig.11) mostraram que as
células em cultura secundaria, tanto na condicdo controle quanto na
presenca de EGF e FGF,, manttm um perfil de expressdo desses
marcadores muito semelhante ao observado nas culturas primarias,
sendo aproximadamente 99% das células negativas (Fig.11). Nenhuma
diferenca significativa foi observada entre as condi¢des controle e EGF
+ FGF,, ou entre essas e as células em cultura primaria.
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Figura 11 — Expressdo de marcadores de superficie celular de células
tronco mesenquimais em culturas secundarias mantidas em EGF e FGF.,.
Dados de um experimento representativo no qual células obtidas em cultura
secundaria foram submetidas a citometria de fluxo para analise os marcadores
de superficie celular CD73, CD90, CD105, A porc¢do cinza do gréafico mostra a
autofluorescéncia das células (ndo incubadas com os anticorpos) e em preto as
amostras incubadas com os anticorpos conjugados a fluorocromos especificos.
Apenas uma pequena porcentagem de células, tanto na condigéo controle quanto
no tratamento com os fatores de crescimento, expressa 0s marcadores CD73,
CD90, CD105, CD34 ou CD45. N=3.

Em seguida investigamos a expressdo da proteina aSMA (alpha
smooth muscle actin, inglés para actina de musculo liso tipo alfa),
considerada marcadora de linhagem mesenquimal’®>"*. Anélise visual
das culturas ap6s a imunomarcacdo demonstrou que aproximadamente
100% das células sdo reativas para aSMA em ambas as condigdes,
controle e EGF + FGF (Fig.12a). Entretanto, diferencas significativas na
morfologia e nos niveis de expressdo dessa proteina foram observadas
(Fig.12a-b). Na condicdo controle, as células s&o homogéneas quanto a
morfologia e apresentam citoplasma amplo e fibras de estresse formadas
por aSMA (Fig.12b”). Ja nas culturas tratadas com EGF e FGF,, em
torno de 50% das células aSMA-positivas perdem a morfologia
tipicamente mesenquimal e passam a exibir um citoplasma mais
reduzido e sem evidente formacdo de fibras de estresse (Fig.12b”). A
guantificacdo dos niveis de proteina por western blot confirmou uma
diminuicdo de aproximadamente 8% (p=0,024 pelo teste t) na expressao
de aSMA nas culturas tratadas com EGF e FGF, (Fig.12c).
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Figura 12- Efeito do tratamento com EGF e FGF, sobre a expressdo do
marcador mesenquimal a-SMA. (A) Andlises por imunofluorescéncia
revelaram que virtualmente 100% das células sdo a-SMA-positivas. Entretanto,
verificou-se diferencas morfoldgicas entre as duas condigdes analisadas. Na
condigdo controle todas as células apresentam morfologia tipica de
miofibroblasto, com citoplasma amplo e fibras de estresse bem organizada,
como mostrado em (B’). Ja na condicdo EGF + FGF a maioria das células
apresentam a morfologia mostrada em (B”), com volume citoplasmatico menor
e fibras de estresse ndo evidentes. (C) Quantificacdo proteica por western blot
revelou diminuicéo de 7,53% na expressdo de a-SMA nas culturas tratadas com
EGF e FGF,. * para p < 0,05 por teste t de Student.

Efeito do EGF e FGF, sobre o potencial de diferenciacdo neural das
EPI-NCSCs

Tendo em vista dados da literatura que demonstram o papel do
EGF e FGF, no estabelecimento e manutencdo de linhagens de
precursores neurais a partir de populagbes de células tronco
embrionarias e adultas, avaliamos em seguida o efeito desses fatores de
crescimento sobre a expressdo dos marcadores neurais B-tubulina Il e
GFAP (Glial fibrillary acidic protein).
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Analises de imunofluorescéncia mostraram que, apesar das
diferencas morfoldgicas observadas, 100% das células séo
imunorreativas para o marcador glial GFAP em ambas as condi¢cdes
experimentais (Fig.13a). Analises complementares por western blot
revelaram, entretanto, uma diminuicdo de aproximadamente 22%
(p=0,011 pelo teste t) nos niveis de expressdo da proteina nas células
tratadas com EGF e FGF; (Fig.13b).

Figura 13- Efeito do tratamento com EGF e FGF, sobre a expressdo do
marcador glial GFAP. (A) Andlises por imunofluorescéncia revelaram que
virtualmente 100% das células sdo GFAP-positivas em ambas as condicGes
analisadas. (B) Analises de western blot revelaram uma diminuicdo de 21,93%
na expressao da proteina nas culturas tratadas com EGF e FGF,. * para p < 0,05
por teste t de Student.

Em seguida investigamos por imunofluorescéncia a expressdo
de pB-tubulina 11, proteina de microtdbulo caracteristico de células
neuronais. Tais anélises demonstraram que a proporcéo de células que
expressam a proteina ndo difere significativamente entre a condicdo
controle e o tratamento com EGF e FGF,. Entretanto, verificou-se um
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aumento significativo na proporgdo de células B-tubulina Ill-positivas
gue apresentam caracteristicas morfoldgicas semelhantes as de
neurdnios, i.e., células afiladas com citoplasma reduzido e longos
prolongamentos (Fig.14a-b). Consistentemente a esses resultados, as
andlises de westen blot revelaram um aumento de aproximadamente
10% na expressdo de B-tubulina 11l nas culturas tratadas com EGF e
FGF, em relacdo a condicdo controle (Fig.14c).

Figura 14- Efeito do tratamento com EGF e FGF, sobre a expressdo do
marcador neuronal B-tubulina I11. (A-B) Analises por imunofluorescéncia
revelaram que, embora virtualmente 100% das células sejam imunorreativas
para B-tubulina 111 em ambas as condicdes, as células mantidas na presenga dos
fatores de crescimento apresentam caracteristicas morfoldgicas semelhantes a
de neurdnios. (C) Quantificacdo proteica por western blot revelou uma aumento
de 10,85% na expressdo B-tubulina Il nas culturas tratadas com EGF e FGF,. *
para p <0,05 e *** p <0.001.
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Para melhor analisar a identidade das células B-tubulinalll-
positivas presentes em nossas condi¢Ges experimentais, resolvemos
investigar a co-expressdo do marcador neuronal com os marcadores de
precursores neuronais nestina e p75NTR (Fig.15-16).

As andlises de imunofluorescéncia demonstraram que todas as
células B-tubulinalll-positivas sdo também imunorreativas para nestina
(Fig.15) e que, nas culturas tratadas com EGF e FGF,, tais células
apresentam a morfologia semelhante a de neurénios, o que ndo ocorre na
condicdo controle. Adicionalmente, verificou-se que todas as células
p75NTR-positivas, tanto na condi¢do controle quanto tratado, co-
expressam B-tubulinalll (Fig.16). Desse modo, levando em consideracéo
a morfologia celular e o padrdo de expressdo dos marcadores f-
tubulinalll, nestina e p75NTR , nossos resultados sugerem que as
células B-tubulinalll-positivas obtidas nas culturas tratadas com EGF e
FGF, correspondem a precursores neuronais em estagio precoce de
diferenciacdo celular.

Figura 15 — Co-expressdo de B-tubulinalll e nestina em EPI-NCSCs
mantidas em cultura secundaria.  Fotomicrografias de fluorescéncia
destacando a morfologia das células B-tubulinalll / nestina — positivas na
condicéo controle e nas culturas tratadas com EGF e FGF,. Aumento de 400x.
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Figura 16 — Co-expressdo de B-tubulinalll e p75NTR em EPI-NCSCs
mantidas em cultura secundaria. Fotomicrografias de fluorescéncia
destacando a morfologia das células p75NTR / B-tubulina Il — positivas na
condicdo controle e nas culturas tratadas com EGF e FGF,. Aumento de 400x.

Potencial de diferenciacéo neuronal de EPI-NCSCs apdés tratamento
com EGF e FGF,.

Tendo nossos resultados sugerido que o tratamento com EGF e
FGF, leva ao comprometimento das EPI-NCSCs com a linhagem
neuronal, resolvemos investigar em seguida o efeito de um pos-
tratamento com meio indutivo neuronal no potencial de diferenciacéo
neuronal das EPI-NCSCs. Para tanto, as culturas foram inicialmente
tratadas com EGF e FGF, por sete dias (da mesma forma como nos
experimentos descritos anteriormente) e, em seguida, induzidas a
diferenciacdo neuronal utilizando meio de cultivo especifico.

Apb6s 14 dias de indugdo, analises de imunofluorescéncia
revelaram um aumento significativo da expressdo de Mashl — fator de
transcricdo do tipo bHLH que promove o comprometimento e
diferenciacdo neuronal de precursores multipotentes no sistema nervoso
central e periférico’™ " — nas culturas tratadas com EGF e FGF, e pos-
tratadas com meio indutivo neuronal. A porcentagem de células Mash1-
positivas observada na condicdo controle foi de 22,4 + 2,1%, enquanto
no tratamento foi de 80,8 £ 4,1%, representando um aumento de
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aproximadamente 4 vezes (Fig.17a). Inesperadamente, observou-se a
presenca desse fator de transcri¢do no citoplasma de algumas células em
ambas as condigoes (Fig.17a”).

Figura 17 — Efeito do pré-tratamento com EGF e FGF, no potencial
neuronal das EPI-NCSCs. (A) Andlises de imunofluorescéncia revelaram
aumento na expressdo de Mash-1 nas culturas pré-tratadas em com EGF e FGF,.
** para p < 0,01 por teste t. Na maioria das células imunorreativas a presenga de
Mash-1 foi restrita ao nucleo (A’). Algumas células apresentaram também
localizagdo citoplasmatica do fator de transcricdo (A”). Verificou-se que
virtualmente 100% das células expressam 0s marcadores neuronais
Neurofilamento (B) e pB-tubulina Il (C). Entretanto, a expressdo de tais
proteinas ndo foi associada a uma morfologia de neur6nios maduros, como
mostrado em (B’) e (C’). Apenas uma menor propor¢do das células
imunomarcadas apresentaram volume citoplasmatico reduzido morfologia
bipolar (B” e C”).
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Em seguida, investigamos através da mesma técnica a
expressdo dos marcadores neuronais Neurofilamento M, B-tubulina 11
(Fig.17b-c) e Gap43 (Fig.18). Em ambas as condicdes experimentais, a
grande maioria das células foram imunorreativas para os marcadores
Neurofilamento M e B-tubulina I11. Entretanto, uma menor propor¢éo
das ceélulas (entre 6-10%) apresentou a expressdo dessas proteinas
associada a uma morfologia semelhante a de neurbnios maduros
(Fig.17b” e <¢”), a qual inclui caracteristicas como volume
citoplasmatico reduzido, compactagdo do nicleo e presenca de
prolongamentos celulares. Ndo houve diferencas estatisticas entre as
duas condicdes experimentais no que diz respeito a proporcao de células
positivas para Neurofilamento M e B-tubulina Ill, sugerindo que no
contexto experimental esses ndo sejam marcadores apropriados para
investigar o estado de diferenciacdo das células. Nos graficos da figura
17 foram plotadas apenas as proporgBes de células positivas
apresentando morfologia semelhante a de neurdnios.

A expressdo de Gap43 (Growth-associated protein 43, inglés
para proteina associada a crescimento neuronal 43) foi detectada apenas
nas culturas previamente tratadas com EGF e FGF, em
aproximadamente 2% do total de células (Fig.18).

Figura 18 — Expressdo do marcador neuronal Gap43 nas culturas pré-
tratatas com EGF e FGF,. Apo6s 14 dias de diferenciagdo em meio indutivo,
analises de imunofluorescéncia revelaram presenca de células Gap43-positivas
nas culturas pré-tratadas com os fatores de crescimento EGF e FGF, (média de
2,1 + 0,6% do total de células). Células imunorreativas para Gap43 ndo foram
detectadas na condicéo controle.

Embora a diferenciacdo em neurdnios maduros provavelmente
ndo tenha sido alcancada em nossas condi¢des experimentais, esses
resultados reinforgam o papel do EGF e FGF, no comprometimento das
EPI-NCSCs com a linhagem neuronal. Juntos eles sugerem que o
tratamento com os fatores de crescimento permite as EPI-NCSCs
responderem melhor ao estimulo a diferenciagdo neuronal.
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DISCUSSAO

EPI-NCSCs e expressdo de marcadores de celulas indiferenciadas

O foliculo piloso consiste em uma invaginagéo da epiderme
responsavel pela formagao e crescimento dos pelos’®. Tem sido proposto
que o foliculo piloso contem um repertério relativamente amplo de
populacdes de células tronco, incluindo aquelas envolvidas na
homeostase de toda a epiderme, glandulas sebaceas e propria estrutura
do foliculo®*®, além de células tronco mesenquimais®’*® e células
tronco de origem da CN? 2423436384041 pentre as (ltimas, estdo as
chamadas células tronco epidermais da CN (EPI-NCSCs), descritas por
Sieber-Blum e colaboradores em 2004. Tais células residem em uma
discreta saliéncia do foliculo piloso — o bulge — e apresentam in vitro a
capacidade de se diferenciar na maioria dos derivados da CN, incluindo
neurdnios, células gliais, condrocitos, melandcitos e células de masculo
liso®.

As descobertas de tais precursores multipotentes em tecidos
adultos de facil acesso como a pele sdo bastante promissoras,
correspondendo a base do desenvolvimento de terapias celulares e
processos biotecnolégicos inovadores. Entretanto, de acordo com Ulloa-
Montoya et al. (2005), além da identificacdo de fontes acessiveis de
células tronco em tecidos adultos, a implementacdo de tecnologias com
propositos terapéuticos requer o desenvolvimento de metodologias para
cultivo e propagagdo que permitam a manutencdo da
multipotencialidade e da capacidade de autorrenovacao dessas células.
Ainda segundo esses autores, uma etapa crucial da pesquisa basica com
células tronco compreende a identificacdo de marcadores associados a
multipotencialidade e/ou capacidade de autorrenovacédo das células.

Nesse trabalho, baseado nas metodologias de cultivo de células,
RT-PCR e Imufluorescéncia, demonstramos que EPI-NCSCs isoladas de
vibrissas de camundongos adultos podem ser caracterizadas pela
expressdo dos fatores de transcricdo Pax3, Slug, Snail, Sox9, Sox10 e
Twist — 0s quais estdo envolvidos em processos de migracdo e
determinacédo de células da CN durante o desenvolvimento embrionario.
Nossos resultados mostraram que essas células expressam também os
marcadores protéicos p75NTR, fibronectina e, conforme ja descrito por
Sieber-Blum et al. (2004), nestina. Além de refletir o estado
multipotente e indiferenciado dessas células, esse padréo de expressdo
de marcadores sugere que EPI-NCSCs chegam a pele durante o periodo
embrionario e persistem até a vida adulta em um estado quiescente,
possivelmente com o microambiente restringindo seu potencial in vivo.
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Nossos resultados podem fornecer ainda maiores informagdes
gue eventualmente contribuirdo para a compreensdo das relagbes
existentes entre as populagdes de células tronco derivadas da crista
neural identificadas na pele: células tronco de melandcitos (MSCs),
células precursoras da pele (SKPs) e EPI-NCSCs. Embora estejam em
diferentes camadas da pele e do foliculo piloso, tem se levantado a
hipotese de que essas populagdes de células tenham uma origem comum
e/ou interajam funcionalmente®®*.

Tal relacdo se torna plausivel quando se leva em consideracéo
que, durante o ciclo regular de desenvolvimento dos pelos, ocorre
emigracdo de células do bulge para regides mais basais do foliculo e da
papila dérmica Joara a bainha de tecido conjuntivo que recobre todo o
foliculo piloso®™. E até mesmo possivel que sob determinadas
condi¢des, SKPs e/ou EPI-NCSCs originem precursores com potencial
mais restrito, como MSCs, ou que essas sejam uma mesma populacéo de
células em estadgios diferentes de maturagdo ocupando nichos
fisiolégicos diferentes, porém préximos®. Os resultados aqui
apresentados fornecem algumas evidéncias que contribuem com tal
hipotese. Identificamos pela primeira vez um marcador em comum a
essas trés populacdes: Pax3, um fator de transcricdo caracteristico da
CN embrionéria e envolvido na determinacdo da linhagem melanocitica,
cuja expressio até entdo s6 havida sido detectada em MSCs e SKPs %%,
Além disso, nossos resultados demonstram que EPI-NCSCs e SKPs
compartilham também a expressdo dos marcadores Slug e Snail, e das
proteinas fibronectina e nestina conforme Fernandes e colaboradores
(2004).

Outra questdo digna de atencdo diz respeito & identidade de
MSCs e EPI-NCSCs — ambas identificadas na regido da saliéncia do
foliculo piloso. Segundo Delfino-Machin et al. (2007) o fato de EPI-
NCSCs exibirem um amplo potencial de diferenciacdo para os derivados
da CN - incluindo melandcitos — sugere que essas células possam
realmente dar origem as MSCs, as quais apresentam potencial restrito a
melandcitos. De acordo com 0 mesmo autor, estudar a expressdo de
Pax3 - considerado um componente chave no mecanismo de
manutencdo do estado indiferenciado das MSCs — nas populagdes
residentes no foliculo piloso seria de extrema importancia para tentar
esclarecer as relagGes entre tais células.

Nesse contexto, além de detectar a expressdo de Pax3,
demonstramos que EPI-NCSCs sdo FoxD3 negativas. Se levarmos em
consideracdo que as Unicas populagdes de células da CN que nao
expressam FoxD3 sdo aquelas envolvidas com a linhagem
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melanocitica®®, categoria na qual se encaixa as MSCs, esse resultado
esta de acordo com as idéias ja levantadas. Outra hipGtese a ser
considerada é que EPI-NCSCs e MSCs sejam a mesma populacdo de
células. Segundo por Fernandes et al. (2008), as EPI-NCSCs podem ser
de fato MSCs que, quando cultivadas in vitro, readquirem
multipotencialidade.

A regido do bulge do foliculo piloso tem sido descrita também
como um reservatorio de células tronco epidermais capazes de se
diferenciar in vitro em queratinocitos, muasculo liso, células gliais e
neurdnios®>®%. Além disso, trabalhos mais recentes tem demonstrado o
isolamento de células tronco mesenquimais a partir de culturas de
explantes do foliculo piloso humano®*, Para nos certificarmos da
identidade das células obtidas em nossas culturas primarias, analisamos
a expressdo das proteinas de superficie celular CD34, considerada um
marcador das células tronco epidermais residentes no bulge®®®’, e CD73,
CD90 e CD105, os quais sdo caracteristicos de células tronco
mesenquimais™. A n&o expressdo de tais marcadores, observada através
da técnica de citometria de fluxo, demonstra que as EPI-NCSCs
correspondem a uma populacdo celular distinta das células tronco
mesenquimais e epidermais presentes no foliculo piloso.

EPI-NCSCs e expressédo de marcadores de tipos celulares
diferenciados

Além da caracterizacdo das culturas primarias, as analises de
imunofluorescéncia revelaram um aspecto interessante das EPI-NCSCs.
Mesmo em condicdes basicas de cultivo (i.e., sem o uso de algum fator
especifico que estimule a diferenciacdo celular), a grande maioria das
células expressam proteinas consideradas pela literatura como
marcadores neuronais (B-tubulina Il e Neurofilamento M) e glial
(GFAP), embora ndo apresentem propriedades morfoldgicas de
neurodnios.

A expressdao espontdnea de marcadores neurais, incluindo f3-
tubulina III, Neurofilamento M, GFAP e S100B, tem sido descrita
também em populacdes de células tronco mesenquimais®®®’. Entretanto,
a natureza e as implicacfes da expressdo desses marcadores em células
indiferenciadas ndo sdo completamente entendidas. Alguns trabalhos a
consideram como uma demonstracdo da capacidade intrinseca das
células tronco mesenquimais em gerar derivados neurais Vvia
transdiferenciacdo®®, enquanto outros fornecem evidéncias que
demonstram a expressao in vitro desses marcadores como um resultado
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de estresse celular em resposta a remocdo das células de seu nicho
fisiolégico e crescimento em condicdes artificiais em cultura®™®°

Embora demonstrem a expressdo de marcadores neurais em
EPI-NCSCs indiferenciadas, nossos resultados ndo sdo capazes de
explicar a natureza dessa observacdo. Novos experimentos sdo, portanto,
necessarios para esclarecer se a expressdo de tais marcadores reflete a
pré-disposicdo das EPI-NCSCs em se diferenciar em células neurais
(hipotese plausivel devido ao fato dessas células serem derivadas da
CN) ou se é um resultado de adaptagdes celulares em resposta ao cultivo
in vitro.

Uso do EGF e FGF, como alternativa para expansao in vitro das
EPI-NCSCs

A expansdo in vitro de células tronco constitui uma etapa
fundamental para o desenvolvimento de terapias celulares futuras ou
para o uso dessas como ferramenta de pesquisa e para teste de farmacos
in vitro. Um grande esforco tem sido efetuado no sentido de definir
condi¢des de cultivo ideais para a expansdo de vérias populagdes de
células tronco adultas. Tais condigdes devem promover o aumento no
nimero de células, evitar a perda da capacidade de autorrenovacdo e
manter as células indiferenciadas™. Nesse sentido, muitos aspectos do
cultivo celular tem sido otimizados, como o recipiente de cultura, a
densidade de semeadura, 0s protocolos de manutencdo e subcultivo,
assim como a composicdo do meio e a tensdo de oxigénio®. Outro
aspecto bastante investigado tem sido o efeito de determinados fatores
de crescimento. Muitos desses fatores sdo capazes de inibir a apoptose,
induzir a proliferacdo celular e até mesmo prevenir a diferenciacéo.
Além disso, fatores de crescimento especificos podem ser também
utilizados na obtencdo de uma linhagem celular de interesse a partir de
células tronco multipotentes®*.

Com o intuito de aperfeicoar um protocolo que permita a
expansdo de EPI-NCSCs optamos por analisar, no subcultivo dessas
células, os efeitos da combinacdo dos os fatores de crescimento EGF e
FGF,. Esses fatores sdo capazes de estimular a proliferagdo e a
manutencdo da plasticidade celular, bem como modular a diferenciacéo
de diversos tipos celulares®®®"+%

Trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa demonstraram
que, em modelo de aves, 0 FGF, estimula a renovagdo e a proliferacéo
de precursores indiferenciados e multipotentes da CN, mantendo-os
indiferenciados®. No cultivo de células tronco mesenquimais, resultados
obtidos por Jeremias (2009), sugerem ainda que o FGF, mantém tais
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células em estado indiferenciado e de alta proliferacdo, enquanto o EGF
leva ao comprometimento com a linhagem neural, embora ndo seja
capaz de induzir a diferenciacdo final dessas células®. Além disso,
resultados obtidos por Toma e colaboradores™ demonstram que
presenca de EGF e FGF, no meio de cultivo é indispensavel para a
obtencdo e manutencdo, sem perda de potencialidade, de células
precursoras da pele humanas (SKPs). Na presenca dos fatores de
crescimento, tais células puderam ser mantidas em cultura por pelo
menos um ano.

No presente trabalho, demonstramos que o tratamento
simultdneo com EGF e FGF; é capaz de estimular a proliferagdo celular
e, consequentemente, facilita a expansao em cultivo das EPI-NCSCs. Ao
mesmo tempo, o tratamento com os fatores de crescimento mantém a
expressdo de marcadores moleculares associados ao estado
indiferenciado e multipotente de células da CN, tais como o receptor de
membrana p75 e os fatores de trancricdo Pax3, Slug, Snail, Sox9, Sox10
e Twist.

Entretanto, com a metodologia empregada nesse estudo ndo
fomos capazes de responder com precisdo o quanto o tratamento com
EGF e FGF, afeta a expressdo dos fatores de transcri¢do citados acima.
Embora sugiram uma diminui¢do nos niveis de expressdo de mRNA
desses genes nas culturas tratadas, tais resultados devem ser
interpretados com cuidado uma vez que a expressao de Gapdh, gene de
referéncia utilizado como normalizador das reacfes de RT-PCR real
time, parece estar sendo afetada pelo tratamento com EGF e FGF,.

O método de quantificacéo relativa pela equagdo de Pffalf*® — o
gual foi utilizado nesse trabalho — é baseado nos niveis de expressao
do(s) gene(s) de interesse em relagdo expressdo de um gene de
referéncia (ou gene housekeeping). O gene de referéncia serve como
normalizador da quantidade e qualidade do cDNA presente nas amostras
de cada condicdo experimental. Dessa forma, para produzir resultados
confiaveis, 0 método de quantificacdo relativa requer o uso de um gene
de referéncia cuja expressio ndo € afetada pelas condicOes
experimentais™*. Embora 0 gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase (Gapdh) continue a ser utilizado como um gene
normalizador, varios estudos tem reportado problemas associados ao seu
uso. J& € bem estabelecido que a expressdo de Gapdh nédo é constante na
célula. Além de sua funcdo na glicélise, tem se tornou evidente que o
Gapdh contribui para uma série de funcdes celulares, tais como como
exportacdo de moléculas de RNA no nucleo, replicacdo e reparo de
DNA, fusdo de membrana exociticas e organizacéo do citoesqueleto®,
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Em nosso estudo parece haver um aumento na expressdo de
Gapdh nas células tratadas com EGF e FGF,, o qual é evidenciado pela
diminuicdo de aproximadamente 2 ciclos no Ct médio - 0 que representa
um aumento em aproximadamente 4 vezes na expressdo de Gapdh — nas
amostras de cDNA da condi¢cdo EGF + FGF. Dessa forma, a aparente
diminuigdo na expressdo dos fatores de transcricdo Pax3, Slug, Snail,
Sox9 e Sox 10 nas culturas tratadas (conforme mostrado na figura 8b)
pode ser um resultado enviesado pelo aumento na expressdo de Gapdh.
Assim, a repeticdo do experimento é necessaria para uma concluséo
definitiva. O uso de outros genes de referéncia cuja expressdo nao é
regulada pelas condicfes experimentais podem facilitar as analises.
Possiveis candidatos incluem B-actina, ciclofilina, e rRNA 285,

Efeito do EGF e FGF; sobre o potencial de diferenciacdo neuronal
in vitro das EPI-NCSCs

Trabalhos recentes tem demonstrado que os fatores de
crescimento EGF e FGF,, além de potentes mitégenos, sdo também
capazes favorecer o isolamento e de influenciar o processo de
comprometimento celular de varios precursores multipotentes. A
combinacdo desses fatores de crescimento tem sido extensivamente
utilizada, por exemplo, na derivagdo e manutencdo de células
tronco/precursoras neurais presentes no sistema nervoso central em
desenvolvimento e adulto, ou a partir de linhagens de células tronco
embriondrias e de pluripoténcia induzida® %,

O regime tradicionalmente utilizado para o isolamento e a
manutencdo de células tronco neurais nesses estudos corresponde a
técnica de cultivo em suspensdo®. Nesse sistema, células isoladas de
regibes especificas do sistema nervoso central, quando cultivadas na
presenca de elevadas concentracbes de EGF e/ou FGF,, formam
agregados celulares ndo aderentes conhecidos como neuroesferas®*%,
As neuroesferas consistem predominantemente de uma mistura
progenitores neurais — com capacidade de diferenciacdo em neur6nios,
astrocitos e oligodendrocitos — que, sob condicfes adequadas e na
presenga de EGF e/ou FGF,, podem ser propagados por longos periodos
de tempo em cultura®%,

Baseado nesses trabalhos prévios, outros trabalhos vem
demonstrando que a combinagdo dos mitdgenos EGF e FGF, ¢ eficiente
também na geragdo e manutencdo de linhagens de células tronco neurais
em sistema de cultivo aderente. Tais linhagens celulares ja foram
isoladas do sistema nervoso central de camundongos e humanos em
idade fetal e adulta, de amostras de tumores cerebrais humanas, e
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também a partir da diferenciagdo de linhagens de células tronco
embrionarias. Quando cultivadas na presenca de EGF e FGF, essas
células sdo morfologicamente homogéneas, proliferam continuamente
através de divisbes simétricas, expressam marcadores de precursores
neurais — tais como nestina, Sox2, vimentina e CD44. Além disso, tais
células mantém potencial clonogénico e de diferenciacdo em neurdnios,
oligodendrécitos e astrocitos’ 9102103,

Além do papel da geracdo e manutencdo das linhagens de
células tronco citadas, tem se demonstrado que os fatores EGF e FGF,
promovem também aumento da capacidade de diferenciacdo neuronal in
vitro de células tronco mesenquimais adultas. Nesse contexto, mostrou-
se que a exposicdo aos fatores tanto em culturas aderentes quanto néo
aderentes estimula a expressdo de nestina e facilita a neurogénese in
vitro’®1% 197 Além disso, tem sido descrita a diferenciacio de células
tronco mesenquimais, apés pré-tretamento com EGF e FGF,, em células
produtoras de dopamina, as quais sdo capazes de levar a uma melhora
funcional em modelo animal de doenca de Parkison*®%.

Uma vez demonstrado que EPI-NCSCs ja expressam genes
neurais - como nestina, B-tubulina 111, Neurofilamento e GFAP —
levantamos a hip6tese de que a exposicdo aos fatores de crescimento
EGF e FGF,, além de estimular a proliferagdo, poderia aumentar a
capacidade de diferenciacdo neuronal dessas células. Essa hipdtese é
suportada por dados obtidos em nosso laboratorio que demonstram que a
combinagdo de EGF e o FGF, promove a diferenciagdo neuronal das
células da crista neural durante o periodo embrionario®.

Nesse contexto, varios de nossos resultados vieram a corroborar
com a hipétese inicial. Demonstramos primeiramente que o tratamento
com EGF e FGF, em combinagdo promove aumento na expressao do
marcador neuronal B-tubulina Il bem como a aquisicdo de morfologia
celular semelhante a de neurdnios. Tais células B-tubulina Il muito
provavelmente correspondem a precursores neuronais imaturos, o que é
evidenciado pela expressdo da proteina de filamento intermediario
nestina e o receptor celular p75NTR. Concomitantemente ao aumento de
B-tubulina I, verificamos uma redugdo na expressio de a-SMA e
GFAP, considerados marcadores mesenquimal e glial, respectivamente.
Juntos esses resultados sugerem que a exposicdo aos fatores de
crescimento favorecem o comprometimento das EPI-NCSCs com a
linhagem neuronal as expensas da linhagem mesenquimal e glial.

Adicionalmente, nossos resultados demonstram que um pré-
tratamento com os fatores EGF e FGF, aumenta a capacidade de
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diferenciacdo neuronal in vitro das EPI-NCSCs, o que é evidenciado
pelo aumento na expressao de Mash-1 apds a inducéo da diferenciacéo.
Apesar de o Mash-1 ser um fator de transcrigdo essencial para a
diferenciacdo neuronal, um fenétipo neuronal completamente maduro
foi obtido em uma pequena proporcdo em nossas condicdes
experimentais — como demonstrado pelo baixo numero de células
morfologicamente distintas e imunorreativas para B-tubulina III,
neurofilamento M, ou Gap43.

Embora um protocolo de diferenciagdo mais eficiente se mostre
necessario, nossos resultados evidenciam as vantagens da exposi¢do aos
fatores EGF e FGF, na indugdo neuronal. Acreditamos que um
protocolo envolvendo uma etapa inicial de tratamento com esses fatores
possa ser uma alternativa atrativa e de facil implementacdo para 0 uso
das EPI-NCSCs em terapias celulares e/ou na geracdo de linhagens de
células neuronais. A figura 19, a seguir, sumariza 0s principais
resultados obtidos ao longo do presente trabalho.

Figura 19 — Representacdo esquematica dos resultados obtidos ao longo do
trabalho. Utilizando a metodologia descrita por Sieber-Blum e colaboradores
(2004), isolamos EPI-NCSCs indiferenciadas que, quando expostas aos fatores
de crescimento EGF e FGF,, proliferam mais rapidamente e se comprometem
com a linhagem neuronal. O comprometimento com tal linhagem é evidenciado
pelo aquisi¢do de morfologia caracteristica, aumento na expressdo de ftubulina
111 e aumento na resposta ao estimulo de diferenciacdo neuronal.

CONSIDERACOES FINAIS
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Nos ultimos anos, avancos na pesquisa com células tronco tem
trazido a tona a possibilidade de futuras terapias regenerativas utilizando
essas células. Entretanto, o desenvolvimento de aplicagGes terapéuticas
e/ou biotecnoldgicas requer inicialmente uma longa etapa de pesquisa
basica para que a identidade e as caracteristicas celulares e moleculares
dessas células sejam melhor entendidas. Para o sucesso de tais terapias €
necessario também que células tronco sejam expandidas antes de serem
transplantadas e que, de alguma forma, sejam capazes de se diferenciar
no tipo celular de interesse ap6s transplantadas.

Nesse contexto de pesquisa basica envolvendo células tronco,
nosso trabalho demonstrou que EPI-NCSCs podem ser caracterizadas
pela expressdo de genes e marcadores protéicos caracteristicos da CN
embrionaria, o que fornece dados para uma melhor compreensdo da
identidades das mesmas. Nossos resultados sugerem ainda que essas
células podem ser cultivadas e expandidas in vitro e que a combinacéao
dos fatores de crescimento EGF e FGF, pode ser Gtil na obtencdo de
uma linhagem neuronal a partir dessa populagéo de células.

Esperamos que esses dados sejam relevantes no delineamento
de estudos futuros e/ou de aplicaces biotecnolégicas envolvendo as
células tronco epidermais derivadas da CN.
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