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Desenvolvimento

de sistemas celulares

de peixe adequados

ao estudo da

mineralizacao in vitro

Sistemas celulares derivados de osso de peixe

Resumo

Os peixes foram recentemente reconheci-
dos como organismos modelo apropriados
para o estudo da biologia de vertebrados,
particularmente de processos relacionados
comamineralizacao tecidular e o desenvol-
vimento do esqueleto. Apesar de existirem
alguns estudos in vivo, a identificacao de

mecanismos associados a calcificacdo em

peixes tem sido prejudicada pelo facto de
nao existirem sistemas celulares para es-
tudos in vitro. Este artigo descreve um pro-
tocolo simples e de baixo custo adequado
ao desenvolvimento de culturas celulares
mineralogénicas, derivadas de tecidos cal-
cificados de peixes. O protocolo aqui descri-
to foi aplicado com sucesso ao desenvolvi-

mento das primeiras linhas celulares com

=

Abstract

Fish have been recently recognized as a
suitable model organism to study verte-
brate biology, in particular physiological
processes such as tissue mineraliza-
tion and skeletal development. Despite
various studies in vivo, identification of
mechanisms associated with calcifica-
tion in fish has been largely hampered by
the lack of suitable in vitro cell systems.
We describe here a simple and inexpen-
sive protocol to develop mineralogenic
cell cultures from fish calcified tissues.
This protocol was successfully used to
develop the first fish cell lines capable
of mineralizing their extracellular matrix
(from the vertebra of gilthead seabream
Sparus aurata) and, more recently, ap-
plied to develop additional fish mineralo-
genic cell cultures from different fishes.
We also describe a variety of biochemical
and histological methods to characterize
extracellular matrix during in vitro mi-
neralization, in particular mineral de-
position, and a protocol to enhance DNA
transfer into fish bone-derived cells. Fi-
nally, we present recent expression data
obtained using these cell lines to further
demonstrate their suitability to study

mechanisms of in vitro mineralization.

Keywords

In vitro cell system, calcified tissues,
gilthead seabream (Sparus aurata L),
mineralization.
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capacidade de mineralizar a sua matriz ex-
tracelular (a partir de vértebra de douradal e,
mais recentemente, ao desenvolvimento de
outras culturas celulares mineralogénicas
derivadas de diferentes espécies de peixes.
Descrevem-se igualmente alguns métodos
bioguimicos e histolégicos utilizados para
caracterizar a matriz extracelular durante o
processo de mineralizacao /n vitro, em parti-
cular para detectar a deposicao de minerais,
bem como um protocolo mais eficiente para
introducao de DNA exdgeno em linhas celu-
lares derivadas de osso de peixe. Finalmen-
te, apresentamos dados de expressao gené-
tica obtidos utilizando as células que aqui
descrevemos, mais uma vez demonstrando
a sua capacidade para estudar os mecanis-
mos de mineralizacao in vitro.

Palavras-chave
Sistemas celulares in vitro, tecidos calcifi-
cados, dourada (Sparus aurata L.}, minera-

lizacao.

Os peixes no estudo da mineralizagdo em
vertebrados

Por partilharem com os mamiferos um ele-
vado numero de caracteristicas importan-
tes, nomeadamente a composicao e morfo-
logia de 6rgdos e sistemas e ainda muitos
mecanismos fisiolégicos e bioquimicos,
assim como por apresentarem varias
vantagens técnicas (fertilizacdo e desen-
volvimento externos, rapido crescimento,
facil manutencdo em laboratério) [1-3], os
peixes tornaram-se um modelo adequado
para o estudo do desenvolvimento em ver-
tebrados, representando uma alternativa
importante aos sistemas mamiferos [4,
5]. A identificacdo de um tipo de patologia
proxima da osteogenesis imperfecta hu-

mana (que origina deformacdes severas no

» Anestesia e sacrificio do peixe

» Lavagem rapida com lixivia e
EtOH a 70% para remover os
contaminantes superficiais

» Recolha dos tecidos calcificados
(vértebra, arcos branquiais,
mandibula)

» Limpeza dos tecidos aderentes

» Fragmentagdo dos tecidos
calcificados em PBS com
antibicticos

» Digestéo dos fragmentos com
colagenase (C) e tripsina (T)
» Lavagem com PBS

» Fragmentos cultivados em meio
com FBS e antibidticos

w=| »Migraggo das células dos

fragmentos e aderéncia & placa

Figura 1. Representacdo esquematica do protocolo
utilizado na obtencao de culturas celulares deriva-

das de tecidos calcificados de peixes.

esqueleto] em peixes zebra que contém a
mutacdo chihuahua (localizada no gene do
colagénio | (a1]) [6] e a recente identificacdo
de mutacoes em genes relacionados com
duas sindromes humanas [7] demonstram
que os peixes sao modelos adequados a in-
vestigacao de mecanismos que envolvam o
desenvolvimento do esqueleto e a minerali-
zacao tecidular em vertebrados.

Como resultado do crescente interesse pelos
peixes como modelos [peixe zebra, peixe ba-
ldo Japonés, peixe baldo verde, fundulo, pei-
xe dourado, etc.), nas Ultimas décadas foram
desenvolvidas muitas ferramentas e técni-
cas, incluindo sistemas celulares in vitro. No
entanto, e apesar de estarem disponiveis va-
rias linhas celulares, até recentemente ne-
nhuma era derivada de osso ou cartilagem e
poucas foram efectivamente caracterizadas
(tendo sido a maioria desenvolvida para tes-
tes de susceptibilidade viral]. Assim, conti-
nua a ser necessario o desenvolvimento de
linhas celulares para o estudo do processo
de mineralizacao em peixes.

Desenvolvimento de culturas celulares deri-
vadas de tecidos calcificados de peixe

Actualmente, as Unicas linhas celulares deri-
vadas de tecidos calcificados de peixe foram
desenvolvidas e caracterizadas no nosso la-
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boratério (vértebra - VSa13 e VSalé - e arcos
branquiais - ABSa15) [8]. Todas sao deriva-
das de dourada (Sparus aurata L.}, um peixe
teledsteo marinho, cultivado na maioria dos
paises mediterranicos e no sul de Portugal
[9]. De modo a promover o desenvolvimen-
to de novas culturas derivadas de tecidos de
peixe, adequadas ao estudo dos mecanismos
moleculares e celulares envolvidos na forma-
cao do osso e do esqueleto, foi recentemente
publicado um protocolo que descreve a pre-
paracao de culturas primarias a partir de
tecidos calcificados. O protocolo, detalhado
numa nota técnica por Marques e colabora-
dores [10] e esquematizado na figura 1, é de
facil aplicacao, econdémico e eficiente, tendo
sido aplicado com sucesso na producao de
linhas celulares de dourada (células VSa13,
VSalé e ABSal5, Figura 2). A sua versatili-
dade permite a aplicacdo a outras espécies
e tecidos, sendo apenas necessario o ajuste
de alguns parédmetros, tais como tempos de
digestao, temperatura e meio de cultura das
células. Este protocolo foi também utilizado
recentemente com sucesso no desenvolvi-
mento de culturas primarias de tecidos cal-
cificados de esturjao, salmao e peixe zebra

(resultados ndo publicados).

As referidas trés linhas celulares, derivadas
de tecidos calcificados de dourada, exibem
um fendtipo estavel e homogéneo, apre-
sentando uma morfologia poligonal quando
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s mo-
dified Eagle medium, Figura 2] e compor-
tam-se como células imortalizadas. Trans-
formactes espontaneas das células de
uma cultura primaria sao comuns em al-
gumas espécies [11], bem como em peixes
[12, 13]. Estas linhas celulares estdo bem
adaptadas a meios padrao (DMEM ou meio
L15) suplementados com soro de mamife-

ro (10% de soro fetal bovino), o que diminui



Figura 2. Micrografias de contraste de fase de células derivadas de vértebra, VSal13 e VSal6, e de arcos branquiais

de dourada, ABSa15, cultivadas em meio DMEM suplementado com FBS (10%). A barra representa 100 pm.

drasticamente os custos associados a ma-
nutencdo de células (o soro de peixe estd
disponivel comercialmente mas é cerca de
40 vezes mais caro) e permite uma compa-
racao directa com estudos realizados em

células de mamiferos [14-17].

Mineralizagdo da matriz extracelular de célu-
las derivadas de tecidos calcificados

A biomineralizacdo é o processo através do
qual cristais de minerais sdo depositados
de forma organizada nos organismos vi-
vos [18]. Nas Ultimas décadas foram feitos
muitos avancos no que respeita ao controlo
dos processos de mineralizacao, no entanto
ainda persistem inimeras questoes, espe-
cialmente no que se refere a este processo
em organismos vertebrados. As células as-
sociadas ao o0sso (osteoblastos) e a cartila-
gem (condrdcitos), sdo caracterizadas pela
sua capacidade de produzir e depositar mi-
nerais de hidroxiapatite, compostos por cal-
cio e fosfato, na matriz extracelular (ECM). A
inducao da mineralizacdo in vitro neste tipo
de linhas celulares é promovida pelo suple-
mento do meio de cultura com uma fonte de
fosfato (normalmente B-glicerofosfato numa
concentracdo que varia entre 2 e 10 mM] e
acido ascorbico (50-100 pg/ml). Em linhas
celulares derivadas de osso de peixe, como
aquelas aqui descritas, o meio de cultura é
ainda suplementado com 4 mM de cloreto de
calcio. Uma possivel explicacdo para esta ne-
cessidade baseia-se no facto do organismo
dador ser um peixe marinho cujo ambiente
natural é rico em calcio (400-420 mg/L], o
que o levaria a necessitar de um maior es-

timulo para iniciar a mineralizacao [8, 19]. O

Controlo  Mineralizagio Mineralizagio

A D

Figura 3. Micrografias de células VSa13 cultivadas

durante quatro semanas em condicdes controlo
ou de mineralizacao, e respectiva deteccao do ni-
vel de mineralizacdo pelos métodos de vermelho
de alizarin (A), von Kossa (B, determinacao da
actividade da fosfatase alcalina (C), deteccdo de
mucopolissacarideos e glucosaminoglicanos com
azul de alcian (D), e deteccdo de fibras de colagé-
nio com vermelho de sirius (E). A barra representa

100 pm.

processo de mineralizacao in vitro, desde a
diferenciacao das células em cultura até a
producao de minerais de hidroxiapatite, pode
ser avaliado ao longo do tempo através da
utilizacdo de métodos bioquimicos e histo-
légicos que detectam a quantidade de célcio
ou de fosfato depositado (Tabelas 1 e 2).

Adicionalmente, é também possivel avaliar
a presenca e o papel de alguns dos mar-
cadores moleculares determinantes para o
processo de calcificacdo (Tabelas 1 e 2).

As células VSal3 (bem como as VSalé e
ABSa15) tém a capacidade de mineralizar a
sua ECM quando cultivadas em condicoes
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de mineralizacao (Figura 3], constituindo
assim uma ferramenta importante no estu-
do dos mecanismos envolvidos no processo
de calcificacao [8]. Na figura 3 encontram-
se ilustrados alguns exemplos de técnicas
histoldgicas e bioquimicas utilizadas na
analise do processo de mineralizacdo in vi-
tro, comparando com a situacao controlo.
Estas metodologias tém-se revelado fun-
damentais no estudo dos efeitos de facto-
res externos (expressao genética alterada,
xenobidticos ou farmacos, por exemplo)

durante a mineralizacao [20, 21].

Introducdo de DNA exdgeno em células deri-
vadas de tecidos calcificados

0 aumento da informacao genética dispo-
nivel em bases de dados on-line resultan-
te da massiva sequenciacdo gendémica e o
progresso de técnicas bioinformaticas, com
a possibilidade de analises genéticas in sili-
co, tém permitido atribuir possiveis funcaoes,
anteriormente desconhecidas, a inumeros
genes. E. no entanto, essencial complemen-
tar esta informacdo com analises funcionais,
sendo na maioria dos casos necessario o Uso

de sistemas celulares in vitro.

A producao de clones derivados de uma
linha celular inicial, bem como estudos
de genética transcripcional, sdo duas das
aplicaces das transfeccoes e dependem
bastante da eficiente transferéncia de DNA
em células alvo [22]. Este processo é par-
ticularmente delicado no caso das linhas
celulares derivadas de osso, reconheci-
das como sendo especialmente dificeis
de transfectar. Existem varios métodos de
transfeccdo e a eficiéncia da transfeccao
varia consideravelmente, consoante o tipo
celular e o reagente utilizado. Alguns dos
métodos de transfeccao mais utilizados sao:

canalBQ n°é SETEMBRO JANEIRO _ABRIL 17.



i) fisicos ou mecénicos, i) quimicos, iii] virais
e iv] transfeccdo de base lipidica, que utili-
za lipossomas ou polimeros catidnicos [23].
A abordagem lipidica é a mais amplamente
estudada e uma das mais utilizadas, devido
ao facto de ser uma estratégia menos to-
xica e invasiva [24]. Neste método o DNA é
misturado com o lipido ou polimero catidni-
co, formando complexos de DNA-reagente,
que, durante o periodo de incubacdo com a
cultura celular vao ser incorporados por via
endocitica (Figura 4A). Ao contrério do que
acontece em muitos sistemas estabelecidos
de mamiferos, a transfeccdo em culturas de
células como as VSal3 ou VSalé ndo se en-
contra totalmente optimizada. Como tal, tem
sido necessaria a realizacdo de varios testes,
utilizando diversos reagentes de transfec-
cao, ajustando parametros, como diluicao ou
tempo de incubacao, de forma a serem al-
cancadas eficiéncias mais elevadas. Na figu-
ra 4 é possivel observarem-se os resultados
dessa mesma optimizacao realizada nas cé-
lulas VSa13. Dos métodos testados foi o que
utiliza o PEI, polietilenimina, como reagente
de transfeccao, que apresentou os melhores

resultados (cerca de 40% de eficiéncia).

Expressao genética

As células VSa13, VSalé e ABSal5 represen-
tam um modelo adequado para estudar o
processo de mineralizacao tecidular em ver-
tebrados, particularmente os genes envol-
vidos neste processo. Nas células VSal3, a
expressao de genes relacionados com o 0sso
e a cartilagem tem sido avaliada durante o
processo de mineralizacdo in vitro utilizan-
do técnicas de hibridacao de tipo northern e
PCR em tempo real (figura 5).

Neste sistema em particular, verifica-se

uma inducdo, em condicées de mineraliza-

Reagente de
transfeccgao
{lipidoou
polimera)

Complexos Incubar durante
DNA-reagente 15 min a
temperatura
ambiente

Culturade
celulas
1 (B0-80%
confluente)

Misturar

Eficiéncia de transfecgio (%)

CaP MF JP TP FG PEI

Incubar durante 8 h & depois
renovar meio

Figura 4. Introducao de DNA nas células VSa13. [A] Representacdo esquematica do protocolo utilizado para
transfeccao das células VSa13. (B) Eficiéncias de transfeccao medidas apds introducao do vector pEGFP-N1
[contendo o gene indicador da green fluorescent protein ou GFP) nas células VSa13 com fosfato de célcio (CaP),
Metafectene (MF), JetPEl (JP), TransPEl (TP), FuGeneé (FG) e polietilenimina (PEI). Os valores de eficiéncia
foram obtidos através da contagem de células fluorescentes (verdes) em relacdo ao total de células em vérios
campos de observacao, e pelo menos em 3 ensaios diferentes. N.D., ndo detectado. (C) Micrografias com luz
branca (esquerda) e epifluorescéncia da GFP (direita) de células VSa13 transfectadas com pEGFP-N1 utilizando
o reagente PEl; as imagens foram obtidas utilizando um microscopio Leica DMLB equipado com uma cdmara

fotografica DC300 FX e utilizando o filtro de campo azul I3. A barra representa 80 ym.

100

-
o

N.D.

-

relativa (indugdo)

Expressdo genética

0,01

Col1lal TNAP ocC MGP OP ON BMP-2

Figura 5. Variacdo da expressao de genes relacionados com o tecido 6sseo durante a mineralizacdo in vitro
das células VSal3. Foi aplicado o tratamento para mineralizacdo nas células VSa13 durante um periodo de 4
semanas, apos o qual se extraiu o RNA. A expressdo do gene de colagénio tipo | [Col1al), fosfatase alcalina ndo
especifica (TNAP] e proteina morfogénica do osso 2 (BMP-2] foi analisada por PCR em tempo real (preto) e a
expressao do gene da osteocalcina (OC), proteina Gla da matriz (MGP), osteopontina (OP) e osteonectina (ON])

foi analisada por hibridacdo do tipo Northern (cinzento). N.D., ndo detectado.

cao, dos genes da fosfatase alcalina nao-
especifica (TNAP], variante da fosfatase
alcalina cuja importancia para a formacéao
dssea foi recentemente demonstrada [25], e
da proteina morfogenética do osso 2 (BMP-2)
[26], enquanto que nas mesmas condicdes
os genes da proteina Gla da matriz [MGP) [8]
e osteonectina [27] foram reprimidos.
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A crescente utilizacao dos peixes como mo-
delo de estudo dos processos bioquimicos e
fisioldgicos de vertebrados tornou urgente o
desenvolvimento de novas ferramentas que
permitam analisar a expressao genética em
larga escala. Deste modo, a comunidade
cientifica internacional, nomeadamente a

comunidade europeia, reuniu recentemen-



2TA: temperatura ambiente

PMS: phenazine methosulfate

COMPILACAO DOS METODOS BIOQUIMICOS UTILIZADOS PARA A CARACTERIZACAO
CELULAR.

Fosfatase alcalina Cilcio Fosfato inorgfinico Proliferagio celular !
(actividade) (quantidade) (quantidade) (actividade)

Lavagem 3x PBS 3 xPBS 3 xPBS

Lise celular Triton X-100 0,1% NaCl0,1 M NaCl 0,1 M =

Substrato de detecgio Fosfato de p-nitrofenol Cornplcxon? de O- Molibdato de aménia MTS/PMS 3
(temperatura) (37°C) cresolphthalein (TA) * (TA)

Quantificacio Espectroscopia, 405 nm Espectroscopia, 575 nm Espectroscopia, 340 nm  Espectroscopia, 490 nm
Referéncia Cortizo et al, 1995 P“’“";‘;‘é’f igma Pm‘”‘;‘;‘gos igma Pm"’;,'}l}‘; fﬁ’gmeg“

' Cell Titer 96 ® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI)

3 MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt;

te esforcos para a criacao de consorcios,
nomeadamente a rede de exceléncia Mari-
ne Genomics Europe (MGEJ, onde o nosso
laboratdrio se encontra integrado. Através
do MGE tem sido possivel uma importante
partitlha de conhecimentos e o desenvolvi-
mento de novas ferramentas gendmicas,
como microarrays contendo sondas para
cerca de 20000 genes de dourada, disponi-
veis para utilizacdo pelos varios parceiros
cientificos [28] e que serdo brevemente

disponibilizadas para toda a comunidade

internacional.

Conclusao

Os novos sistemas celulares in vitro re-
centemente desenvolvidos podem ser fer-
ramentas moleculares importantes para
analises genéticas em larga escala. A dou-
rada, um dos peixes mais importantes na
aquacultura dos paises mediterranicos e

=

no sul de Portugal, estd a tornar-se, cada
vez mais, um modelo reconhecido como
adequado ao estudo do processo de calci-
ficacao e desenvolvimento do esqueleto em
vertebrados, sendo uma alternativa promis-
sora aos sistemas de mamiferos. De modo
a complementar as ferramentas molecula-
res e celulares existentes e contribuir para
o estabelecimento da dourada como mo-
delo de estudo na mineralizacao do osso,
o0 nosso laboratdrio e outros grupos de in-
vestigacdo no CCMAR estao, actualmente,
a desenvolver projectos nessa area, visando
estabelecer a dourada como modelo /n vivo
para estudos de mineralizacao tecidular e
desenvolvimento do esqueleto. Técnicas
histoldgicas, para a deteccdo de estruturas
mineralizadas, foram j& implementadas
[29] e a microinjeccdo de embrides de dou-
rada foi recentemente optimizada [30]. &5

Solubilizagio (duragdio) =

COMPILACAO DOS PRINCIPAIS METODOS HISTOLOGICOS UTILIZADOS PARA CARACTERIZACAO DA MINERALIZACAOQ IN VITRO

e | s e

Fosfato Célcio Mucopolissacarideos e Cilcio Colagénio total
PROCEDIMENTO (hidroxiapatite) (hidroxiapatite) glucosaminoglicanos (hidroxiapatite)
Lavagem 1 3xPBS? 3 xPBS 3 xPBS 2xPBS 3 xPBS
Fixacdo (duragiio) PFA 4% (1 h)? PFA 4% (1 h) PFA 4% (1 h) = Flufdo de Bouin (1 h) 4
Lavagem 2 3x H,0 3 x H,O 3 x H,O - 1 x H,0 (15 min)
Vermelho de alizarin S o Vermelho de sirius
Solugio AgNO; 5% (m/v) Azul de alcian 1% em ; .
Deteccio (duragiio) 5 40 mM em H,O pH 4,2 5 e 3 - 1 mg/ml em 4cido picrico
(20 min com luz UV) (i) 4cido acético 3% (30 min) o (1 h)
Lavagem 3 3xH,0 5xH,0 2 x EtOH 100% - 5xHCIO0,IN

CPC 10% (15 min) 5 SDS 1% (10 min) ©

3 PFA (paraformaldeido) 4% (m/v) em PBS

e 1 mlde acido acético glacial

¢ SDS [dodecil sulfato de s6dio) 1% (m/v)

Quantificacfio D Esp pia, 562 nm Espectroscopia, 480 nm Fluorescéncia, 526 nm Espectrocopia, 550 nm
Referéncia Pombinho f al, 2004 Pombintho ef al, 2004 Pombittho ef al, 2004 Tichiiaionafat,20ps || Tbeck Bk it

! Células cultivadas em meio suplementado com calceina (1 ug/ml de meio)

2 PBS (phosphate-buffered saline): 137 mM NaCl/ 2,7 mM KCL/ 8,1 mM Na,HPO, / 1,47 mM KH,PO, / pH 7,4

“ Fluido de Bouin: mistura de 15 ml solucdo saturada de &cido picrico, 5 ml de solucdo de formaldeido 37% (v/v)

5 CPC (cloreto de cetilpiridina) 10% (m/v] em fosfato de sédio 10 mM

= NaOH 0,1 N (5 min)
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