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RESUMO

A diferenciacdo celular € acompanhada por mudancas no perfil da expresséo
génica. Mecanismos epigenéticos envolvendo estrutura da cromatina e arquitetura
nuclear regulam estas alteracbes. A diferenciacdo adipogénica de células-tronco
mesenquimais isoladas da medula 6ssea (CTMs-MO) ou de tecido adiposo (CTMs-
TA) foi utilizada como modelo para investigar estes mecanismos. A analise da
lamina nuclear, dos nucléolos e das histonas modificadas me/2me/3meH3K4,
3meH3K9, 3meH3K27, H2AZ e acH3 permitiu estabelecer um modelo inicial das
alteracdes ocorridas. Os efeitos dos mecanismos epigenéticos na diferenciacao
adipogénica foram investigados utilizando-se os agentes modificadores de cromatina
tricostatina A (TSA), um inibidor de histona desacetilases, e 5-aza-2’-deoxicitidina
(5azadC), um agente desmetilante. Culturas subconfluentes de CTMs foram tratadas
com 5, 50 ou 500 nM de TSA ou com 1, 10 ou 100 nM de 5azadC durante dois dias
antes de se iniciar a inducado da adipogénese. ApoOs 14 dias, a diferenciacdo foi
guantificada pela absorbancia do corante Oil Red O e a expressdo dos genes
adipogénicos PPARG e FABP4, e do gene anti-adipogénico GATAZ2 foi avaliada por
gPCR. O tratamento com 500 nM de TSA significativamente aumentou a expressao
de acH3, embora a proliferacéo celular tenha diminuido nesta concentracéo. A TSA
significativamente reduziu a adipogénese, exceto o tratamento com 5 nM em CTMs-
MO. No entanto, houve associacao parcial entre diferenciacdo e expressao génica.
O tratamento com 5azadC significativamente diminuiu a diferenciacdo adipogénica
em todas as condi¢des avaliadas e isto resultou na regulacdo negativa de PPARG e
FABP4, e positiva de GATA2. Embora o conteido de DNA nao tenha mudado nos
tratamentos com 5azadC, a proliferacao celular foi reduzida 24 horas ap4s o término
dos tratamentos. A resposta aos tratamentos foi mais acentuada em CTMs-TA do
que em CTMs-MO, sugerindo a existéncia de distintas memorias epigenéticas
conforme a origem celular. Como a assinatura epigenética afeta a diferenciacdo, ao
se conhecer qual a linhagem-alvo preferencial daquela fonte de CTM, é possivel
direcionar seu uso nas terapias celulares. Assim, cada tipo celular teria uma
aplicacdo especifica visando melhorar a eficiéncia do processo de diferenciacao.

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais. Diferenciacéo adipogénica.
Arquitetura nuclear. Tricostatina A. 5-aza-2’-deoxicitidina.



ABSTRACT

Cellular differentiation is followed by alterations in the pattern of gene expression.
Epigenetic mechanisms involving chromatin structure and nuclear architecture
regulate these changes. Adipocyte differentiation of mesenchymal stem cells isolated
from bone marrow (BM-MSCs) or adipose tissue (ADSCs) were used to investigate
these changes. Analysis of nuclear lamin, nucleoli, histone modifications
me/2me/3meH3K4, 3meH3K9, 3meH3K27, H2AZ and acH3 resulted in an initial
model of the changes found. The effects of these epigenetic mechanisms in
adipocyte differentiation were investigated using the chromatin-modifying agents,
trichostatin A (TSA), a histone deacetylases inhibitor, and 5-aza-2’-deoxycytidine
(5azadC), a demethylating agent. Subconfluent MSCs cultures were treated with 5,
50 or 500 nM of TSA or with 1, 10 or 100 uM of 5azadC for two days before starting
adipogenesis induction. After 14 days, differentiation was quantified by absorbance
of Oil Red O stain, and the expression of the adipocyte genes, PPARG and FABPA4,
and of the anti-adipocyte gene, GATA2, was evaluated by gPCR. Treatment with 500
nM of TSA significantly increased acH3 expression, although cell proliferation had
been decreased in this concentration. TSA significantly reduced adipogenesis,
except treatment with 5 nM in BM-MSCs. However, there was a partial association
between differentiation and gene expression. 5azadC treatment significantly
decreased adipocyte differentiation in all conditions evaluated, and this resulted in
downregulation of PPARG and FABP4, and upregulation of GATA2. Although, DNA
content did not change with 5azadC treatment, cell proliferation was reduced 24 h
after completion of treatments. Treatment response was stronger in ADSCs than in
BM-MSCs, suggesting the existence of distinct epigenetic memories according to cell
origin. As epigenetic signatures affect differentiation, to know the preferential lineage
target of the MSC source could direct the use of MSCs in cell therapies. Thereby,
each cell source would have a specific application aiming to improve the
differentiation process efficiency.

Keywords: Mesenchymal stem cells. Adipocyte differentiation. Nuclear
architecture.Trichostatin A. 5-aza-2’-deoxycytidine.
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1 INTRODUCAO

1.1 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS (CTMs)

As células-tronco (CTs) sao células indiferenciadas caracterizadas pela
capacidade de autorrenovacao e diferenciacdo. A autorrenovacao € consequéncia
da divisao celular que ocorre dentro do microambiente onde a CT reside (nicho).
Dentro do nicho o numero de CT é mantido constante pelo balanco entre células
guiescentes e ativadas. A divisdo da CT pode ser assimétrica, resultando em uma
célula-tronco e uma progenitora, ou simétrica, resultando em duas CTs-filhas.
(MARTINO, D'ANGELO et al., 2012).

As CTs podem ser derivadas do embrido, constituindo as chamadas
células-tronco embrionarias (CTEs), do feto ou do adulto, estas duas dultimas
chamadas de células-tronco adultas (CTAs) ou somaticas. Adicionalmente, células
adultas podem ser reprogramadas geneticamente para apresentar um
comportamento similar ao de CTEs, constituindo as células-tronco pluripotente
induzidas (induced pluripotent stem cells, iPSCs) (FIGURA 1).
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FIGURA 1 - Diferentes tipos de células-tronco e suas formas de obtencdo. (A) As células-tronco
embriondrias sdo derivadas da massa celular interna do blastocisto. (B) As células-tronco
pluripotentes induzidas podem ser obtidas a partir da reprogramacédo de células j& diferenciadas,
como por exemplo, fibroblastos isolados da pele. (C) As células-tronco adultas podem ser isoladas de
varios 6rgaos ou tecidos, tal como a medula 6ssea de onde, por exemplo, sdo obtidas as células-
tronco mesenquimais.

FONTE: MARTINO, D'ANGELO et al. (2012).

As CTEs séo células pluripotentes, ou seja, sdo capazes de se desenvolver
em células e tecidos dos trés folhetos germinativos (PASSIER E MUMMERY, 2003;
SHUFARO E REUBINOFF, 2004). J4 as CTAs apresentam uma capacidade mais
restrita de diferenciacdo e sdo consideradas multipotentes. Estas células existem
para assegurar que quando as células nos tecidos naturalmente expirem, possam
ser eficientemente substituidas para proporcionar o balanco fisiologico no
organismo. Além disso, servem como ceélulas de reserva para tecidos adultos
comprometidos ou danificados que requerem regeneracao, reparo Oou expansao
mais extensos. Portanto, tipicamente geram os tipos celulares do tecido no qual
residem (WAGERS e WEISSMAN, 2004; CAPLAN e DENNIS, 2006).

Entre as diferentes populacbes de CTAs estdo as células-tronco
mesenquimais (CTMs), que podem ser isoladas praticamente de todos os 6rgaos e
tecidos (DA SILVA MEIRELLES, CHAGASTELLES et al., 2006).
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As CTMs constituem uma subpopulagédo heterogénea de células estromais
que podem diferenciar em células da linhagem mesodermal, tais como adipécitos,
ostedcitos e condrocitos, bem como em células de linhagens endodérmicas e
neuroectodérmicas, em um processo conhecido como transdiferenciacdo. Esta
capacidade pode ser explicada pela origem dos tecidos mesenquimais durante o
desenvolvimento, que inclui a mesoderme e, em menor extenséo, a crista neural
craniana. Embora comumente se considere que as CTMs adultas possuem origem
mesodermal, tem-se demonstrado que CTMs embrionarias derivam principalmente
do neuroepitélio e da crista neural. Apesar da evidéncia que CTMs possam
transdiferenciar em mudltiplos tipos celulares in vitro e in vivo, a real contribuicdo das
CTMs para o reparo tecidual, através do enxerto e da diferenciacao significativos em
tipos celulares tecido-especificos relevantes biologicamente e funcionalmente, ainda
nao é clara. A falta de transdiferenciacdo consistente in vivo pode ser resultado do
namero limitado de células precursoras celulares derivadas das linhagens
embrionarias ndo mesodermais (UCCELLI, MORETTA et al., 2008).

As CTMs sao caracterizadas pela aderéncia ao plastico quando mantidas
em condicfes padrédo de cultura, ttm morfologia fibroblastéide e formam coldnias in
vitro. Nado possuem marcadores especificos e Unicos, mas ha um consenso geral
que 295% da populacdo de CTMs humanas deve expressar CD105, CD73 e CD90,
sendo que ndo devem expressar (2% positivas) CD45, CD34, CD14 ou CD11b,
CD79a ou CD19 e HLA-DR. (DOMINICI, LE BLANC et al., 2006; UCCELLI,
MORETTA et al., 2008) (FIGURA 2).
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FIGURA 2 - Multipotencialidade das células-tronco mesenquimais (CTMs). CTMs obtidas de medula
Ossea sao capazes de diferenciar em linhagens mesodermais in vitro e in vivo (setas sélidas). A
transdiferenciacdo em linhagens endodermal e ectodermal (setas pontilhadas) é controversa in vivo
FONTE: UCCELLI, MORETTA et al. (2008)

O processo de diferenciacdo das CTs é acompanhado por mudancas na
morfologia e funcao celular, as quais sdo determinadas em cada estagio por distintos

modelos de expressao génica que dao a cada tipo celular um perfil transcricional
caracteristico (WU e SUN, 2006). Alteracdes na organizacdo nuclear e na estrutura
da cromatina, uma vez que determinam uma configuragdo especifica em genes
regulatorios e regides codificantes, estabelecem modelos herdaveis de expressao

génica em resposta aos sinais recebidos (ARNEY e FISHER, 2004; COLLAS, 2009)
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1.2 ARQUITETURA NUCLEAR

1.2.1 Subcompartimentos nucleares

O nucleo de células de mamiferos € uma organela compartimentalizada que
apresenta um alto grau de organizacdo espacial e funcional (MISTELI, 2005;
FEDOROVA e ZINK, 2008). Abriga os cromosssomos, cada um consistindo de um
polimero de DNA complexado com histonas e outras proteinas formando a
cromatina. Em humanos, 22 pares de autossomos e dois cromossomos sexuais
estdo compactados dentro do volume nuclear. Eles estdo separados do citoplasma
por um envelope nuclear (EN) (MORRIS, CHOTALIA et al., 2010).

O EN tem uma funcdo primordial em organizar este arranjo. E composto de
duas membranas, a membrana nuclear interna (MNI) e a membrana nuclear externa
(MNE), e é atravessado por complexos de poro nuclear (CPN), responsaveis pelo
tradfego de proteinas e RNA para dentro e fora do nucleo. Delineando e interagindo
com a MNI encontra-se a lamina nuclear (MORRIS, CHOTALIA et al.,, 2010;
HAMPOELZ e LECUIT, 2011).

A lamina nuclear exerce diversas fungcbes em muitos processos nucleares,
incluindo a remontagem do nucleo apds a mitose, organiza¢do da cromatina e
expresséo génica (MORRIS, CHOTALIA et al., 2010). E composta por uma malha de
filamentos intermediarios que incluem as laminas tipo A e tipo B. As laminas tipo A
(A, C, AA10 e C2) sao produtos do processamento alternativo do mesmo gene
precursor, LMNA, que é regulado e expresso conforme o desenvolvimento em
células diferenciadas e tecidos, mas ausente em CTEs. As laminas tipo B sédo
expressas em todos os tipos celulares e sdo ou produtos do gene LMNBI,
codificante de lamina B1, ou do gene LMNB2, codificante de lamina B2 e B3 (MEJAT
e MISTELI, 2010; HAMPOELZ e LECUIT, 2011).

Associacdes da cromatina com a lamina nuclear estdo envolvidas com a
regulacdo negativa da expressdo génica para alguns, mas nem todos, 0S genes
associados. E também uma &rea onde a heterocromatina facultativa tipicamente se
acumula em células de mamiferos em diferenciacdo (MORRIS, CHOTALIA et al.,
2010).
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Dentro do interior do nucleo, uma compartimentalizacdo estrutural e
funcional é observada pelo estabelecimento de complexos de ordem superior que se
agregam para formar dominios referidos como corpos nucleares ou compartimentos
nucleares (MORRIS, CHOTALIA et al.,, 2010). Diferentemente das organelas
citoplasmaticas convencionais, 0s corpos nucleares ndo sdo delineados por
membranas lipidicas e sua integridade estrutural parece ser inteiramente mediada
por interacOes proteina-proteina e possivelmente proteina-RNA (AUSTIN e BELLINI,
2010; DUNDR e MISTELI, 2010). Entre os principais corpos nucleares estao os
nucléolos, os corpos de Cajal, os splicing speckles ou granulos de intercromatina, os
corpos Polycomb, os corpos de clivagem, os corpos Promyelocytic leukemia (PML) e
os Paraspeckles (MISTELI, 2005; FEDOROVA e ZINK, 2008; AUSTIN e BELLINI,
2010; MORRIS, CHOTALIA et al., 2010) (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - Representacao esquematica do nicleo celular. Os dominios da cromatina sdo mostrados
em cinza/preto com regides altamente condensadas em preto e menos condensadas em cinza.
Regi6es em branco correspondem a dominio de intercromatina. Exceto para o envelope nuclear e os
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complexos de poro nuclear, todas as estruturas estdo desenhadas em escala. A regido nuclear
delimitada pelo quadro est4d aumentada para ilustrar os movimentos randémicos da difusdo de
ribonucleoproteinas mensageiras (MRNPS) a partir de seu sitio de sintese (setas pretas) bem como
0s movimentos dos fatores de processamento de RNA (setas azuis).

FONTE: AUSTIN e BELLINI (2010).

O nucléolo é uma organela nuclear proeminente e altamente dindmica onde
as etapas iniciais da biogénese dos ribossomos ocorrem. E o sitio onde os genes de
rDNA s&o transcritos pela RNA polimerase | em longos transcritos precursores, 0S
pré-RNA ribossomais. Trés dos quatros RNA ribossomais (rRNAs), os rRNAs 18S,
5.8S e 25/28S, residem nestes transcritos primérios (THIRY, LAMAYE et al., 2011).

A principal funcdo do nucléolo é a rapida producéo das subunidades maior e
menor dos ribossomos. Em células de mamiferos, o nucléolo se desmonta quando a
célula se divide e se remonta ao final da mitose ao redor de agrupamentos de genes
rRNA repetidos em tandem, conhecidos como regifes organizadoras nucleolares.
Isto resulta em um compartimento subnuclear que concentra os fatores envolvidos
na transcricdo de rRNA e processamento, bem como a montagem das subunidades
ribossomais (BOULON, WESTMAN et al., 2010).

A morfologia e tamanho dos nucléolos estédo ligados a atividade nucleolar,
que por sua vez depende do crescimento celular e metabolismo (AUSTIN e BELLINI,
2010; BOULON, WESTMAN et al., 2010).

Adicionalmente, o nucléolo parece estar envolvido em funcfes adicionais
gue podem ndo estar diretamente relacionadas a biogénese das subunidades dos
ribossomos. As diversas funcBes das mais de 4500 proteinas associadas ao
nucléolo identificadas através de experimentos de protedmica sdo consistentes com
funcBes adicionais. Somente cerca de 30% delas tém uma funcdo claramente
relacionada a producdo das subunidades ribossomais, as outras fun¢des incluem
biogénese de multiplas ribonucleoproteinas (RNPs), controle do ciclo celular,
apoptose, infecgéo viral, replicagdo do DNA e reparo (BOULON, WESTMAN et al.,
2010).

Os trés principais eventos que ocorrem dentro do nucléolo - transcricdo do
pré-rRNA, processamento e montagem de RNP ribossomais (rRNPs) - refletem na
sua estrutura interna tripla. Estes eventos, ou pelo menos as moléculas que os
medeiam, estdo concentrados em trés compartimentos subnucleolares distintos
chamados centro fibrilar (CF), componente fibrilar denso (CFD) e o componente
granular (CG). E geralmente aceito que o pré-rRNA é transcrito a partir do rDNA ou
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no CF ou na borda entre CF e CFD. Os CFs estao enriquecidos em componentes da
magquinaria da RNA polimerase I, enquanto o CFD abriga fatores de processamento
de pré-rRNAs, tais como as proteinas snoRNAs (pequenos RNAs nucleolares) e
snoRNPs (pequenas ribonucleoproteinas nucleolares), fibrilarina e Nop58
(BOULON, WESTMAN et al., 2010).

A fibrilarina é uma componente das pequenas ribonucleoproteinas nucleares
(snRNPs) e exerce funcado importante no processamento de pré-rRNA. Além disso, a
fibrilarina se associa com os snRNAs (pequenos RNAs nucleares) U3, U8 e U13
(BARTOVA, HORAKOVA et al., 2010).

A nucleofosmina (nucleophosmin, NPM1) € uma fosfoproteina encontrada no
CG. E capaz de se ligar a muitas parceiras em diferentes compartimentos celulares,
incluindo fatores nucleolares (nucleolina, fibrilarina e snoRNPs), fatores de
transcricdo, histonas (H3, H4 e H2B), proteinas envolvidas na proliferacdo celular,
mitose e resposta a estresse oncogénico, e também se associa a DNA e RNA
(GRISENDI, MECUCCI et al., 2006).

A NPML1 possui varias funcdes celulares, incluindo processamento de rRNA,
duplicacdo do centrossomo e controle de processos celulares para assegurar a
estabilidade gendmica. Sua atividade de endoribonuclease, que preferencialmente
cliva pré-rRNA, sugere que ela poderia participar nos estagios tardios da biogénese
de ribossomos (GRISENDI, MECUCCI et al., 2006; LIM e WANG, 2006).

A habilidade de transitar entre nucleo e citoplasma durante o ciclo celular
esta relacionada as suas atividades de chaperona molecular, tais como impedir a
agregacao de proteinas, proteger enzimas durante a desnaturacao térmica e facilitar
a renaturacdo de proteinas quimicamente desnaturadas (COLLAS e TARANGER,
2006; GRISENDI, MECUCCI et al., 2006).

A NPM1 é expressa em altos niveis em CTEs humanas e murinas
(JOHANSSON e SIMONSSON, 2010) e em celulas ativamente proliferativas e
malignas (LI, SEJAS et al., 2006). Sua sintese rapidamente aumenta em resposta a
estimulos mitogénicos e sua expressao € regulada negativamente em células
sofrendo diferenciacdo ou apoptose. A NPM1 aumenta o potencial proliferativo de
CT hematopoiéticas e aumenta sua sobrevivéncia ao estresse. E requerida para o
desenvolvimento embrionario e estabilidade gendmica (LI, SEJAS et al., 2006).

Corpos de Cajal sdo corpos nucleares distintos que funcionam coordenando

a maturacdo de certos RNAs nucleares, incluindo snRNAs, snoRNAs, e o
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processamento de mRNAs de histonas. Eles sdo caracterizados pela proteina coilina
p80, um componente estrutural comumente utilizado como um marcador (BOULON,
WESTMAN et al., 2010). O nucleo de hCTEs néo contém Corpos de Cajal. A coilina
€ observada como um sinal fraco e difuso distribuido através do nucleoplasma. Os
corpos de Cajal sdo mais definidos e se localizam na borda com a diferenciagéao
(MORRIS, CHOTALIA et al., 2010).

Splicing speckles ou splicing factor compartments ou gréanulos de
intercromatina sdo os principais dominios nucleares enriquecidos em componentes
da maquinaria de splicing, incluindo snRNPs, necessarios para o processamento de
pré-mRNAs. Analises ultraestruturais revelaram que os splicing speckles com
agrupamentos de granulos eletrondensos de 20-25 nm dentro de espacos de
intercromatina. O tamanho e formato dos splicing speckles sao variados e refletem
seu estado dinamico. Imagina-se que fatores de splicing sédo diretamente recrutados
dos speckles, onde estdo estocados, para sitios ativos de transcricdo (AUSTIN e
BELLINI, 2010). No nucleo de hCTEs, speckles marcados com SC35 estédo
distribuidos difusamente através do nucleoplasma, mas com a diferenciacdo se
tornam mais concentrados em foci discretos (MORRIS, CHOTALIA et al., 2010).

Os corpos Polycomb provavelmente estdo envolvidos na regulacédo de genes
alvos especificos por oferecer um meio repressivo. Estas estruturas tem um
tamanho de 0,3-1 um em diametro, estdo distribuidas através do nucleo celular e
sdo caracterizadas por um enriquecimento em proteinas do Grupo Polycomb (GPc)
(AUSTIN e BELLINI, 2010). As proteinas GPc s&o vitais para a expressao génica em
muitos tipos celulares. Estdo envolvidas no silenciamento de um grande numero de
genes alvo, incluindo muitos genes regulatérios do desenvolvimento. Os genes alvo
silenciados pelas proteinas GPc colocalizam com corpos Polycomb (AUSTIN e
BELLINI, 2010). O Polycomb repressor complex 1 (PRC1) possui uma subunidade
composta de proteinas da familia CBX, as quais podem se ligar a 3meH3K27 in
vitro. Diferentes membros da familia CBX exibem distintas distribuicdes
subnucleares em CTES murinas, a maioria das proteinas CBX estdo enriquecidas
em foci, conhecidos como corpos Polycomb, enquanto que com a diferenciagao, o
foci desaparece assim que as proteinas se dispersam (MORRIS, CHOTALIA et al.,
2010).

Os corpos de clivagem foram inicialmente descritos como foci nucleares

enriquecidos em dois fatores: o fator de estimulacéo de clivagem CstF64 e o fator de
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estimulacdo de clivagem e poliadenilacggo CPSF, que estdo envolvidos no
processamento da extremidade 3’ de pré-mRNAs. Corpos de clivagem acumulam
RNAs recém-sintetizados. Esta composicao fortemente sugere uma funcéo direta no
processamento poés-transcricional de prée-mRNAs (AUSTIN e BELLINI, 2010).

Corpos PML compreendem diversas proteinas regulatérias e tem sido
implicados em uma diversidade de processos celulares, incluindo organizacéo da
cromatina, replicacdo do DNA e regulacdo da transcricdo. Em células somaticas os
corpos PML aparecem como estruturas uniformes e esféricas. Em hCTEs, uma
pequena proporcdo de células contém somente poucos corpos PML esféricos
enquanto uma fracdo substancial da populacdo contém estruturas definidas com
uma morfologia elaborada categorizada em dois tipos: hastes lineares longas ou
grandes rosetas (>2 um). As estruturas PML em CTEs nédo diferem somente em
morfologia, mas também na composi¢do de proteinas: ndo sao enriquecidas para
marcadores que definem corpos PML somaticos, incluindo SUMO, Sp100 e Daxx.
Estas estruturas Unicas surgem transientemente nos estagios iniciais do
comprometimento e estdo ausentes apos o estabelecimento da diferenciacéo. Estao
também frequentemente associadas ao envelope nuclear, uma caracteristica que
nao € observada em células somaticas (MORRIS, CHOTALIA et al., 2010).

Os Paraspeckles (PS), descobertos recentemente, ainda ndo possuem
funcdes claras na regulacdo das atividades nucleares. S&o estruturas dinamicas,
cuja presenca depende da atividade transcricional da RNA polimerase Il. S&o
compostos pelas proteinas: PSP1, que se distribui também no nucleoplasma mas se
acumula nos PS; PSP2, uma proteina envolvida no splicing de RNA e corregulagéo
de receptores de hormoénios esteroides; P54nrb, uma proteina multifuncional
envolvida em varios processos tais como splicing de RNA e transcricdo e regulagéo
da proliferacdo celular; PSF, uma componente do spliceossomo (AUSTIN e BELLINI,
2010).

1.2.2 Territérios cromossdmicos

Aléem da formacéo dos subcompartimentos nucleares, ha uma organizacéo

dos cromossomos interfasicos em territérios cromossdmicos (TCs) que estédo
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distribuidos ndo randomicamente em relacdo ao nucleo e em relacdo a outros
cromossomos (MESHORER e MISTELI, 2006). Os TCs, incluindo subrregifes locus
especificas, adotam determinadas posi¢cdes no espaco nuclear que sao conservadas
em diferentes tipos celulares e em varios estagios do ciclo celular. Um indicador do
posicionamento de um cromossomo ou locus dentro do nucleo interfasico é a
posicdo radial, definida como a localizagdo de um dado elemento genético em
relacdo ao centro ou periferia nuclear (HARNICAROVA HORAKOVA, BARTOVA et
al., 2010).

Esta organizagdo radial dos TCs parece ser influenciada por diversos
fatores, como tamanho do cromossomo e densidade génica. Cromossomos maiores
tendem a ocupar zonas periféricas, enquanto cromossomos menores
preferencialmente ocupam o interior do nucleo. TCs densos em genes tendem a se
localizar no centro do nucleo, enquanto cromossomos escassos em genes tendem a
se localizar na periferia nuclear. Também ha variacdo especifica dos TCs conforme
o tipo celular e ao longo da diferenciacdo. O arranjo dos genes dentro dos TCs é
outro parametro importante: alguns trabalhos mostram que genes ativos ou
potencialmente ativos estdo localizados preferencialmente na periferia dos TCs,
enquanto outros relatam que nao h& posicdo preferencial (MISTELI, 2005;
FEDOROVA e ZINK, 2008; SCHOFER e WEIPOLTSHAMMER, 2008; NUNEZ, FU et
al., 2009).

A localizacdo dos cromossomos pode influenciar o potencial de interacfes
trans e ditar se um locus gendmico estd em um ambiente nuclear ativo ou
repressivo: genes ativos podem relocar para regides subnucleares especializadas na
transcricdo, enquanto o silenciamento € acompanhado pelo recrutamento para
estruturas nucleares repressivas. Assim, imagina-se que a organizacao nuclear seja
importante na regulacdo da expressdo génica ja que o0 posicionamento de
cromossomos e genes se correlaciona a sua atividade funcional. Estas posi¢oes
preferenciais sdo provavelmente importantes pois variam entre os tecidos, entre 0s
tipos celulares e durante o desenvolvimento (MARSHALL, 2003; MESHORER e
MISTELI, 2006; FEDOROVA e ZINK, 2008; VAN BORTLE e CORCES, 2012).

Estudos revelaram que dominios cromossdémicos transcricionalmente
silenciosos sado mais provaveis de interagir com formacgdes perinucleares tais como a
lamina nuclear. Estes dominios sdo escassos em marcas de cromatina ativa, sdo

flanqueados por regifes enriquecidas em sitios de ligacdo da proteina insuladora e
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frequentemente contém genes corregulados. Genes associados a lamina podem ser
delas liberados com a ativagéo transcricional apdés o tratamento com inibidores de
histona deacetilase, sugerindo que o silenciamento promove associacao perinuclear
(MEKHAIL e MOAZED, 2010).

Tem-se relatado o reposicionamento de genes e cromossomos durante a
diferenciac@o de diversos tipos celulares e também entre diferentes tecidos. Genes
gue se tornam ativos durante a diferenciacdo precisam ser liberados do ambiente
repressivo. Esta liberagcdo pode ser acompanhada por um movimento de genes
alterando sua posicdo radial no niucleo (SCHOFER e WEIPOLTSHAMMER, 2008).
Vérios genes-chave de CTEs sofrem significativas mudancgas posicionais durante a
diferenciagdo (WIBLIN, CUI et al., 2005; MESHORER e MISTELI, 2006).
Similarmente, em outros sistemas de diferenciacéo, o reposicionamento de genes foi
relatado: a regulagdo positiva da expressao levou a uma alteracdo radical da
localizag&o de genes envolvidos na adipogénese de CTMs, 0s quais passaram a se
localizar em regides mais centrais no nucleo (SZCZERBAL, FOSTER et al., 2009).

1.2.3 Modifica¢des da cromatina

Em uma célula eucariética o DNA esta empacotado em um complexo
nucleoprotéico denominado cromatina (BOSKOVIC, BENDER et al., 2012). A
unidade basica da cromatina é o nucleossomo, onde 147 pares de bases de DNA
envolvem um hetero-octamero de histonas (duas copias de H3, H4, H2A e H2B). H3
e H4 formam um hetero-tetramero que € flanqueado por heterodimeros de H2A e
H2B (WYRICK e PARRA, 2009). Uma organizacao de ordem superior é provida pela
acdo da histona ligante H1 e de proteinas néo-histdnicas (BOSKOVIC, BENDER et
al., 2012).

As histonas séo proteinas basicas pequenas ricas em aminoacidos lisina (K)
e arginina (R). As histonas que formam o nucleossomo possuem dois dominios: um
dominio C-terminal globular localizado dentro do cerne e uma cauda N-terminal se
estendendo para fora do nucleossomo (KOUZARIDES, 2007; LENNARTSSON e
EKWALL, 2009).
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Mudancas na estrutura da cromatina ocorrem através da acao de complexos
remodeladores da cromatina dependentes de ATP, de modificacbes poés-
traducionais de histonas, ou da incorporacdo de proteinas especificas da cromatina
como variantes de histonas (BOSKOVIC, BENDER et al., 2012).

A substituicdo das histonas por variantes € um nivel de regulacdo da
cromatina. Do cerne de histonas, H2A tem o maior niumero de variantes. A mais
estudada é a H2AZ, uma proteina altamente conservada que possui multiplas
funcdes, incluindo manutencdo da heterocromatina telomérica, supressdo de RNAs
antisenso e memoria epigenética. Apesar da alta conservacao da sequéncia primaria
de H2AZ na evolucao, as funcbes da proteina sofreram adaptacbes em diferentes
organismos. Assim como as histonas canonicas, H2AZ pode sofrer modificacdo pos-
traducional (BOSKOVIC, BENDER et al., 2012). H2AZ é um componente da
eucromatina que a protege do espalhamento ectépico da heterocromatina silenciada
(MENEGHINI, WU et al., 2003).

Héa pelo menos oito tipos distintos de modificagcdes encontradas nas histonas
(QUADRO 1). Ainda, as histonas sdo modificadas em muitos sitios: ha mais de 60
diferentes residuos de amino&cido onde modificacdes foram detectadas (FIGURA 4).
Uma complexidade extra é proveniente de certa forma do fato que a metilacdo em K
ou R pode ser de trés formas diferentes: mono-, di- ou trimetilacdo para K e mono-
ou di- (assimétrica ou simétrica) para R. Este vasto arranjo de modificacfes fornece

um enorme potencial para respostas funcionais (KOUZARIDES, 2007).

MODIFICACOES NA CROMATINA | RESIDUOS MODIFICADOS
Acetilacéo ac K

Metilacao (lisinas) me K, 2me K, 3me K
Metilacdo (argininas) me R, a2me R, s2Zme R
Fosforilagao phS, phT

Ubiquitinagao ub K

Sumoilacao su K

ADP ribosilagéo arE

Deiminacao R > Cit

Isomerizacao da prolina cis P > trans P

QUADRO 1 - CLASSES DE MODIFICAGOES IDENTIFICADAS NAS HISTONAS.
FONTE: KOUZARIDES (2007).
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FIGURA 4 - Residuos de aminoacidos nas caudas das histonas sujeitos a modificacdes.
FONTE: SPIVAKOV e FISHER (2007).

Tendo em vista que a estrutura da cromatina pode influenciar a funcéo
génica por afetar a acessibilidade de proteinas regulatérias a seus sitios-alvo e por
modular a afinidade de reguladores transcricionais com seus alvos (MESHORER e
MISTELI, 2006), as modifica¢cdes nas histonas tém sido associadas com estado ativo
ou inativo da cromatina, bem como com processos celulares especificos
(KOUZARIDES, 2007).

1.2.3.1 Acetilagcédo de histonas

A acetilacdo da cauda das histonas H3 e H4 geralmente est4 associada a
cromatina ativa por aumentar a acessibilidade da maquinaria de transcricéo,
enquanto a desacetilagdo esta associada a repressdo (HARNICAROVA
HORAKOVA, BARTOVA et al.,, 2010). O turnover da acetilacdo de histonas &
altamente regulado pelo balanco de atividades opostas entre histona
acetiltransferases (HATS) e histona desacetilases (HDACSs) (KIM, CHOI et al., 2009).

No genoma de mamiferos ha 18 genes codificando para HDACs
(KRETSOVALI, HADJIMICHAEL et al., 2012). As HDACs que contém zinco no seu

sitio catalitico constituem a familia classica (classes I, Il e IV, QUADRO 2), enquanto
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as integrantes da familia das sirtuinas (classe Ill) sdo dependentes de NAD" e n&o
possuem zinco no seu sitio catalitico (DOKMANOVIC, M., CLARKE, C. et al., 2007,
YANG e SETO, 2008). As HDACs classe | sdo ubiquamente expressas enquanto
membros do grupo lla mostram expressdo tecido especifica (KRETSOVALI,
HADJIMICHAEL et al., 2012).

GRUPO MEMBROS LOCALIZACAO
I HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDACS8 | Nucleo
lla HDAC4, HDAC5, HDAC7 e HDAC9 | Nucleo-citoplasma
b HDACG6 e HDAC10 Citoplasma
AV HDAC11 Nucleo-citoplasma

QUADRO 2 - CLASSIFICACAO E LOCALIZACAO DAS HISTONAS DESACETILASES (HDAC)
CLASSICAS.
FONTE: A Autora (2012).

1.2.3.2 Metilagéo de histonas

As metilagBes apresentam um efeito variado dependente dos aminoacidos
envolvidos e de suas posi¢cdes na cadeia protéica. Trés sitios de metilacdo nas
histonas estdo normalmente envolvidos na ativacao da transcricdo: H3K4, H3K36 e
H3K79. Outros sitios de metilacdo em lisinas estdo relacionados ao silenciamento
transcricional: H3K9, H3K27 e H4K20 (KOUZARIDES, 2007; BARTOVA,
HORAKOVA et al., 2010).

A quantidade de grupos metil também especifica modelos de expressao
génica. Assim, a monometilagdo de H4K20 se correlaciona com transcricao
continua, enquanto a trimetilacdo de H4K20 é responsavel pelo silenciamento
mediado por heterocromatina (HARNICAROVA HORAKOVA, BARTOVA et al.,
2010).

A regido génica onde a histona se encontra também influencia. Por exemplo,
a metilacdo em H3K36 tem um efeito positivo quando € encontrada na regido
codificante e um efeito negativo quando esta no promotor. A metilacdo em H3K9 é
semelhante: negativa no promotor e positiva na regido codificante (KOUZARIDES,
2007).
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Portanto, € provavel que qualquer modificacdo tenha o potencial de ativar ou
reprimir sob diferentes condi¢ées. Quanto mais as modificagcbes sdo estudadas,

mais se elucida que o contexto em que elas se encontram € importante.

1.2.3.3 Metilagdo do DNA

A metilacdo do DNA consiste na adicdo de um grupo metil na posicéo 5 das
citosinas em dinucleotideos citosina-fosfato-guanina (CpG) e ocorre simetricamente
em ambas as fitas de DNA (COLLAS, 2009; TEVEN, LIU et al., 2011).

A metilacdo do DNA é geralmente considerada um marca de silenciamento
génico, porém, esta associacdo ndo € estrita, particularmente quando se leva em
conta a densidade de CpG nos promotores. Promotores com baixo contetdo CpG
nao apresentam correlacdo entre atividade e abundancia de metilagdo. Assim,
promotores com baixo contetdo CpG ativos ndo sdo necessariamente desmetilados.
Em promotores com conteddo intermediario de CpG, a metilacdo esta associada
com repressao transcricional. Contrariamente, promotores com alto conteddo CpG
apresentam fraca ou nenhuma metilagdo mesmo quando inativos (COLLAS, 2009).

Catalisada por DNA metiltransferases (DNMTs), a metilacdo do DNA regula
a expressao génica e estabilidade cromossomal. H& trés DNMTs cataliticamente
ativas em humanos: DNMT1, DNMT3A e DNMT3B. A DNMT de manutencéao,
DNMT1, especificamente reconhece o DNA hemi-metilado ap6s a replicacdo e
metila a fita recém-sintetizada, assegurando a fidelidade no perfil de metilacdo apo6s
a replicacdo. DNMT3A e DNMT3B estao envolvidas na metilagdo de novo do DNA
que ocorre durante o desenvolvimento embrionario e diferenciagcdo celular como
uma maneira de desligar genes cuja atividade ndo é mais requerida (COLLAS, 2009;
KHAVARI, SEN et al., 2010). No entanto, dados recentes sugerem que esta divisdo
classica de funcbes deve ser uma supersimplificacdo, jA que DNMTs parecem ser

individualmente capazes de mediar ambas as fun¢des (KHAVARI, SEN et al., 2010).
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1.2.4 Organizagéo espacial da cromatina

A cromatina est4 organizada em um arranjo espacial de maior escala dentro
do nucleo. Os dominios de cromatina mais Obvios do genoma nuclear sdo a
eucromatina e a heterocromatina: a eucromatina consiste de regides genémicas
menos condensadas enquanto a heterocromatina contém regides altamente
condensadas. Embora sejam facilmente distinguidas pelo grau de condensacéo,
torna-se cada vez mais evidente que a correlagcdo em larga escala entre morfologia
e funcdo € uma mera simplificacdo. Em vez da correlacdo entre estrutura da
cromatina e atividade génica, foi encontrada uma forte associagao entre morfologia
da cromatina e densidade génica: regides ricas em genes estdo presentes em
regides de cromatina menos condensada e regibes pobres em genes estdo
presentes em dominios mais condensados, indiferente a suas atividades (MISTELI,
2005; FEDOROVA e ZINK, 2008; MORRIS, CHOTALIA et al., 2010).

A eucromatina esta situada entre os dominios heterocrométicos e €
geralmente enriquecida em histonas H3 e H4 hiperacetiladas (MISTELI, 2005;
JOFFE, LEONHARDT et al., 2010), possui niveis reduzidos de metilacdo do DNA e
esta metilada em H3K4, H3K36 e H3K79 (HARNICAROVA HORAKOVA, BARTOVA
et al., 2010). A extensdo das regides de eucromatina varia dramaticamente atraves
da diferenciacdo correlacionando-se estritamente com o aumento ou diminuicdo da
atividade transcricional (SCHOFER e WEIPOLTSHAMMER, 2008).

A heterocromatina é comumente caracterizada por baixos niveis de
acetilacdo, abundante metilacdo do DNA e altos niveis de metilacgdo em H3K9,
H3K27 e H4K20 (HARNICAROVA HORAKOVA, BARTOVA et al., 2010).

A heterocromatina é classificada em facultativa e constitutiva, e diferem em
varios aspectos. Ambas sdo tipicamente encontradas em determinadas regidoes
subnucleares. No nacleo de mamiferos, estas regides incluem a periferia nuclear,
com excecdo das areas ocupadas pelos poros nucleares, e também periferias
nucleolares (MISTELI, 2005; FEDOROVA e ZINK, 2008).

A heterocromatina constitutiva consiste principalmente de sequéncias
repetitivas de DNA. Inclui a heterocromatina centromérica e pericentromérica. E
insensivel a DNAse |, pobre em genes, replica tardiamente e € altamente metilada.

Cria um ambiente transcricionalmente repressivo e sua formacdo depende do
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recrutamento da proteina 1 de heterocromatina (HP1), cujas variantes HP1a, HP1B e
HP1y sdo componentes chave na formagdo e manutengcdo da heterocromatina.
Contém nucleossomos hipoacetilados e enriquecidos em H3K9 metilada: H3K9
recruta HP1, que por sua vez se associa com outros fatores envolvidos no
silenciamento e remodelamento da cromatina (MISTELI, 2005; FEDOROVA e ZINK,
2008; SCHOFER e WEIPOLTSHAMMER, 2008; HARNICAROVA HORAKOVA,
BARTOVA et al., 2010).

A heterocromatina facultativa representa regides de eucromatina
transcricionalmente silenciadas que podem se tornar ativas, por exemplo, durante a
diferenciacdo celular, e sua formacdo ¢ independente de HP1 (SCHOFER e
WEIPOLTSHAMMER, 2008). E formada por certas regies cromossomais, incluindo
genes de coépia Unica e ocorre de modo especifico conforme o tipo celular e o
estagio do desenvolvimento. A metilacdo de H3K27 é frequentemente associada
com heterocromatina facultativa (MISTELI, 2005; FEDOROVA e ZINK, 2008;
SCHOFER e WEIPOLTSHAMMER, 2008; HARNICAROVA HORAKOVA, BARTOVA
et al., 2010).

1.3 A ARQUITETURA NUCLEAR E A CROMATINA DE CELULAS-TRONCO

Comparacdes de dominios de cromatina em CTES e em células sob
processo de diferenciacdo mostram que ocorrem drasticos rearranjos espaciais
durante os estégios iniciais da diferenciacéo.

Acredita-se que a cromatina de células-tronco pluripotentes tenha
caracteristicas Unicas, incluindo uma conformag¢do mais frouxa e uma associacéo
hiperdindmica de proteinas da cromatina, refletindo a plasticidade do genoma em
células pluripotentes e provavelmente contribuindo para a manutencdo da
pluripoténcia e autorrenovacédo (MATTOUT e MESHORER, 2010).

Consistente com um estado aberto global da cromatina em CTEs, foci de
heterocromatina sdo mais frequentes em células progenitoras neurais diferenciadas
do que nas CTEs, sugerindo que ocorre a formacéo e maturacao de heterocromatina
durante a diferenciacdo de CTEs (MATTOUT e MESHORER, 2010).
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Uma caracteristica especifica da heterocromatina em CTEs € a distribuicdo
nuclear de HP1q, B e y. A distribuigdo de HP1 & difusa no nucleo de CTEs humanas
em contraste aos foci distintos observados no nucleo de células diferenciadas, onde
as variantes de HP1 se associam principalmente a heterocromatina pericéntrica.
Entretanto, em CTEs murinas o padrao difuso néo foi observado: as variantes de
HP1 formam foci e o numero destes foci associados a heterocromatina aumenta
durante a diferenciacdo. Estas observacfes indicam que algumas diferencas na
organizacdo da heterocromatina devem estar presentes entre CTEs humanas e
murinas (MATTOUT e MESHORER, 2010).

A lamina nuclear de CTEs compreende principalmente as proteinas lamina
B, que sdo mais dindmicas em CTEs do que em outro tipo celular e ndo possuem
proteinas lamina A/C, que aparecem somente no inicio da diferenciacdo (MATTOUT
e MESHORER, 2010). A auséncia de lamina A/C em CTEs tem implicacdes na
rigidez e morfologia nuclear. Sua falta provavelmente contribui para a plasticidade e
mobilidade da cromatina observada no ndcleo de CTEs, enquanto que sua
expressdo durante a diferenciacdo deve ser um fator importante no processo e/ou
manutencdo de um fendtipo diferenciado (MORRIS, CHOTALIA et al.,, 2010;
HAMPOELZ e LECUIT, 2011) (FIGURA 5 A).

Proteinas da cromatina tal como a histona ligante H1 estdo mais
dinamicamente associadas com a cromatina em CTEs do que em células
diferenciadas. As proteinas nucleares HP1a e lamina B também se ligam mais
frouxamente em células pluripotentes (MATTOUT e MESHORER, 2010).
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FIGURA 5 - Caracteristicas da cromatina e do genoma de CTEs e no inicio da diferenciagdo. (A)
Proteinas da cromatina estdo mais dinamicamente associadas com a cromatina em CTEs do que em
células diferenciadas. (B) Em células sométicas de mamiferos a metilacdo do DNA esté presente nas
citosinas em um contexto CpG; em CTEs 25% dos sitios de metilagdo de citosina no genoma séo
encontrados em um contexto ndo-CpG. (C) O nivel global de diversas modificacBes de histonas difere
entre CTEs e células diferenciadas.

FONTE: MATTOUT e MESHORER (2010).

Os promotores de fatores de transcricdo envolvidos na pluripoténcia séo
geralmente metilados em células diferenciadas, mas hipometilados em CTEs e
IPSCs. Porém, os niveis globais da metilagdo de DNA cobrindo a maioria das ilhas
CpG nédo sao substancialmente diferentes entre CTEs e células diferenciadas.
Enquanto em células somaticas de mamiferos a metilacdo do DNA esta presente
nas citosinas em um contexto CpG, em CTEs 25% dos sitios de metilacdo de
citosina no genoma sdo encontrados em um contexto ndo-CpG, sugerindo que CTEs
utilizam um programa unico de metilacdo do DNA (LISTER, PELIZZOLA et al., 2009;
MATTOUT e MESHORER, 2010) (FIGURA 5 B).

Consistentes com mudancas na atividade genémica global, mudancgas nos
perfis de modificacdes nas histonas acompanham a diferenciacdo de CTEs. Ha o

aumento na marca de cromatina silenciada 3meH3K9 em foci bem definidos, o
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acumulo progressivo de heterocromatina pericéntrica e a diminuicdo nos niveis
globais das histonas H3 e H4 acetiladas. Estas observacdes indicam que a
cromatina associada a CTEs é, de modo geral, mais ativa, ou pelo menos marcada
com modificacbes associadas a histonas ativas, e que a diferenciacdo €
acompanhada por uma transicdo para cromatina menos permissiva a transcricdo
(MESHORER e MISTELI, 2006; SPIVAKOV e FISHER, 2007; MATTOUT e
MESHORER, 2010) (FIGURA 5 C).

Em CTEs, muitos genes regulatérios do desenvolvimento possuem dominios
bivalentes: 3meH3K27 estd associado a repressdo da transcricdo e 3meH3K4 esta
associado a ativacdo da transcricdo. Durante a diferenciacdo celular, a marca
bivalente desaparece: somente 3meH3K27 ou 3meH3K4 permanece no gene. Os
genes bivalentemente marcados tem baixa expressdo pois 3meH3K27 parece ser a
marca dominante. Assim, 3meH3K27 silencia os genes do desenvolvimento em
CTEs, enquanto 3meH3K4 mantém os genes prontos para ativacao. 3meH3K4 foi
encontrada tanto em genes transcritos como silenciados em CTEs, logo, esta marca
parece levar a um estado permissivo transcricional ativado, mas nao leva
necessariamente a transcricdo (BERNSTEIN, MIKKELSEN et al., 2006;
LENNARTSSON e EKWALL, 2009).

Deste modo, um modelo para regulacdo génica em células pluripotentes foi
estabelecido, no qual muitos genes regulatorios importantes estdo preparados para
a expressao, mas sdo mantidos pausados por uma modificacdo oposta (SPIVAKOV
e FISHER, 2007).

Uma das duas modificacdes bivalentes, 3meH3K27, estd enriquecida na
periferia nuclear de CTEs murinas e embora os niveis de 3meH3K27 parecam
permanecer inalterados durante a diferenciacédo, a localizagdo perinuclear diminui
(MATTOUT e MESHORER, 2010).

Demonstrou-se que acH3K9 €& mais prevalente em CTEs do que em células
diferenciadas. Outras modificagbes associadas com cromatina ativa, incluindo
acH3K14, 3meH3K4, 2meH3K36 e 3meH3K36 estdo também enriquecidas em
CTEs comparadas as ceélulas progenitoras neurais dela derivadas.
Consistentemente, diversas marcas repressivas e de heterocromatina aumentam
durante a diferenciacéo de CTEs, tais como meH3K9, 2meH3K9, 3meH3K9 e HP1aq,
mas nao 2meH4K20. Além disso, as marcas epigenéticas parecem se correlacionar

com pluripoténcia. Enquanto em CTEs humanas pluripotentes 3meH3K9 esta
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significativamente difusa, em células diferenciadas ou menos pluripotentes
3meH3K9 esta altamente enriquecida em foci de heterocromatina (MATTOUT e
MESHORER, 2010).

1.4 AGENTES MODIFICADORES DA CROMATINA

1.4.1 Agente inibidor de HDACSs: tricostatina A (TSA)

Os inibidores de HDAC (HDACIi) sdo pequenas moléculas naturais ou
sintéticas que podem inibir a atividade de HDACs (MINUCCI e PELICCI, 2006;
KRETSOVALI, HADJIMICHAEL et al., 2012). Podem ser divididos em diversas
classes estruturais incluindo hidroxamatos, peptideos ciclicos, acidos alifaticos e
benzamidas.

A tricostatina A (TSA) foi o primeiro hidroxamato natural descoberto,
inicialmente isolada de Streptomyces hygroscopicus como um antibiético antifingico
(MONNERET, 2005; DOKMANOVIC, CLARKE et al., 2007). E um potente inibidor,
ativo em concentracdo nanomolar in vitro (K; = 3,4 nM) e age de forma reversivel
(MONNERET, 2005; TADDEI, ROCHE et al., 2005).

A TSA inibe as HDACs que contém zinco no seu sitio catalitico, ou seja, as
classes I, Il e IV (DOKMANOVIC, CLARKE et al., 2007). A inibicdo de HDACs leva
ao acumulo de histonas acetiladas no nucleo e uma subsequente ativacdo da

transcricéo de genes alvo (KIM, CHOI et al., 2009).

1.4.2 Agentes desmetilantes de DNA: 5-azacitidina e 5-aza-2’-deoxicitidina

A 5-azacitidina (5aza) e a 5-aza-2’-deoxicitidina (5azadc) sdo analogos de
citidina que contém um nitrogénio no lugar do carbono 5 do anel de pirimidina,
amplamente utilizados como agentes desmetilantes do DNA. Entram na célula via

transportadores de nucleosideos. Enquanto a 5azadC é incorporada somente no
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DNA, a 5aza é incorporada tanto no DNA como RNA, afetando, portanto, a sintese
de proteinas (CHRISTMAN, 2002; HOWELL, LIU et al., 2010).

A incorporacao de 5azadC ou 5aza no DNA de células proliferativas durante
a sintese leva a ligacao irreversivel da DNMT1 aos residuos de azacitosina no DNA,
reduzindo a disponibilidade de DNMT1 no nucleo devido ao seu sequestro e
subsequente degradacao, levando a uma passiva inibicdo da metilagdo do DNA, de
modo global e inespecifico (HOWELL, LIU et al., 2010; KOMASHKO e FARNHAM,
2010). Apos dois ou mais ciclos de replicacdo, ambas as fitas de DNA tornam-se
desmetiladas (GHOSHAL e BAI, 2007).

Em doses suficiente baixas que nao desencadeiam a morte celular, o
tratamento com 5azadC ou 5aza resulta em varias mudancas nas células, incluindo
ativacdo de genes silenciados, descondensacdo da cromatina e alteracdo do tempo
de replicacdo (JUTTERMANN, LI et al., 1994). JA a incorporacdo excessiva pode
levar a inibicdo da sintese de DNA, resultando na parada do ciclo celular e por fim na
morte da célula (GHOSHAL e BAI, 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

Existem evidéncias de que as CTMs podem diferenciar em mdltiplos tipos
celulares tanto in vitro como em in vivo. Além disso, estas células induzem pouca
resposta imune e apresentam notaveis propriedades de autorrenovacéo. Isto faz
com que as CTMs apresentem-se como uma grande promessa no reparo tecidual
(PARK, HUANG et al., 2007; UCCELLI, MORETTA et al., 2008).

Tendo em vista o potencial de utilizacdo de CTMs em terapias celulares, é
fundamental se conhecer detalhadamente os mecanismos envolvidos no processo
de diferenciacdo, considerando-se tanto a eficiéncia do seu uso como também
guestdes de seguranca.

Ao diferenciar, a CT implementa seus programas de expressao génica
especificos, sequestra de modo dirigido genes em dominios de cromatina ativo e
repressivo. Neste cenério, o cerne de histonas frouxamente ligado e as proteinas
arquitetbnicas da cromatina devem ser recrutados para regidées gendmicas que Sao
destinadas para o silenciamento quando a célula comeca a diferenciar. Grandes
regides de cromatina silenciada sofrem mudancas de ordem superior na estrutura da
cromatina e formam regides abundantes de heterocromatina que sdo observadas
quando a célula inicia a diferenciacdo. Ao mesmo tempo, a natureza dindmica de
proteinas associadas a cromatina deve também facilitar para que fatores
regulatérios ganhem acesso a sequéncias regulatorias e rapidamente ativem
programas complexos de expressao génica linhagem-especificos (MESHORER e
MISTELI, 2006).

A epigenética, definida como o estudo de mudancas na funcdo génica que
sdo mitoticamente e/ou meioticamente herdaveis e que ndo ocasionam mudanca na
sequéncia do DNA (DUPONT, ARMANT et al., 2009), apresenta uma fungao-chave
nos processos de autorrenovacdo, manutencdo de pluri/multipoténcia e
especificacao de linhagem.

Apesar do papel fundamental atribuido a epigenética nos mecanismos de
diferenciacdo, ainda sdo poucos os trabalhos que abordam estudos epigenéticos
durante a diferenciacdo de CTMs adultas.

Visando investigar o efeito da epigenética no processo de diferenciacéo de

CTs adultas e também a arquitetura nuclear destas células, o modelo experimental
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proposto envolve a diferenciacdo adipogénica de CTMs. Como as células-tronco
retém uma memdria epigenética em relagdo a sua origem, o que influencia sua
resposta biologica e seu potencial de diferenciacdo, foram avaliadas CTMs obtidas
de duas fontes distintas, medula 6ssea e tecido adiposo.

A obtencdo destes conhecimentos contribuirda para a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na diferenciacdo de células-tronco adultas e podera ser
aplicada na otimizacdo das terapias celulares. Uma vez que o perfil epigenético
interfere na diferenciacdo, ao se conhecer qual a linhagem-alvo preferencial daquela
fonte de CTM, € possivel direcionar seu uso nas terapias celulares. Assim, cada tipo
celular teria uma aplicagéo especifica visando melhorar a eficiéncia do processo de

diferenciacéo considerando as varias fontes disponiveis.
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3 HIPOTESES

A diferenciacdo leva a uma mudanca na arquitetura nuclear e na estrutura
da cromatina de CTMs. Essa mudanca por sua vez é diferente da observada em
CTEs.

Como a diferenciacdo envolve a acdo de mecanismos epigenéticos, pode
ser influenciada por agentes modificadores da cromatina, tais como inibidores de
HDACs e DNMTSs.

A pré-existéncia de uma memoria epigenética resulta em respostas

intrinsecas ao tipo celular conforme seu tecido de origem.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a arquitetura nuclear na diferenciacdo adipogénica de CTMs e

investigar o envolvimento de mecanismos epigenéticos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a arquitetura nuclear das CTMs induzidas a diferenciacdo em relacdo ao
arranjo de proteinas nucleares e a presenca de modificacdes de histonas;

e Analisar a influéncia da acetilagéo de histonas na diferenciagcéo adipogénica;
¢ Analisar a influéncia da metilacdo do DNA na diferenciacéo adipogénica;

e Analisar o perfil epigenético quanto as modifica¢cdes nas histonas (acetilacdes e

metilacbes) no processo de diferenciacdo adipogénica das CTMs.



41

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 OBTENCAO E CULTIVO DAS CTMs

As CTMs utilizadas neste estudo foram fornecidas pelo Nuacleo de
Tecnologia Celular da PUCPR. As amostras foram obtidas da medula 6ssea ou do
tecido adiposo, apds consentimento do doador, de acordo com normas para
pesquisa envolvendo seres humanos e com a aprovagdo do Comité de Etica da
Fundacao Oswaldo Cruz (nUmero de aprovacao 419/07, ANEXO A).

As CTMs isoladas tanto da medula éssea como de tecido adiposo ja foram
previamente caracterizadas imunofenotipicamente pelo nosso grupo utilizando
citometria de fluxo (FACS Calibur, BD Biosciences). As células foram positivas para
CD105, CD90, CD73, CD166, CD29 e CD44; negativas para marcadores de
linhagem hematopoética, incluindo CD14, CD45 e CD31 e a porcentagem de CD34
foi de 2,16%+2,48 (REBELATTO, AGUIAR et al., 2008).

Também foram capazes de diferenciar nas trés linhagens mesodermais,
atendendo os critérios exigidos para serem caracterizadas como CTMs (DOMINICI,
LE BLANC et al., 2006). A diferenciacdo foi confirmada através de coloracdes
especificas.

Para a osteogénese, 2-3x10* células foram plaqueadas em placas de 6
pocos. As culturas foram induzidas com hMSC Osteogenic Differentiation Bullet Kit
(Lonza), conforme instrucdes do fabricante, apos atingirem 60-70% de confluéncia.
Os controles foram cultivados com o meio MSC-BM (Lonza). Os meios foram
trocados duas vezes por semanas e 0 periodo de inducdo foi de 21 dias. Para a
confirmacdo da diferenciagcdo condrogénica, as culturas foram marcadas com
Alizarin Red S (Sigma), que marca a deposi¢ao de cristais de calcio no citoplasma
do osteoblasto. Para isso, as culturas foram lavadas duas vezes com PBS, fixadas
com solugéo de PF 4% por 30 min a TA, lavadas duas vezes com PBS e, entdo,
marcadas com uma solucdo 2% de Alizarin Red S.

A inducdo condrogénica foi realizada pelo uso dos kits de indugdo hMSC
Chondrogenic Differentiation Bullet Kit (Lonza), conforme instrucbes do fabricante.
Para a condrogénese, 5x10° células foram distribuidas em tubos de polipropileno de

15 ml e centrifugadas. ApoOs remocao do meio, as células foram ressuspendidas em
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meio de induc&o incompleto ou em meio controle (DMEM suplementado com 10%
de soro fetal bovino). Uma nova centrifugacdo a 900 rpm por 5 min foi realizada e o
meio removido. Por fim, as células foram ressuspendidas em meio de inducéo
completo (contendo TGFB3) ou em meio controle e realizou-se a Uultima
centrifugag&o a 900 rpm por 5 min. O pellet formado n&o foi desfeito. Os tubos foram
mantidos semi-tampados a fim de manter o pH do meio, em estufa de CO, a 37°C.
Apos um periodo em repouso (24h), ocorre a formacdo de uma micromassa, na qual
ha menor disponibilidade de oxigénio em seu interior, necessaria para a
diferenciacdo condrogénica. Os meios foram trocados duas vezes por semana € 0
periodo de inducédo foi de 21 dias. A diferenciacdo condrogénica foi verificada pela
marcacdo com azul de toluidina (Sigma), o qual identifica o acumulo de matriz
extracelular de mucopolissacarideos no interior do condrécito. Para isso, 0s
agregados celulares foram pré-corados com azul de Trypan para facilitar a sua
visualizagdo. Em seguida foram lavados com PBS e fixados com formalina 10%.
Posteriormente, foram desidratados em diluicbes seriadas de etanol e embebidos
em blocos de parafina. Os cortes de parafina (4 um de espessura) foram corados
com solucao de azul de toluidina.

A inducgéo adipogénica foi realizada como descrito no item 5.2 e a coloragéo

conforme descrito no item 5.9.

5.1.1 Obtencéo e cultivo das CTMs-MO

As amostras de medula 6ssea foram coletadas na Santa Casa de
Misericorida de Curitiba pelo Nucleo de Tecnologia Celular da PUCPR. Os doadores
tinham entre 40 e 60 anos e eram portadores de cardiomiopatia.

O isolamento e o cultivo das CTMs-MO ja foram previamente padronizados
(REBELATTO, AGUIAR et al., 2008). A coleta da medula éssea foi realizada através
da puncao da crista iliaca posterior do doador. O material foi coletado com solugéo
anticoagulante (heparina sédica) e inserido em bolsa de transferéncia contendo meio
199 (Gibco), diluido na proporgéo de 4 medula 0ssea: 1 meio 199. A medula 0ssea
coletada foi utilizada para o "Estudo Multicéntrico Randomizado de Terapia Celular

em Cardiopatias - Cardiopatia Dilatada", sendo que este ja tem a liberacdo da
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Comissédo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP- registro 11259). Deste material
foram retirados cerca de 5 ml (medula éssea + meio) que foram destinados para o
presente estudo, conforme aprovado pelo Comité de ética em pesquisa com seres
humanos da Fundacdo Oswaldo Cruz (niumero de aprovacéao: 419/07).

Para o isolamento de CTMs, o material foi cuidadosamente depositado em
Histopaque (1,077 g/ml) (Sigma) para isolar células mononucleares da medula
O0ssea por centrifugacdo em gradiente de densidade. A seguir, o anel de células
mononucleares foi retirado e lavado duas vezes com meio.

Culturas primarias foram estabelecidas em frascos de cultivo celular a uma
densidade de 1x10* células/cm? em DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100 pg/ml) (todos da GIBCO), a 37°C
em atmosfera de CO, 5%. Dois dias apds o plagueamento inicial, 0 meio de cultura
foi trocado para remover as células ndo aderentes. Durante o cultivo, 0 meio foi
trocado duas vezes por semana (REBELATTO, AGUIAR et al., 2008).

5.1.2 Obtencéo e cultivo das CTMs-TA

As amostras de tecido adiposo foram coletadas no Instituto de Medicina e
Cirurgia do Parana pelo Nucleo de Tecnologia Celular da PUCPR, de doadores
submetidos a cirurgia bariatrica seguida de dermolipectomia na regido abdominal,
com idades entre 30 e 50 anos.

O isolamento e o cultivo das CTMs-TA ja foram previamente padronizados
(REBELATTO, AGUIAR et al., 2008). Logo ap6s a retirada do tecido adiposo, este
foi lavado com solucéo salina para remover residuos contaminantes e hemacias. Em
seguida o material foi digerido com 0,02 mg/ml de colagenase A (Roche Diagnostic)
em meio HAM-F12 e meio de Dulbecco’s (DMEM-F12, GIBCO), contendo 2% de
soro albumina bovina por 45 min a 37°C. O tecido digerido foi filtrado duas vezes
com um filtro membrana de nylon de 100 ym e outro de 25 ym, para eliminar os
fragmentos néo digeridos. Em seguida o material foi centrifugado a 600 x g por 10
min. As células que formam a fragcdo vascular do estroma do tecido adiposo foram
coletadas e as células vermelhas lisadas com um tampé&o contendo 155 mmol/L de
NH4Cl e 20 mmol/L de Tris pH 7,6, durante 5 min.
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As células estromais isoladas foram plaqueadas em uma densidade de
3,2x10* células/cm? em meio DMEM-F12 suplementado com 15% de soro fetal
bovino, penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100 pg/ml). Apos 24 horas, as células

nao aderentes foram removidas e o meio foi trocado duas vezes por semana.

5.2 INDUCAO ADIPOGENICA IN VITRO DAS CTMS

Culturas de CTM-MO e CTMs-TA foram induzidas a adipogénese, apos
atingirem a confluéncia, utilizando meio indutor o qual consistia em meio de cultivo
acrescido de 1 pM de dexametasona, 500 uM de IBMX, 1 pg/ml de insulina e 200
UM de indometacina (todos da Sigma). O meio foi trocado duas vezes por semana e,

exceto quando especificado, o periodo de inducéao utilizado foi de 14 dias.

5.3 IMUNOFLUORESCENCIA

Cerca de 2x10* células foram plaqueadas sobre laminulas de vidro em
placas de 24 pocos. ApoOs o tempo especificado em cada experimento, as culturas
foram lavadas trés vezes com PBS e fixadas com 4% PF durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Novamente foram realizadas trés lavagens com PBS. Para a
permeabilizacdo foi utilizado PBS/0,5% triton X-100 por 30 min a temperatura
ambiente, sem agitar. Apés trés lavagens com PBS, foi realizado o blogueio com
PBS/5% BSA por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo. A cultura foi entdo
lavada duas vezes com PBS a temperatura ambiente, e incubada com 50 ul do
anticorpo primario diluido (APENDICE B) em PBS/1% BSA por 1 hora a 37°C, em
camara umida. Trés lavagens com PBS, 5 min cada, foram realizadas a temperatura
ambiente sob suave agitacdo. Incubou-se com 50 ul do anticorpo secundario diluido
(APENDICE B) em PBS/1% BSA por 1 hora a 37°C. Novamente foram realizadas
trés lavagens de 5 minutos utilizando PBS a temperatura ambiente, sob suave
agitacao.

Para a marcacgao dos nucleos, a cultura foi incubada com uma solucéao de 5

pg/ul de dilactato DAPI (Invitrogen) diluido mil vezes em PBS durante 10 minutos a
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temperatura ambiente. Trés lavagens de 5 minutos, & temperatura ambiente e sob
suave agitacéo, foram realizadas utilizando PBS.

O excesso de liquido foi retirado das laminulas, as quais foram montadas
sobre laminas utilizando 5 ul de glicerol como meio de montagem e seladas com
esmalte.

As imagens foram obtidas utilizando o microscépio NIKON ECLIPSE E600
ou o microscopio confocal LEICA SP5 acoplado a um microscopio invertido LEICA
DMI 6000B.

5.4 ANALISE DE PROTEINAS POR WESTERN BLOTTING

5.4.1 Preparo de extrato celular de proteinas

Foram plaqueadas 5.10° células em garrafas de 150 cm2. As culturas foram
lavadas duas vezes com PBS. Adicionou-se 1 ml do tamp&o de proteina (40 mM
Tris-HCI pH 6,8, 1% SDS, 2,5% p-mercaptoetanol, 6% glicerol e 0,005% azul de
bromofenol) contendo 1 pl do coquetel de inibidores de protease (Sigma). As células
foram rompidas e coletadas por raspagem em microtubos. O extrato foi entdo
aquecido a 94°C por 10 minutos. Apés o resfriamento, o extrato foi armazenado a -
20°C.

5.4.2 Quantificagéo de proteinas utilizando 2D-Quant

Para a dosagem de proteinas foi utilizado o kit 2D-Quant (GE Healthcare).
Conforme instru¢bes do fabricante, uma curva padrdo foi construida a partir de
concentragcdes conhecidas de soroalbumina bovina (BSA), sendo entdo determinada
a absorbéncia a 480 nm. A partir da absorbéncia da amostra e tendo como

referéncia a curva padrao, a concentracédo de proteinas na amostra foi determinada.
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5.4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Foram aplicados 10 pg de proteina total em géis de poliacrilamida 15% e
submetidos a eletroforese em tampao SDS-PAGE. A separacdo proteica foi
realizada a 20 mA, durante 90-120 min. Apos a eletroforese, as proteinas no gel
foram coradas com solugdo de Coomassie Blue por 30 minutos sob agitagcdo. O gel
foi entdo incubado com solucédo de descoloragdo (30% metanol, 10% &cido acético)

até a visualizacdo das bandas, seguido de sucessivas lavagens com agua destilada.

5.4.4 Immunoblotting

Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana
Hybond-ECL (GE Healthcare) utilizando 60 V durante duas horas a 4°C, em tampéao
de transferéncia que consistia de 25 mM de Trisma base, 192 mM glicina e 20% (v/v)
metanol. Posteriormente, a membrana foi corada por 5 min com solugéo de Ponceau
S (0,5% Ponceau S e 0,1% &cido acético) para verificar a qualidade da
transferéncia. Em seguida, a membrana foi descorada com PBS/Tween 0,1% e
incubada em solucéo de bloqueio (5% BSA em TBST) overnight a 4°C.

Ap6s o bloqueio, a membrana foi incubada com o anticorpo primario
(APENDICE B) diluido em TBST/5% BSA por 3 horas a temperatura ambiente sob
agitacdo. Apos trés lavagens de 5 min com TBST, realizou-se a incubacdo com o
anticorpo secundario (APENDICE B) diluido em TBST/5% BSA. Ap6s 1 hora de
incubagédo a temperatura ambiente, as membranas foram novamente lavadas trés
vezes com TBST durante 5 minutos. Para revelacdo pelo método colorimétrico, a
membrana foi imersa em 10 ml de tampéao para fosfatase alcalina (Tris-HCI 100 mM,
pH 9,5, NaCl 100 mM e MgCl, 5mM) contendo 66 pl de nitroazul de tetrazdlio (NBT,
50 mg/ml) e 33 pl de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP, 50 mg/ml) (ambos da
Promega). Uma vez que as bandas se tornavam visiveis, a reacao era interrompida

pela imersdo da membrana em agua.
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5.4.5 Quantificacdo de bandas de immunoblotting

O programa Image J versao 1.46r foi utilizado para a quantificacdo da
densidade das bandas. Foram utilizadas imagens escaneadas do gel. Os valores de
cinza das bandas foram checados para confirmar se estavam maiores que 0s do
fundo e, caso necessario, invertidos através do comando <lookup tables>, <invert
LUT> e entdo <edit>, <invert>. As imagens foram transformadas em 8-bit e a regido
das bandas foi delimitada pelo uso do comando <image>, <adjust> e <threshold>.
Na janela <threshold> ajustou-se de forma que somente as bandas ficassem
vermelhas e o fundo do gel ndo, mexendo com a seta de cima, mas deixando a seta
de baixo no valor maximo (255), em seguida clicou-se em <apply>.

Para a obtencdo dos valores da quantificacdo, clicou-se em <set
measurements> e marcaram-se 0s parametros de interesse (integrated density; limit
to threshold). Em <set scale> foi definido o valor de distancia para 1 e a unidade em
pixels.

Em <analyze>, <analyze particles> foi gerada uma tabela com os valores de
densidade integrada correspondentes a cada uma das bandas. A partir destes
valores realizou-se a normalizacdo por GAPDH ou actina e foram feitas as analises

comparativas.

5.5 QUANTIFICACAO DA DIMENSAO NUCLEAR

Para a quantificacdo da area nuclear, foram analisadas de 10 a 20 imagens
de culturas marcadas com DAPI, obtidas no microscopio de fluorescéncia NIKON
ECLIPSE 80i com objetiva no aumento de 40 vezes. Nas culturas induzidas ou nao
por 1 dia, todos os nucleos foram avaliados e nas culturas induzidas por 14 dias,
somente o nucleo de células apresentando vesiculas foram considerados. Para cada
condicao, cerca de 100 nucleos foram analisados.

O programa Image J versdo 1.46r foi utilizado para a quantificacdo da area
nuclear. Utilizando a imagem de uma régua de escala conhecida obtida neste
microscopio, foi realizada a calibracdo. Uma linha foi tracada sobre a imagem de

modo a corresponder a escala conhecida. Em <analyze>, <set scale> foi
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especificado em um o valor de pixels correspondente a esta linha e também a
unidade (um).

As imagens foram transformadas em 8-bit e em seguida a area nuclear foi
determinada pelo uso do comando <image>, <adjust> e <threshold>. Na janela
<threshold> ajustou-se de forma que somente 0s nucleos ficassem vermelhos,
mexendo com a seta de cima, mas deixando a seta de baixo no valor maximo (255)
e entao <apply>.

Para a obtenc&o dos valores da quantificacao, clicou-se em <analyze>, <set
measurements> e marcaram-se 0s parametros de interesse (area; limit to threshold).

Em <analyze>, <analyze particles>, foram especificados: a faixa de tamanho
a ser considerada (0,2-infinity) e a circularidade (0,2-1,0). Foram excluidos ndcleos
nas extremidades (exclude on edges). Ap6s a obtencdo dos valores
correspondentes & area em pm? de cada nuicleo, foi realizada a verificacdo para
descartar nlcleos sobrepostos que o programa considerava como sendo um so.

Entre 120 a 339 nucleos foram quantificados em condigéo.

5.6 QUANTIFICACAO DO NUMERO E AREA DOS NUCLEOLOS

Para a quantificacdo do numero e area de nucléolos, foram analisadas pelo
menos 20 imagens de culturas marcadas com DAPI, fibrilarina e nucleofosmina,
obtidas no microscopio de fluorescéncia NIKON ECLIPSE 80i com objetiva no
aumento de 100 vezes. Nas culturas induzidas ou nao por 1 dia, todos os ndcleos
foram avaliados e nas culturas induzidas por 14 dias, somente o nucleo de células
apresentando vesiculas foram considerados. Ao menos 100 nucléolos foram
analisados em cada condigao.

Para a analise da area dos nucléolos, utilizou-se o programa ImageJ versao
1.46r e procedeu-se a quantificacdo tanto da area do nucleo como da regiao fibrilar e

da regido granular dos nucléolos do mesmo modo como descrito no item 5.5.
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5.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Células cultivadas em garrafas de 150 cm? foram lavadas com PBS e
fixadas por 1 hora com 5 ml de glutaraldeido a 2,5% em tampé&o cacodilato 0,1 M pH
7,2. Ap6s a remocao da solucéo fixadora, foram adicionados a garrafa 10 ml de
tampao cacodilato 0,1M pH 7,2 e, utilizando rodinho, as células foram delicadamente
raspadas e coletadas para tubos de 15 ml. Seguiu-se centrifugacéo a 2500 rpm por
10 min. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 2 ml de tampéao
cacodilato ao agregado. Apdés homogeneizacdo, a mistura foi transferida em
aliquotas para microtubos. Decorridos 5 min, realizou-se nova centrifugacdo a 13000
rpm (rotagcdo maxima) por 1 min. Removeu-se o maximo de sobrenadante.

Realizou-se a pos-fixacdo por 30 min: adicionou-se 500 pl por agregado de
uma solucéo 1% tetroxido de 6smio, 0,8% ferricianeto de potassio e 5 mM CaCl, em
tampéo cacodilato 0,1 M pH 7,2. Centrifugou-se 2 min a 13000 rpm e descartou-se o
sobrenadante. Foram realizadas duas lavagens de 5 mincom 1 ml de tampé&o
cacodilato, utilizando centrifugacdo a 13000 rpm. Os agregados foram desidratados
pelo contato com uma série de solu¢cbes com concentracdes crescentes de acetona:
50%, 70%, 90% (5 min em cada uma) e 100% (duas trocas, 5 min cada). Apos cada
periodo de incubacéo, realizou-se centrifugacdo a 13000 rpm por 2 min e o descarte
do sobrenadante. Adicionou-se entdo 500 ul de uma mistura 1:1 de acetona 100% e
resina Poly/Bed 812 (Polysciences, USA) e deixou-se overnight. A mistura foi
trocada pela resina pura que permaneceu em contato com os agregados durante 4-6
h & temperatura ambiente. Finalmente, o material foi emblocado em resina pura e
polimerizado a 60°C por 72 h.

Os blocos foram cortados no ultramicrotomo EM UC6 (Leica) a uma
espessura de 70 nm e coletados em grades de cobre de 300 mesh (EMS, USA).
Realizou-se o contraste das grades por 30 min em acetato de uranila e por 3 min em
citrato de chumbo. As imagens foram obtidas no microscopio eletronico de
transmissdo JEOL-1011 (Jeol), localizado na Plataforma Multiusuarios da Fundacéao

Osvaldo Cruz do Rio de Janeiro.
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5.8 TRATAMENTOS COM TSA E 5AZADC

Para verificar o envolvimento de mecanismos epigenéticos no processo de
diferenciacdo, mais especificamente o efeito das modificacbes em histonas e a
metilacdo do DNA, foram analisados os efeitos da TSA e da 5azadC,
respectivamente.

Para o tratamento com TSA (Sigma) foram utilizadas as concentracdes de 5,
50 e 500 nM, enquanto que para o tratamento com 5azadC (Sigma) foram testadas
as concentracdes de 1, 10 e 100 uM. As drogas dissolvidas em DMSO foram
adicionadas as culturas dois dias antes de se iniciar a inducéo adipogénica (FIGURA
6). As culturas controle foram tratadas com a maior concentracdo de DMSO utilizada

nos tratamentos.

1 1 rocedemeo |

duas vezes
Dia F2 -1 . semanalmente 14l
T 1
BazadC, TSA Meio indutor ou meio com
ou DMSO solvente dos indutores

FIGURA 6 - Esquema temporal do tratamento com TSA e 5azadC.

5.9 MARCACAO COM OIL RED O

As culturas foram lavadas duas vezes com PBS, fixadas com solugao de
paraformaldeido (PF) 4% por 30 min a temperatura ambiente, lavadas duas vezes
com PBS. Foi feita a marcagao com a solucao de Oil Red O (ORO) por 1 hora. Para
esta solugdo foram misturados 2 volumes de ORO 0,5% em isopropanol com 3
volumes de &dgua. ApOs a marcacao, as culturas foram lavadas intensivamente com
agua para remover o corante ndo ligado. As imagens foram obtidas utilizando o
microscopio invertido NIKON ECLIPSE TE300.
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5.10 MARCACAO COM VERMELHO NILO

O Vermelho Nilo (VN) é um marcador fluorescente lipidico caracterizado por
uma mudanca de emissdo do vermelho ao amarelo de acordo com o grau de
hidrofobicidade dos lipidios. Lipidios polares, por exemplo, fosfolipidios, séo
marcados em vermelho enquanto lipidios neutros como colesterol esterificado e
triacilgliceridios, que estdo presentes em gotas lipidicas, sdo marcados em amarelo.
Em solucbes aquosas, a fluorescéncia € totalmente inibida (GREENSPAN e
FOWLER, 1985).

As culturas foram lavadas com PBS e fixadas com solugdo de PF 4% a
temperatura ambiente por 10 min. Ap6s duas lavagens com PBS, as células foram
marcadas com uma solucéo de VN por 30 min a 4°C. A solucéo de VN foi preparada
imediatamente antes do uso diluindo-se mil vezes em PBS uma solugcédo-estoque
que consistia de 1 mg/ml de VN dissolvido em DMSO (Sigma). Em seguida, as
culturas foram lavadas duas vezes com PBS e marcadas com DAPI diluido em PBS
por 20-30 min. Novamente foram realizadas trés lavagens com PBS e as culturas

armazenadas a 4°C se necessario.

5.11 QUANTIFICACAO DA DIFERENCIACAO ADIPOGENICA

5.11.1 Anédlise da absorbancia de Oil Red O

Apo6s marcacdo com Oil Red O (ITEM 5.9) das células cultivadas em placas
de 24 pocos, foi realizada a extragdo do corante absorvido nas vesiculas lipidicas
adicionando—se 200 pl de isopropanol a cada poco. Decorridos 30 min sob agitacao,
50 ul da solucdo de cada amostra foram coletados em triplicata e distribuidos em
placas de 96 pocos. Realizou-se a leitura a 550 nm em leitor de Elisa Biotek modelo
EL 800. Quanto maior a diferenciacdo, maior a absorcao do corante pelas células e,

consequentemente, maior a medida da absorbancia.
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5.11.2 Contagem de células marcadas com Vermelho Nilo

Dez imagens de campos aleatérios (aumento de 200X) de culturas
marcadas com Vermelho Nilo (ITEM 5.10) e DAPI foram obtidas utilizando o
microscopio invertido NIKON ECLIPSE TE300. O total de células de cada uma das
dez imagens foi determinado, distinguindo-se entre células diferenciadas e néo
diferenciadas. Calculou-se, entdo, a porcentagem de células diferenciadas nas

culturas induzidas.

5.12 ANALISE DA EXPRESSAO DE GENICA POR PCR

5.12.1 Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido das células em cultura utilizando o kit RNAeasy
(QIAGEN), conforme instrugdes do fabricante.

Para o isolamento do material das células, o meio de cultivo foi retirado e a
monocamada foi lavada rapidamente com PBS 1 M, pH 7,4, estéril, a 37°C em um
volume suficiente para cobri-las.

A cada amostra foram adicionados 600 pl de tampé&o RLT (incluso no kit)
acrescidos de B-mercaptoetanol (Sigma) e homogeneizou-se até desagregacdo da
monocamada celular. O lisado foi recolhido para microtubos ao qual foram
adicionados 600 pl de etanol 70%. Apds nova homogeneizacao, o lisado foi aplicado
sob as colunas. Centrifugou-se por 15 segundos a no minimo 8000 x g e descartou-
se o filtrado. Foram aplicados 350 ul de tampdo RW1 (incluso no kit) sobre a coluna
e centrifugou-se por 15 segundos a no minimo 8000 x g. Descartou-se o filtrado.

Foi realizado o tratado do material retido na coluna com DNAse | (Qiagen):
80 pl de DNAse | foram aplicados sobre a coluna e incubou-se por 15 minutos a 20-
30°C. Aplicou-se 350 ul de tampdo RW1 (incluso no kit) sobre a coluna e
centrifugou-se por 15 segundos a no minimo 8000 x g. Descartou-se o filtrado com o
tubo. Aplicou-se 500 pl de tampéo RPE (incluso no kit) sobre a coluna e centrifugou-
se por 15 segundos a no minimo 8000 x g. Descartou-se o filtrado e aplicou-se 500
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Ml de tampé@o RPE sobre a coluna. Centrifugou-se por 2 minutos a no minimo 8000 x
g. Descartou-se o filtrado com o tubo.

Foram adicionados 50 ul de agua livre de RNAse (inclusa no kit) para
solubilizacdo do RNA. Decorridos 2 a 3 minutos, realizou-se a centrifugacdo por 1
minuto a 10000 x g. O RNA eluido foi dosado no espectrofotbmetro Nanodrop ND-
100 (Thermo Scientific) e em seguida foi congelado a -80°C ou utilizado para a

sintese de cDNA.

5.12.2 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit de transcricdo reversa Improm-Il
(Promega), conforme instrucdes do fabricante.

Foi utilizado 1 pg de RNA total, em um volume de 8,6 ul de agua. Foi
adicionado 1 pl de oligodT 10 uM e incubou-se por 10 min a 70°C em equipamento
termomixer Confort (Eppendorf). Apds resfriamento, foram adicionados os outros
componentes do kit: 4 pyl do tampéao de reacdo ImProm Il, 2,4 ul de MgCl;, (25mM), 1
pl de dNTPs (10mM), 2 pl de transcriptase reversa e também 1 yl RNase Out
(Promega). Em seguida a incubacéo por 2 h a 42°C no termomixer, procedeu-se a
digestdo do RNA com adicéo de 0,5 yl de RNase H 2 U/ul (Promega) durante 30 min
a 37°C.

Para a purificacdo do cDNA, foram adicionados 500 ul de agua ultrapura aos
tubos, efetuou-se a transferéncia para colunas Amicon Ultra 30K (Millipore) e
centrifugou-se a 14000 x g por 10 min a 25°C. Apoés a inversao das colunas em um
novo tubo e recuperacdo do cDNA pela centrifugagcdo a 1000 x g por 3 min, O
material foi reconstituido com 300 ul 4gua ultrapura, dosado no espectrofotdmetro
Nanodrop ND-100 (Thermo Scientific) e aliguotado. As amostras foram armazenadas
a -20°C.
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5.12.3 Iniciadores

Para as reagdes de PCR foram utilizados iniciadores desenhados com o uso
da plataforma DNAstar (Laser Gene) com base nas sequéncias dos genes humanos
disponiveis no endereco eletrdnico do National Center of Biotechnology Information
(NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov/) conforme APENDICE B. Para o desenho dos
iniciadores, foram empregadas as seguintes caracteristicas: cada iniciador localizado
preferencialmente na juncdo de exons diferentes, a fim de ndo possibilitar a
amplificacdo de DNA genbmico, temperatura de anelamento entre 55 e 62°C, baixa

taxa de formagédo de grampos.

5.12.4 PCR

A PCR foi realizada utilizando-se 20 ng de cDNA como molde, 10 pmol de
primers, 5 mmol/l de MgCl,, 0,25 mmol/l de dNTPs e 0,6 U de Taq polimerase. As
condicdes de PCR incluiram um aquecimento inicial por 2 minutos a 94°C, seguido
por 30 ou 35 ciclos a 94°C por 15 s, 30 s na temperatura de anelamento e 40s a
72°C e extensdo final por 2 minutos a 72°C. 10 pl dos produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose. As bandas obtidas foram visualizadas
por marcacdo com brometo de etidio e fotografadas com o transiluminador (L-Pix,
Loccus Biotecnologia).

Os primers utilizados e suas informacdes correspondentes se encontram no
APENDICE A.

5.12.5 PCR em tempo real

As amplificacdes utilizaram o master mix SYBR Green (Applied Biosystems).
Misturaram-se 10 pl desta solugcédo, 1 ul de cada iniciador a 5 pmol e 3 pl de agua
ultrapura, totalizando 15 pl. Foi realizada a homogeneizacéo e distribuicdo na placa
de PCR (Applied Biosystems). Uma curva padrdo contendo amostras positivas para

0 gene em analise diluidas em série foi incluida para avaliar a expressao génica. 5
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Ml das amostras foram aplicados na placa, em triplicata. A placa foi vedada com filme
selante (Applied Biosystems) e centrifugada a 2000 rpm por 1 min.

Para a PCR quantitativa utilizou-se o sistema de deteccdo ABI PRISM 7500
(Applied Biosystems). As condicdes de PCRs incluiram uma etapa inicial de
desnaturacao a 95°C por 15 s, seguida por 45 ciclos de 95°C por 15s, 60°C por 30 s
e 72°C por 30 s. Foi incluida a andlise da curva de dissociacdo apés a corrida para
verificar a especificidade da reacdo de amplificacao.

Para o calculo da expressdo génica, a média dos valores correspondentes
aos genes alvos (PPARG, FABP4 e GATAZ2) foi normalizada dividindo-se pela média
encontrada para o gene constitutivo GAPDH. As informagdes correspondentes aos

primers utilizados se encontram no APENDICE A.

5.13 ANALISE DO CONTEUDO DE METILCITOSINA

5.13.1 Extracdo de DNA

O kit Qiamp DNA mini (Qiagen) foi utilizado para a extracdo do DNA
gendmico. Foram plaqueadas 2x10° células em garrafas de 75cm?® A monocamada
foi lavada com PBS e coletada por raspagem para microtubo. Centrifugou-se a 300 x
g por min, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 200 ul de PBS, 20 pl de
proteinase K e 200 ul de tamp&o AL (incluso no kit). Apés homogeneizacao por 15 s,
seguiu-se incubacdo de 10 min a 56°C. Adicionou-se 500 ul de etanol 100% e
homogeneizou-se por 15 s. A mistura foi transferida para uma coluna acoplada a um
tubo de coleta (inclusos no kit). Realizou-se centrifugagdo a 6000 x g por 1 min.
Descartou-se o tubo contendo o filtrado e adicionou-se a coluna 500 ul de tampéo
AW1 (incluso no kit). Novamente centrifugou-se a 6000 x g por 1 min e descartou-se
0 tubo contendo o filtrado. Adicionou-se 500 ul do tampdo AW2 (incluso no kit) e
centrifugou-se a 20000 x g (velocidade maxima) por 3 min. A coluna foi acoplada a
um novo microtubo e adicionou-se 200 pl de tampado AE. Apds 5 min a temperatura
ambiente, o DNA foi eluido centrifugando-se a 6000 x g por 1 min. As amostras
foram dosadas em triplicata utilizando o espectrofotometro Nanodrop ND-100

(Thermo Scientific) e armazenadas a -20°C.
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5.13.2 SLOT BLOT

Foi realizado slot blotting de 1 pg do DNA gendmico de cada amostra. Apos
completar o volume para 100 pl com tampé&o TE pH 8,0, adicionou-se 0,1 volume de
NaOH 3 M e incubou-se por 1 hora a 60°C para desnaturar o DNA. Apds o
resfriamento, adicionou-se 1 volume de SSC 6X. As amostras foram aplicadas em
membrana de nitrocelulose Hybond-ECL (GE Healthcare) pré-umedecida em agua
destilada e pré-imergida em SSC 6X, utilizando o sistema de vacuo Minifold Il Slot
Dot (Schleicher & Schuell). pré-imergida em SSC 6X utilizando o aparato para Slot
Blotting Mini Fold 1l (Schleicher&Schuell, Inc). Os pocos foram pré-lavados com 500
pl de SSC 6X e as amostras foram entdo aplicadas. O DNA foi imobilizado na

membrana durante 1 h a 80°C.

5.13.3 Imunomarcacéo

Foi realizado o blogueio da membrana contendo as amostras utilizando
TBST/BSA 5% durante 1 h a temperatura ambiente sob agitacdo. Incubou-se com
anticorpo primario anti-metilcitosina (Abcam) durante 3 h a temperatura ambiente.
Seguiram-se trés lavagens de 5 minutos cada com TBST e incubou-se com o
anticorpo secundario por 1 h a temperatura ambiente. Novamente foram realizadas

trés lavagens de 5 minutos cada com TBST.

5.13.4 Revelagéo por quimioluminescéncia

Foi utilizado o kit Novex ECL HRP Chemiluminescent Substrate Reagent
(Invitrogen) e procedeu-se conforme instrucbes do fabricante. ApoOs incubar a
membrana por 1 minuto com as solugdes, drenou-se 0 excesso e procedeu-se a
exposicao a filme autorradiografico (Hyperfilm ECL, Amersham). O filme foi imerso

em solucdo reveladora (Kodak), &gua e entdo em solucao fixadora (Kodak).
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5.14 ANALISE DA PROLIFERACAO CELULAR PELA INCORPORACAO DE BRDU

Culturas celulares com 80% de confluéncia foram tratados com 5azadC ou
TSA por dois dias e entdo incubadas com 100 yM de BrdU (Invitrogen) por 24 horas.
Apés a tripsinizacado, as células foram lavadas com PBS e fixadas com etanol 100%
gelado durante 30 min no gelo. Seguindo a centrifugagcdo a 2000 rpm por 5 min e
ressuspensado em 100 pl de agua destilada, as células foram aquecidas por 5 min a
95°C a fim de desnaturar o DNA e em seguida foram rapidamente imersas em
banho de gelo. Realizou-se a incubagcdo com o anticorpo anti-BrdU conjugado a
Alexa Fluor 488 (Invitrogen), diluido (1:200) em PBS/1% BSA, durante 30 min a
temperatura ambiente. A aquisicdo de dados foi realizada no citbmetro de fluxo BD
FACSCanto Il equipado com software de analise FACSDiva (BD Bioscience) e as

andalises foram realizadas utilizando o software Flow Jo verséo 7.5.

5.15 IMUNOPRECIPITACAO DA CROMATINA

Trés amostras de CTMs-MO e trés de CTMs-TA foram analisadas. Para
cada uma delas, culturas induzidas e ndo induzidas foram avaliadas: uma aliquota
foi reservada como Input e as aliquotas restantes foram imunoprecipitadas (IP)
utilizando os anticorpos para acH3, 3meH3K9, 3meH3K27 além do isotipo. O
desenho experimental da imunoprecipitagcdo de cromatina (ChlP) esta detalhado na
FIGURA 7.
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FIGURA 7 - Desenho experimental da ChlIP.

5.15.1 Fixacédo das células

Para a ChIP de culturas de CTMs induzidas e nao induzidas foi utilizado o kit
EZ-Magna Chip A (Millipore), procedendo-se conforme instrucdes do fabricante. As
células cultivadas em garrafas de 150 cm? foram fixadas adicionando-se PF 37% a
20 ml de meio de cultura de modo a se ter uma concentracédo final de 1% PF.
Seguiu-se uma incubacdo de 10 min a temperatura ambiente. Adicionou-se 1 ml de
glicina 10X (incluida no kit) para inativar o formaldeido que n&o reagiu, incubando
por 5 min a temperatura ambiente. As garrafas foram entdo colocadas no gelo, o
meio foi aspirado, removendo-se tanto quanto possivel, sem perturbar as células.
Foram adicionados 10 mL de PBS gelado para lavar as células. Repetiu-se a
lavagem com PBS. Adicionou-se 1 mL de PBS gelado contendo 5 pl do Protease
Inhibitor Cocktail Il (incluido no kit) para cada garrafa. As células foram coletadas por
raspagem para microtubos. Realizou-se centrifugacdo a 1000x g a 4°C por 10
minutos para sedimentar as células e descartou-se o sobrenadante. O centrifugado

foi congelado a -80°C.
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5.15.2 Lise celular

O centrifugado foi descongelado em gelo e foi ressuspendido adicionando-se
a cada microtubo 500 pl de Lysis Buffer (incluido no kit) contendo 2,5 ul de Protease
Inhibitor Cocktail Il. Incubou-se no gelo por 15 min, misturando brevemente a
suspensao celular em vortex a cada 5 min. A suspensao foi centrifugada a 800x g
por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi removido e o pellet celular foi ressuspendido em
500 ul de Nuclear Lysis Buffer (incluido no kit) contendo 2,5 pl do Protease Inhibitor
Cocktail 11.

Foram removidos 5 pl do lisado celular para andlise em gel de agarose do
DNA néao fragmentado. Foi realizada a fragmentacdo da cromatina por sonicagao
utilizando o Ultrasonic Processo modelo 500 W (Cole Parmer). Foram realizados
pulsos de 5 segundos, poténcia de 20%. As amostras foram mantidas em gelo
Uumido durante a sonicacdo pois o calor produzido poderia desnaturar a cromatina.
Respeitou-se um intervalo de 1 minuto entre os ciclos de sonicagdo para impedir o
sobreaquecimento da amostra. As amostras foram sonicadas até se obterem
fragmentos de 200-100 pb, ou seja, em torno de 10 a 15 pulsos foram utilizados.

As amostras foram analisadas em gel de agarose 2% para verificar o
tamanho atingido juntamente com a aliquota previamente separada do DNA néo
fragmentado. Para isso, aliquotas das amostras diluidas para um volume final de 50
pl de ChIP Elution Buffer foram tratadas com 1 pl de RNase A (10 mg/ml, Invitrogen)
por 30 min a 37°C e em seguida incubadas com 1 pl de Proteinase K por 2 h a 62°C.

Uma vez atingido o tamanho adequado, as amostras foram centrifugadas a
no minimo 10000 x g, mas ndo excedendo 15000 x g, a 4°C por 10 min para
remover material insolivel. O sobrenadante foi distribuido em novos tubos de

microcentrifuga em aliquotas de 50 pl, os quais foram armazenados a -80°C.

5.15.3 Imunoprecipitacdo de proteina/DNA fixado

Para cada 50 ul da cromatina fragmentada foram adicionados 450 ul de
Dilution Buffer (incluido no kit) contendo 2,25 pl de Protease Inhibitor Cocktail II.

Foram removidos 5 pl (1%) do sobrenadante como Input e guardados a 4°C.
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Os anticorpos foram adicionados aos microtubos. Para a imunoprecipitagao
foram utilizados 5 pg dos anticorpos acH3 (Millipore), 3meH3K9 (AbCam),
3meH3K27 (Millipore) e também o isotipo 1gG (Millipore, incluido no kit) (APENDICE
B). Foram também adicionados 20 ul de Protein A Magnetic Beads (incluidas no kit)
completamente ressuspendidas.

Os complexos cromatina-anticorpo ligados as Protein A Magnetic Beads
foram separados utilizando estante magnética (Promega): os microtubos foram
encaixados na estante, as beads magnéticas se deslocaram para a lateral da
estante atraidas pelo magnetismo, o sobrenadante foi coletado e descartado.
Prosseguiu-se a lavagem dos complexos seguida pela separacdo magnética e
cuidadosa remocdao da fracdo sobrenadante, incubando-se em plataforma agitadora
durante 5 min com 500 ul dos tampdes gelados Low Salt Immune Complex Wash
Buffer, High Salt Immune Complex Wash Buffer, LiCl Immune Complex Wash Buffer,
TE Buffer.

5.15.4 Eluicao dos complexos proteina/DNA e purificacdo do DNA

Foram adicionados 100 pl de ChIP Elution Buffer (incluido no kit) e 1 ul de
Proteinase K (incluida no kit) em cada microtubo, incluindo o Input. As amostras
foram incubadas a 62°C por 2 h com agitacdo no Thermomixer. Em seguida, foram
incubadas a 95°C por 10 min e resfriadas a temperatura ambiente. As beads foram
separadas usando a estante magnética e o sobrenadante foi removido para um novo
microtubo.

Foram adicionados 500 pl de Bind Reagent A (incluido no kit) para cada 100
ul das amostras de DNA. A mistura foi transferida para uma coluna com membrana
acoplada a um tubo coletor (incluidos no kit). Centrifugou-se por 30 s em um minimo
de 10000 x g, mas n&o excedendo 15000 x g. Removeu-se a coluna e descartou-se
o filtrado do tubo coletor. Recolocou-se a coluna ao tubo coletor, adicionou-se 500 pl
de Wash Reagent B (incluido no kit). Novamente centrifugou-se por 30 s a no
minimo 10000 x g, mas nao excedendo 15000 x g, removeu-se a coluna e
descartou-se o filtrado do tubo coletor. A coluna foi recolocada no tubo coletor e

centrifugada por 30 s a no minimo 10000 x g, mas nao excedendo 15000 x g. O tubo
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coletor contendo o liquido foi descartado e a coluna foi recolocada em um no tubo
coletor. Foram adicionados 50 pl de Elution Buffer C (incluido no kit) diretamente no
centro da membrana branca da coluna. Realizou-se centrifugacdo por 30 s a no
minimo 10000 x g, mas ndo excedendo 15000 x g. A coluna foi removida e
descartada e o eluato contendo o DNA purificado foi congelado a -20°C.

Como teste de qualidade do DNA obtido, foram realizadas PCR das
amostras com os oligonucleotideos contidos no kit, especificos para o promotor de

GAPDH humano, conforme instrucdes do fabricante.

5.16 SEQUENCIAMENTO

O DNA eluido foi processado para o sequenciamento na plataforma SOLID
utilizando o protocolo descrito no ChIP-Seq Kit Guide

(http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/global marketing group/document

s/generaldocuments/cms _079323.pdf), a partir da etapa 10, incluindo as

modificacbes descritas em ChIP-Seq Library Preparation with Barcodes

(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/cms 091697.pdf). As bibliotecas

foram entdo geradas seguindo o protocolo Applied Biosystems SOLID™ System
Templated Bead Preparation Guide

(http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb support/documents/generaldo

cuments/cms_081748.pdf). As amostras geraram 4 bibliotecas que foram

depositadas em uma lamina segmentada em 4 pocos e sequenciadas.
Para cada amostra uma analise de qualidade foi realizada usando o pacote
NGSQC R.

5.17 ANALISE ESTATISTICA

Amostras de distintos doadores foram avaliadas e o nUmero analisado esta
especificado nos graficos e figuras. Os dados foram expressos como “média *
desvio padrdo”. Para a analise estatistica foi utilizado o teste t de Student. As


http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/global_marketing_group/documents/generaldocuments/cms_079323.pdf
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/global_marketing_group/documents/generaldocuments/cms_079323.pdf
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/cms_091697.pdf
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocuments/cms_081748.pdf
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_support/documents/generaldocuments/cms_081748.pdf
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diferencas foram consideradas significativas em p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) ou p <
0,001 (***).
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6 RESULTADOS

6.1 ANALISE DA ARQUITETURA NUCLEAR E DA CROMATINA DE CTMS NA
DIFERENCIACAO ADIPOGENICA

A mudanca na arquitetura nuclear ao longo do processo de diferenciagao foi
investigada pela analise morfologica da lamina nuclear e dos nucléolos.

A marcacdo de lamina A/C, proteina constituinte da lamina nuclear,
inicialmente se apresentou uniforme em CTMs (FIGURA 8 A-D) e ap6s a
diferenciacdo em adipdcitos, passou a apresentar uma morfologia irregular (FIGURA
8 E-H). Nas células diferenciadas o nucleo deslocou-se para a periferia celular
(FIGURA 8 H) e sua area diminuiu em média 40% (FIGURA 9), o que pode ser
atribuido a compressao pelas vesiculas lipidicas ou a formacdo de heterocromatina,

resultando na compactacéo nuclear.
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FIGURA 8 - Analise da morfologia nuclear CTMs induzidas a adipogénese. (A-H) Imagens de
imunofluorescéncia de CTMs-MO marcadas com lamina A/C (verde) e DAPI (azul) apos 14 dias na
presenca ou auséncia de inducéo. (D e H) Sobreposi¢cdes das marcacgbes e DIC.
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FIGURA 9 - Andlise quantitativa da area nuclear apés 1 e 14 dias de condi¢bes controle (CTL) ou de
inducéo (IND). Os dados sdo expressos como médias + desvio padrdo. O asterisco logo acima da
barra de desvio padrao indica a significancia estatistica relativa as culturas controle apds 1 dia. (*) p <
0,05.

Duas proteinas foram avaliadas no estudo dos nucléolos: a fibrilarina,
presente no componente fibrilar denso dos nucléolos; e a nucleofosmina, encontrada
em altos niveis no componente granular do nucléolo (GRISENDI, MECUCCI et al.,
2006).

A morfologia nucleolar mostrou-se distinta nas células diferenciadas em
relacdo as culturas controle com 14 dias (FIGURA 10 A-H). Os nucléolos
apresentaram formato arredondado nas células controle, enquanto as células
diferenciadas possuiam nucléolos com formato irregular. Verificou-se um aumento
da area nucleolar em relagdo a area nuclear nas células diferenciadas (FIGURA 11
B, gréfico). A é&rea individual dos nucléolos demonstrou-se maior nas células
diferenciadas em comparacdo a células controle com 1 dia ou 14 dias quando
analisou-se a area ocupada pela fibrilarina e nucleofosmina (FIGURA 11 B, tabela)
porém, ndo houve aumento significativo de nucleofosmina nas culturas induzidas
(FIGURA 11 D). Além disso, os nucléolos estavam presentes em menor nimero nas
células diferenciadas em comparagdo as ceélulas controle com 1 dia ou 14 dias
(FIGURA 11 C). Logo, o aumento da area nucleolar deve-se provavelmente ao

remodelamento nuclear resultante da diferenciacao.
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FIGURA 10 - Analise da morfologia nucleolar em CTMs induzidas a adipogénese. (A-H) Imagens de
imunofluorescéncia de CTMs-MO marcadas com nucleofosmina (vermelho), fibrilarina (verde) e DAPI
(azul) apés 14 dias na presenca ou auséncia de inducado. (D e H) Sobreposicdes das marcacdes e
DIC.
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FIGURA 11 - Andlise do perfil nucleolar na diferenciacéo adipogénica de CTMs. (A) Inserto contendo
imagens representativas da morfologia nucleolar de CTMs controle e induzida apés 14 dias. (B)
Andlise quantitativa da area nucleolar. No grafico esta representada a porcentagem da area ocupada
pelos nucléolos em relagdo ao nucleo e na tabela logo abaixo sao apresentadas as areas médias de
cada nucléolo bem como a area total ocupada pelos nucléolos em cada nucleo analisado. (C) Analise
quantitativa da frequéncia nucleolar em relacdo ao percentual de células. A tabela logo abaixo do
gréfico apresenta o nimero médio e 0 nimero maximo de nucléolos. Em ambas as tabelas os dados
sdo apresentados como média + desvio padrdo. (D) Andlise quantitativa por Western blot de
nucleofosmina em CTM-MO apés 1 e 14 dias de condi¢des controle (CTL) ou de inducdo (IND);
GAPDH foi utilizado como controle. Os dados s&o expressos como médias + desvio padrao.

O arranjo nuclear também foi investigado em nivel ultraestrutural por MET.
As culturas foram induzidas por 21 dias para que as ceélulas diferenciadas
estivessem bem maduras. Observou-se que o envoltério nuclear nas células controle
era mais liso e regular (FIGURA 12, A e B), similarmente ao observado nas analises
de imunofluorescéncias. Em células diferenciadas o nucleo foi remodelado ficando
confinado em um espaco restrito, provavelmente devido a compressao causada pela
formacdo das vesiculas lipidicas. Pela andlise da eletrondensidade, nao foi
constatada a formacao de heterocromatina com a diferenciagéo (FIGURA 12 D).
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FIGURA 12 - Andlise ultraestrutural por microscopia eletrénica de transmissédo de CTMs induzidas a
adipogénese. Culturas de CTMs-MO foram mantidas em condi¢gBes controle (A-B) ou de inducéo (C-
D) por 1 dia (A-C) ou 21 dias (B-D). As setas apontam para os nucleos das células.

Os niveis de 3meH3K9, 3meH3K27, H2AZ, me/2me/3meH3K4 e acH3,
foram investigados em culturas de CTMs apos a indugéo adipogénica por 1 e 14 dias
e comparados as culturas controle mantidas durante os mesmos periodos.

Ao se analisar a distribuicdo de 3meH3K9 (FIGURA 13 A-H), verificou-se
gue a marcacao estava concentrada em foci nas culturas controle com 1 e 14 dias e
também apés 24 h de inducdo (FIGURA 13 A, B e E). Houve um acumulo na
periferia nuclear nas células muito diferenciadas (FIGURA 13 F). Apesar de ter
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ocorrido aumento de 3meH3K9 nas culturas induzidas e controle com 14 dias, nao
foi encontrada diferenca estatisticamente significativa (FIGURA 14).
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FIGURA 13 - Andlise de 3meH3K9 na diferenciacdo adipogénica de CTMs-MO. (A-H) Imagens de
imunofluorescéncia de CTMs-MO mostrando a marcacdo com 3meH3K9 (vermelho) e DAPI (azul)
apos 1 e 14 dias na presenca ou auséncia de indugcdo. Nos quadros menores sao apresentadas as

imagens em DIC.
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FIGURA 14 - Andlise quantitativa mostrando mudanc¢as nos niveis de 3meH3K9 apés 1 e 14 dias de
condi¢cdes controle (CTL) ou de inducdo (IND). Os dados sdo expressos como médias + desvio
padrdo. Abaixo do grafico sdo mostradas imagens representativas das analises por Western blot;
GAPDH foi utilizado como controle.

A analise de 3meH3K27 mostrou que a proteina estava distribuida de forma
granular por todo o ndcleo nas culturas controle com 1 e 14 dias e na induzida por
24 horas (FIGURA 15 A, B e E). Da mesma maneira como foi observado para
3meH3K9, houve um acumulo de 3meH3K27 na periferia nuclear (FIGURA 15 F).
Embora tenha ocorrido aumento de 3meH3K27 nas culturas induzidas e controle
com 14 dias, e queda apés 24 horas de inducdo, as mudancas ndo foram

estatisticamente significativo (FIGURA 16).
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FIGURA 15 - Andlise de 3meH3K27 na diferenciacdo adipogénica de CTMs-MO. (A-H) Imagens de
imunofluorescéncia de CTMs-MO mostrando a marcagdo com 3meH3K27 (vermelho) e DAPI (azul)
apos 1 e 14 dias na presenca ou auséncia de inducdo. Nos quadros menores sao apresentadas as

imagens em DIC.
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FIGURA 16 - Analise quantitativa mostrando mudancgas nos niveis de 3meH3K27 apos 1 e 14 dias de
condi¢des controle (CTL) ou de inducdo (IND). Os dados sdo expressos como meédias + desvio
padrdo. Abaixo do gréafico sdo mostradas imagens representativas das analises por Western blot;
GAPDH foi utilizado como controle.

Um aumento no nivel de H2AZ foi observado ap6s 24 horas de inducéo,

embora nao estatisticamente significativo (FIGURA 17).
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FIGURA 17 - Analise quantitativa de H2AZ na diferenciacdo adipogénica de CTMs-MO. Analise
guantitativa mostrando mudanc¢as nos niveis de H2AZ ap6s 1 e 14 dias de condi¢des controle (CTL)
ou de inducédo (IND). Os dados sdo expressos como médias + desvio padrdo. Abaixo do grafico sédo
mostradas imagens representativas das analises por Western blot; GAPDH foi utilizado como
controle.

Ndo houve mudanca estatisticamente significativa nos niveis de
me/2me/3meH3K4 (FIGURA 18). Apesar disto, a modulacdo da diminuicdo de
me/2me/3meH3K4 foi observada em imagens de imunofluorescéncia, onde células

iniciando a diferenciacdo contendo poucas vesiculas lipidicas apresentaram uma
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marcacao mais intensa enquanto células mais maduras possuem menos marcagao
(FIGURA 19 E).

Nivel de me/2me/3meH3K4
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FIGURA 18 - Andlise quantitativa por Western blot dos niveis relativos de H3K4 metilada em culturas
de CTM-MO ap6s 1 e 14 dias de condic¢des controle (CTL) ou de inducéo (IND); GAPDH foi utilizado
como controle. Os dados séo expressos como médias * desvio padrao.
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FIGURA 19 - Andlise de me/2me/3meH3K4 durante a diferenciacdo adipogénica de CTMs. Imagens
de imunofluorescéncia de CTMs-MO marcadas com anti-me/2me/3me H3K4 (verde) e DAPI (azul).
(A-D) Culturas controle de CTMs-MO apés 1 ou 14 dias. (E) Culturas de CTMs-MO induzidas a
adipogénese ap0s 14 dias; sobreposicéo das marcages com DIC.
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A acetilacdo de histonas durante a diferenciacdo adipogénica foi investigada
pela analise de acH3. As culturas controle com 14 dias apresentaram um aumento
significativo de acH3 quando comparadas a culturas induzidas com 14 dias (FIGURA
20). A acetilacdo de histonas foi modulada durante a adipogénese: embora nao
significativo, houve um aumento na acetilagdo apdés 24 horas de inducdo da
diferenciacéo, sugerindo um remodelamento da cromatina seguindo um estimulo;
contrariamente, a acetilacdo foi significativamente diminuida em células
diferenciadas. Uma distribuicdo distinta de acH3 foi observada com a diferenciacéao,
sendo localizada preferencialmente na periferia nuclear. Porém, a alteracdo na
morfologia nuclear, observada pela marcacdo com DAPI, coincide com a mudanca
na marcacao de acH3 (FIGURA 21).
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FIGURA 20 - Analise quantitativa por Western blot dos niveis relativos de acH3 na diferenciacdo
adipogénica de CTMs ap6s 1 e 14 dias de condi¢des controle (CTL) ou de inducgdo (IND); actina foi
utilizada como controle. Os dados séo expressos como médias + desvio padrdo. Os asteriscos logo
acima da barra de desvio padrédo indicam a significAncia estatistica relativa as culturas controle apds
1 dia. (*) p < 0,05.
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FIGURA 21 - Andlise da acetilagdo de histonas durante a diferenciacdo adipogénica de CTMs.
Imagens de imunofluorescéncia de CTMs-MO (A-D) e CTMs-TA (G-J) mostrando marcacdo com
acH3 (vermelho) apés 1 e 14 dias na presenca ou auséncia de inducao. Nos quadros menores sao
apresentadas as sobreposic8es das imagens em DIC e marcadas com DAPI (azul).
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A andlise das modificag6es nas histonas estudadas esté reunida na FIGURA
22. De modo geral verifica-se que houve uma modulacéo na cromatina apés 24 h de
inducdo, coerente com a necessidade de alteracdo no perfil transcrional. Assim,
niveis de 3meH3K9 e 3meH3K27, que sdo marcas de cromatina inativa, tendem a
aumentar, enquanto me/2me/3meH3K4 e acH3, marcas de cromatina ativa, tendem
a diminuir. H2AZ, componente da eucromatina que a protege do espalhamento da
heterocromatina silenciada, apresentou o0 mesmo comportamento que acH3 apos 1
dia de indugcédo, e a queda observada ao longo da inducdo parece ter sido
influenciada pelo aumento das marcas de heterocromatina 3meH3K9 e 3meH3K27.

Cromatina na inducio adipogénica de CTMs

. S
10 —-/%é

—H3KE
—H 32T
— AT
—H3K4
acH3

Variacao relativaa controle 1 dia

CTL1d IND 1d IND 14d

FIGURA 22 - Andlise comparativa dos niveis da cromatina detectados por Western Blot na
diferenciagcédo adipogénica de CTMs.

Todos os parametros analisados e as mudancas observadas nha

diferenciacéo adipogénica das CTMs estdo compilados no QUADRO 3.
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Nucleo

Area média: 244 + 59 uym?

Adipécito (apés 14 dias de inducao)

Area média: 152 + 48 pm®. Reducao da
area em 40% e deslocamento para a
periferia celular.

Lamina nuclear

Arredondada

Irregular

Arredondados. Frequéncia

Irregular. Frequéncia de 1 a 2 por
nlcleo. Area individual aumentou,

em alguns foci.

Nucléolos i . o . ~
de 2 a 3 por ndcleo. porém os niveis de nucleofosmina ndo
se alteraram significativamente.
Presente em todo Marcacéo localizada preferencialmente
3meH3K9 nucleoplasma na forma de na periferia nuclear. Nao houve
foci. mudanca significativa no seu nivel.
Marcacio aranular oor todo Marcacao localizada preferencialmente
3meH3K27 a09 P na periferia nuclear. Nao houve
nucleoplasma. o .
mudanca significativa no seu nivel.
N&o houve mudanca significativa no
H2AZ : , aslg
seu nivel.
~ Marcacgdo em todo nucleoplasma. Nao
Marcacdo em todo D
me/2me/3meH3K4 houve mudanca significativa no seu
nucleoplasma. .
nivel.
Marcacao em todo Marcacao localizada preferencialmente
acH3 nucleoplasma, concentrada na periferia nuclear. Houve queda

significativa em seu nivel.

QUADRO 3 - SINTESE DAS MUDANCAS OBSERVADAS NA ARQUITETURA NUCLEAR E NA

CROMATINA DE CTM NA INDUCAO ADIPOGENICA.

6.2 EFEITO DO TRATAMENTO COM TSA NA ADIPOGENESE DE CTMS

Culturas de CTMs foram tratadas com trés diferentes concentracdes de TSA (5,

50 e 500 nM) durante dois dias e foram avaliadas em relacdo ao nivel de acH3

(FIGURA 23 A-B). Um aumento significativo de acH3 foi detectado somente em
CTMs-MO e CTMs-TA tratadas com 500 nM de TSA (FIGURA 23 C).
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FIGURA 23 - Andlise da acetilac@o de histonas em CTMs apo6s dois dias de tratamento com TSA em
CTMs-MO. (A-B) Analise por Western blot dos niveis de acH3 em culturas de CTMs-MO (A) e CTMs-
TA (B); actina foi utilizada como controle. (C) Andlise quantitativa dos niveis relativos de acH3 em
culturas de CTMs-MO e CTMs-TA. Os dados sdo expressos como médias = desvio padrdao. Os
asteriscos logo acima da barra de desvio padrao indicam a significAncia estatistica relativa as culturas
nao tratadas de CTMs-MO ou CTMs-TA. (*) p < 0,05; (**) p <0,01.

A expressdo de alguns genes relacionados e ndo relacionados a
adipogénese foi analisada apds o tratamento com TSA: PPARG, um regulador
master da adipogénese, GATA2, um gene anti-adipogénico (ROSEN e
MACDOUGALD, 2006), BMP4, envolvido na diferenciagdo osteogénica (CHEN,
FENG et al., 2011), COL1A1, um marcador inicial da osteogénese (SOLTANOFF,
YANG et al., 2009), desmina, um marcador muscular especifico (FENG, CHEN et al.,
2012) e COL2A1 (DE CROMBRUGGHE, LEFEBVRE et al., 2000), um marcador
inicial de condrdcitos (FIGURA 24).

Verificou-se que com os tratamentos houve um aumento na expressao de
PPARG, embora os niveis de GATA2 ndo tenham mudado. Assim a adipogénese
poderia ser favorecida. O nivel transcricional de BMP4 foi aumentado com os
tratamentos, portanto a osteogénese também poderia ser favorecida. Ja a expresséo
de desmina foi distinta entre os dois tipos de CTMs: seus niveis aumentaram em
CTMs-MO e diminuiram em CTMs-TA. Assim, a miogénese poderia ser favorecida
em CTMs-MO e desfavorecida em CTMs-TA. Nao se verificou mudanca nos niveis
de COL2AL.
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FIGURA 24 - Efeito da TSA na expressao génica de CTMs. PPARG, GATA2, BMP4, COL1A1,
desmina e COL2A1 foram analisados por RT-PCR apds dois dias de tratamento. GAPDH foi usado
como controle.

Visando investigar os efeitos da TSA na diferenciacdo adipogénica, culturas
de CTMs foram tratadas com 5, 50 e 500 nM de TSA durante dois dias antes do
inicio da inducdo adipogénica. Verificou-se que o0s tratamentos provocaram
alteracdes na morfologia celular das culturas néo induzidas, levando a diminuicédo de
células diferenciadas bem como a reducdo no numero de vesiculas lipidicas
(FIGURA 25 e FIGURA 26).



82

CTM-MO

Controle Induzido
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FIGURA 25 - Morfologia das culturas apos tratamento com TSA e indugdo adipogénica. Culturas de
CTM-MO foram tratadas durante dois dias com diferentes concentracbes de TSA e induzidas a
adipogénese. Ap6s 14 dias, foi realizada a marcacdo com Oil Red O para identificar as células
diferenciadas. Barra = 100 pum.
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FIGURA 26 - Morfologia das culturas apos tratamento com TSA e indugéo adipogénica. Culturas de
CTM-TA foram tratadas durante dois dias com diferentes concentragfes de TSA e induzidas a
adipogénese. Ap6s 14 dias, foi realizada a marcacdo com Oil Red O para identificar as células
diferenciadas. Barra = 100 pm.
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A andlise da diferenciagcdo mostrou que, exceto no tratamento com 5 nM, a
TSA reduziu significativamente a adipogénese em CTMs-MO (FIGURA 27 A-B). A
adipogénese foi também diminuida nas CTMs-TA em todos os tratamentos. A
expressdo dos genes adipogénicos PPARG e FABP4 foi avaliada e houve uma
associacdo parcial com a diferenciacdo (FIGURA 27 C-D). O tratamento de CTMs-
MO com 5 nM de TSA néo causou uma mudanca significativa na diferenciacdo ou
na expressao de genes adipogénicos, entretanto, a expressdo de PPARG foi
aumentada em 4 de 5 amostras.

Curiosamente, CTMs-MO parecem resistir mais aos efeitos dos tratamentos
pois 50 nM resultou em uma reducdao significativa na expressao génica somente em
CTMs-TA. No entanto, o tratamento com 500 nM teve um efeito negativo tanto em
CTMs-MO como em CTMs-TA.

A expressao de GATA2 foi analisada em culturas ndo induzidas e induzidas
a diferenciacdo (FIGURA 27 E-F). Nao foi possivel identificar uma clara correlacéo
entre a expressao de GATAZ2 e diferenciacdo adipogénica, ou entre a expressao de
GATA2, PPARG e FABP4, mesmo embora diferengas significativas tenham sido
observadas em certas condi¢des.
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FIGURA 27 - Efeito do tratamento prévio com TSA na diferenciacdo de CTMs-MO e CTMs-TA. (A) O
efeito de TSA na diferenciacdo adipogénica de CTMs-MO e CTMs-TA pode ser observado nas
culturas apés marcacdo com Oil Red O. (B) Quantificacdo relativa da diferenciacédo adipogénica pela
absorbancia de Oil Red O. Expressédo de PPARG (C) e FABP4 (D) em culturas tratadas apés 14 dias
de diferenciacdo adipogénica. (E) Expressdo de GATA2 em culturas ndo induzidas tratadas com
5azadC. (F) Expressao de GATA2 em culturas tratadas com TSA apds 14 dias de indugao. Os dados

S80 expressos como médias +

desvio padrdo. Os asteriscos logo acima da barra de desvio padrao

indicam a significancia estatistica relativa as culturas nao tratadas de CTMs-MO ou CTMs-TA. (*) p <

0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.
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6.3 EFEITO DO TRATAMENTO COM TSA NA PROLIFERACAO CELULAR

Como a diferenciacdo adipogénica poderia ser afetada pela proliferacao, o
efeito do tratamento com TSA sobre a proliferacdo foi investigado. O tratamento com
500 nM resultou em uma diminuicdo 90% na taxa de proliferacédo celular, enquanto o
tratamento com 5 e 50 nM nao apresentou efeitos significativos (FIGURA 28).
Embora o efeito da TSA tenha sido dose-dependente na diferenciacdo, 0 mesmo

nao foi observado para a proliferacéo celular.

Efeito da TSA na proliferagao celular
1.6 %

1.4 — BCTM-MO i
BCTM-TA

Variagéorelativa

Naotratada 5nM 50nM 500nivI

CTM-MO: n=3; CTM-TA: n=3

FIGURA 28 - Andlise da proliferacao celular apos dois dias de tratamento com TSA. Durante as 24
horas seguintes aos dois dias de tratamento com TSA, a proliferacdo foi reduzida pelo tratamento
com 500 nM, mas nao foi afetada pelos tratamento com 5 e 50 nM. Os dados sdo expressos como
médias + desvio padrdo. Os asteriscos logo acima da barra de desvio padrdo indicam a significancia
estatistica relativa as culturas nao tratadas de CTMs-MO ou CTMs-TA. (**) p <0,01; (***) p < 0,001.

6.4 EFEITO DO TRATAMENTO COM 5AZADC NA ADIPOGENESE DE CTMS

A fim de examinar os efeitos da 5azadC, culturas foram tratadas com 1, 10 e
100 uM de 5azadC por dois dias antes do inicio da inducdo. Visando assegurar o
efeito da 5azadC nas células, foram avaliados os niveis da metilcitosina e do
transcrito TP73, um gene ndo expresso em CTM-MO e cuja expressao é reativada
por 5azadC (LIANG, XIA et al., 2012). A presenca de metilcitosina foi reduzida de
uma maneira global com os tratamentos e TP73 foi expresso em culturas tratadas de
maneira dose-dependente (FIGURA 29).
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FIGURA 29 - Efeito global e especifico da 5azadC na desmetilagdo do DNA. (A) CTM-MO foram
tratadas com 5azadC por dois dias e a presenca de metilcitosina foi avaliada por imunomarcacéo de
slot blot. (B) TP73 foi expresso de maneira dose-dependente em CTM-MO tratadas com 5azadC.

Apos dois dias de tratamento com 5azadC, tanto em CTMs-MO como CTMs-
TA houve aumento na expressdo de PPARG enquanto GATA2 ndo mudou, 0 que
sugere que a adipogénese seria favorecida. Em CTMs-MO nem BMP4 nem COL1Al
aumentaram, mas houve aumento de desmina, sugerindo que o0s tratamentos
poderiam favorecer a miogénese em CTMs-MO. J4 em CTMs-TA houve aumento na
expressdo de BMP4, mas nao nos niveis de COL1Al, desmina ou COL2A1,
sugerindo que os tratamentos poderiam favorecer a osteogénese nas CTMs-TA
(FIGURA 30).
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Nao-tratada 1pM 10 uM 100 pM Nao-tratada 1M 10 uM 100 uM

FIGURA 30 - Efeito da 5azadC na expressao génica de CTMs. PPARG, GATA2, BMP4, COL1A1,
desmina e COL2A1 foram analisados por RT-PCR apds dois dias de tratamento. GAPDH foi usado
como controle.

O efeito da 5azadC na adipogénese foi avaliado nas culturas de CTMs. Os
tratamentos levaram a uma mudanca na morfologia celular das culturas (FIGURA 31
e FIGURA 32) e uma reducéo significativa foi observada na diferenciacdo tanto de
CTMs-MO como de CTMs-TA (FIGURA 33 A-B). Adicionalmente, a expressao de
PPARG foi significativamente diminuida em todas as concentracfes testadas. A
expressdo de FABP4 foi reduzida apds os tratamentos, com valores significativos
em 10 e 100 pM de 5azadC (FIGURA 33 C-D).
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FIGURA 31 - Morfologia das culturas apés tratamento com 5azadC e inducdo adipogénica. Culturas
de CTM-MO foram tratadas durante dois dias com diferentes concentra¢des de 5azadC e induzidas a
adipogénese. Ap6s 14 dias, foi realizada a marcacdo com Oil Red O para identificar as células
diferenciadas. Barra = 100 pum.
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FIGURA 32 - Morfologia das culturas apés tratamento com 5azadC e inducdo adipogénica. Culturas
de CTM-TA foram tratadas durante dois dias com diferentes concentracdes de 5azadC e induzidas a
adipogénese. Ap6s 14 dias, foi realizada a marcacdo com Oil Red O para identificar as células
diferenciadas. Barra = 100 pm.
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Quando GATAZ2 foi analisado, um aumento na expressdo de culturas nao
induzidas tratadas com 5azadC foi verificado apos 14 dias (FIGURA 33 E). A
expressdo de GATA2 foi também aumentada em culturas induzidas (FIGURA 33 F).
Embora nem todas as diferencas tenham sido estatisticamente significativas, é
possivel observar que houve um aumento na variacdo relativa das amostras
avaliadas (FIGURA 33 E-F, tabelas).

Uma relacéo inversa foi verificada entre a expressao de genes adipogénicos
e GATAZ2 nas culturas induzidas. De modo geral, CTMs-TA foram mais afetadas
pelos tratamentos do que CTMs-MO: a redugéo na adipogénese e na expressao de
PPARG e FABP4, e 0 aumento na expressao de GATA2 foram mais intensos em
CTMs-TA em comparacao a CTMs-MO.
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FIGURA 33 - O tratamento com 5azadC diminuiu a diferenciacdo adipogénica de CTMs-MO e CTMs-
TA. (A) Os efeitos negativos do tratamento com 5azadC na diferenciagdo adipogénica de culturas
induzidas de CTMs-MO e CTMs-TA observados pela coloracdo com Oil Red O. (B) Quantificacéo
relativa da diferenciacéo adipogénica com base na absorbancia de Oil Red O. Os niveis de expressao
de PPARG (C) e de FABP4 (D) foram mais baixos em culturas tratadas do que nao tratadas apds 14
dias de diferenciacdo adipogénica. O tratamento com 5azadC aumentou a expressdo de GATA2 em
culturas ndo induzidas (E) e em culturas induzidas por 14 dias (F). Os dados sdo expressos como
meédias + desvio padrdo. Os asteriscos logo acima da barra de desvio padrao indicam a significancia
estatistica relativa as culturas nédo tratadas de CTMs-MO ou CTMs-TA. (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***)
p <0,001.
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6.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM 5AZADC NA PROLIFERACAO CELULAR

Inicialmente o conteudo de DNA das culturas tratadas com 5azadC por dois
dias foi determinado, mas nao houve diferenca significativa (FIGURA 34 A). Quando
a incorporacdao de BrdU foi analisada, verificou-se uma queda de 40-50% na
proliferagdo das culturas tratadas por dois dias com todas as concentragcbes de
5azadC apo6s 24 horas da remocdo dos inibidores (FIGURA 34 B). O efeito de
5azadC na proliferacdo celular foi dose-dependente, tal como observado na

diferenciacao.
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FIGURA 34 - Andlise da proliferagdo celular ap6s dois dias de tratamento com 5azadC. (A) O
conteldo de DNA nao mudou com dois dias de tratamento com 5azadC. (B) O tratamento com
5azadC reduziu a proliferacdo celular nas 24 horas seguintes aos dois dias de tratamento. Os dados
sdo expressos como médias + desvio padrdo. Os asteriscos logo acima da barra de desvio padrao
indicam a significancia estatistica relativa as culturas néo tratadas de CTMs-MO ou CTMs-TA. (*) p <
0,05; (**) p <0,01; (***) p <0,001.

As observacdes relacionadas aos tratamentos das CTMs com TSA e
5azadC estao resumidas no QUADRO 4.
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TRATAMENTO COM TSA

ApoOs tratamento

CTM-MO CTM-TA
Expressao de PPARG Aumentou Aumentou
Expressédo de GATA2 N&o mudou N&o mudou
Expressédo de BMP4 Aumentou Aumentou
Expressao de COL1Al N&o mudou N&o mudou
Expressao de DES Aumentou Diminuiu
Expressédo de COL2A1 N&o mudou N&o mudou
. Aumentou somente com 500 | Aumentou somente com 500
Nivel de acH3
nM nM
. ~ Diminuiu somente com 500 Diminuiu somente com 500
Proliferacéo
nM nM
Apos tratamento e indugéo
CTM-MO CTM-TA
Diferenciagéo adipogénica Diminuiu com 50 e 500 nM Diminuiu
Expressédo de PPARG Diminuiu 500 nM Diminuiu com 50 e 500 nM
Expresséo de FABP4 Diminuiu 500 nM Diminuiu com 50 e 500 nM
Expressédo de GATA2 Associacgao parcial Associacgao parcial
ApOs tratamento
CTM-MO CTM-TA
Expresséao de PPARG Aumentou Aumentou
Expressado de GATA2 N&o mudou N&o mudou
Expressao de BMP4 N&o mudou Aumentou
Expressédo de COL1Al N&o mudou N&o mudou
Expresséo de DES Aumentou N&o mudou
Expresséao de COL2A1 N&o mudou N&o mudou
Proliferacéo Diminuiu Diminuiu
Apos tratamento e indugéo
CTM-MO CTM-TA
Diferenciagéo adipogénica Diminuiu Diminuiu
Expresséo de PPARG Diminuiu Diminuiu
Expressédo de FABP4 Diminuiu Diminuiu
Expresséo de GATA2 Aumentou Aumentou

QUADRO 4 — SINTESE DOS EFEITOS CAUSADOS PELO TRATAMENTO COM TSA E 5AZADC
NAS CTM.

6.6 ANALISE DO PERFIL EPIGENETICO DAS CTMS NA DIFERENCIACAO
ADIPOGENICA

Culturas de CTMs-MO e de CTMs-TA induzidas ou ndo a adipogénese por
14 dias foram submetidas a ChlP. A analise do promotor de GAPDH foi realizada
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(FIGURA 35 A) como controle do processo. A quantificacdo da adipogénese revelou
uma variabilidade intrinseca principalmente ao doador e ndo ao tipo celular (FIGURA
35 B).

As 60 amostras foram sequenciadas e estdo sendo analisadas em
colaboragédo com a Unidade de Bioinformatica do Instituto Pasteur de Montevideo. O
Input de cada amostra foi utilizado para eliminar as sequéncias inespecificas. A
analise da qualidade mostrou que 13-40% das amostras das bibliotecas foram
mapeadas (FIGURA 35 C). Algumas analises iniciais mostraram que, apds a
diferenciacdo, acH3 que nas células controle se localizava em regiées upstream e
downstream do gene passa a se localizar em regibes mais internas ao gene
(FIGURA 35 D-G), sugerindo o reposicionamento das histonas contendo esta

modificacdo. Isso fica evidenciado pelo estreitamento do pico nas culturas induzidas.
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FIGURA 35 — Andlise da imunoprecipitacdo de cromatina e sequenciamento de CTMs ap0s 14 dias
de inducdo adipogénica. (A) PCR do promotor de GAPDH. (B) Quantificacdo da diferenciacdo
adipogénica. (C) Analise da qualidade das bibliotecas. (D-G) Analise da localizacdo génica de acH3
em culturas controle (D e E) e induzidas (F e G) das amostras de CTMs MO46 (D e F) e TA69 (E e

G).



97

7 DISCUSSAO

Diversas mudancas foram observadas na arquitetura nuclear nas CTMs que
diferenciaram em adipécitos. Uma das propriedades fundamentais dos eucariotos é
sua habilidade em manter o tamanho celular e o volume das organelas apropriados
para diferentes crescimentos e estados de diferenciagdo. Embora a maioria das
organelas possa variar muito em quantidades, tem-se observado que as células
mantém uma relacdo entre volume nuclear e volume celular (HUBER e GERACE,
2007). Nas CTMs diferenciadas, a area nuclear diminuiu, a area nucleolar aumentou
e a quantidade de nucléolos diminuiu. Esta mudanca acompanha as alteracdes
observadas na morfologia celular, pois foi visualizada uma reducdo no tamanho da
célula com a diferenciacao.

Em nivel fundamental, o volume nuclear é determinado pelo envelope
nuclear. Em eucariotos superiores, tanto o tamanho nuclear como o formato sao
fortemente influenciados pela lamina nuclear (Huber e Gerace, 2007). O aspecto da
lamina nuclear foi modificado apés a diferenciacédo, passando de regular nas CTMs
para um formato irregular nos adipdécitos. Esta alteracdo parece estar associada a
formacdo das vesiculas lipidicas que pressionam o nucleo, além da prépria
compactagao nuclear. Divergentemente, em CTEs a lamina nuclear mal definida se
torna arredondada e distinta ap0s a diferenciacdo em células progenitoras neurais
(MESHORER e MISTELI, 2006). Esta distincdo provavelmente deve-se a auséncia
de lamina A nas CTEs, que passa a ser encontrada na lamina nuclear apds a
diferenciagao.

Enquanto na maioria dos tipos celulares verifica-se uma tendéncia na
cromatina densa se acumular na periferia nuclear, ha padrbes e graus
caracteristicos de distintos tipos celulares. Por exemplo, fibroblastos tendem a ter
uma distribuicdo mais uniforme de cromatina densa na periferia enquanto ceélulas
epiteliais tendem a ter uma distribuicdo mais desigual. Neurdnios tendem a ter pouca
cromatina densa, enquanto linfoblastos tendem a ter uma enorme quantidade. Assim
a distribuicdo da cromatina dentro do nucleo, particularmente em relagdo a periferia
nuclear, é ndo randdémica e tecido-especifica (ZULEGER, ROBSON et al., 2011).

Em CTEs a heterocromatina € parcialmente descondensada, observada

como uma estrutura difusa, enquanto em células comprometidas ou diferenciadas os
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dominios de heterocromatina sdo mais compactos e concentrados em distintos foci
(MORRIS, CHOTALIA et al., 2010). Pela analise ultraestrutural da densidade da
cromatina nao foi identificada a formacdo de heterocromatina na periferia nuclear
apos a diferenciacao adipogénica das CTMs, mas houve um acumulo de 3meH3K9
e 3meH3K27 na periferia nuclear.

A organizagdo da estrutura nucleolar diretamente reflete sua funcao
principal, que consiste na producéo de subunidades ribossomais, e seu tamanho se
correlaciona com os niveis da montagem de ribossomos (AUSTIN e BELLINI, 2010).
Os nucléolos aparecem maiores nas CTEs em comparacao a células progenitoras
neurais (MESHORER e MISTELI, 2006). Andlises gendmicas da expressao génica e
marcacao dos sitios de transcricdo apés incorporacéo de 5-bromouridina 5’-trifosfato
(Br-UTP) sugerem gue o genoma de CTEs seja mais ativo transcricionalmente do
gue sua progénie diferenciada (MORRIS, CHOTALIA et al., 2010). Portanto, verifica-
se uma associacdo entre tamanho dos nucléolos, atividade transcricional e
montagem de ribossomos. Com a diferenciacéo, tanto a regiao fibrilar como a regiéao
granular dos nucléolos foram modificadas. Seus formatos passaram de arredondado
para irregular e seus tamanhos relativos ao ndcleo aumentaram. No entanto, o nivel
proteico de nucleofosmina néo foi alterado. Supde-se que a mudanca na distribuicao
dos nucléolos deve-se principalmente ao remodelamento nuclear e ndo a uma
mudanca na montagem dos ribossomos, ja que as areas das células controle e
induzidas foram discretamente alteradas. Além disso, dados do grupo demonstram
que as CTMs possuem perfil polissomal similar ao de células com baixo nivel de
traducdo. Portanto, os nucléolos foram mecanicamente forgcados a se fundirem
devido & compresséo do espaco nuclear, o que fica evidenciado pela deformacgéo da
lamina nuclear.

Os niveis de 3meH3K9 e 3meH3K27, associados respectivamente a
heterocromatina constitutiva e facultativa (FEDOROVA e ZINK, 2008), aumentaram
discretamente nas células induzidas por 14 dias. Em CTEs humanas pluripotentes,
3meH3K9 esta significantemente difusa, mas em células diferenciadas encontra-se
altamente enriquecida em foci de heterocromatina (MATTOUT e MESHORER,
2010). Nas CTMs 3meH3K9 estava distribuida em pequenos foci, enquanto nos
adipdcitos concentrou-se na periferia nuclear, sem formar foci. A presenca dos foci
de 3meH3K9 nas CTMs nao induzidas provavelmente se deve a sua inferior

poténcia quando comparadas as CTEs.
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O nivel de H2AZ aumentou com 1 dia de inducdo, mas ndo se alterou nas
células diferenciadas por 14 dias. H2AZ é incorporada em nucleossomos de
promotores de genes recentemente reprimidos e € necessaria para a rapida
reativacao destes genes. Além disso, H2AZ é requerida para a retencdo dos genes
na periferia nuclear ap0s a repressao. Desta maneira, a localizacdo mediada por
H2AZ de genes recentemente reprimidos na periferia nuclear representa um estado
epigenético que confere memoria da ativacéo transcricional e promove reativacao
(BRICKNER, CAJIGAS et al., 2007). E possivel especular que o aumento de H2AZ
apos 24 horas de inducao seria resultante da necessidade temporéaria da repressao
de determinados genes na periferia nuclear que eventualmente poderiam ser
reativados, seguindo-se uma queda aos niveis iniciais apés 14 dias de
diferenciacéo, relacionada a ndo mais necessaria ativacao de determinados genes.

A analise dos niveis de acH3 identificou um aumento transitrio apos 24
horas de inducdo, sendo que os niveis diminuiram significativamente nas células
induzidas a adipogénese por 14 dias. De forma similar, foi constatado um aumento
discreto nos niveis de me/2me/3meH3K4 apds 1 dia de inducdo e em seguida uma
queda suave. Certas modificacdes de histona associadas com cromatina ativa,
incluindo 3meH3K4, estdo enriquecidas em CTEs em comparacdo as células
progenitoras neurais delas derivadas (MATTOUT e MESHORER, 2010). Sendo
acH3 e me/2me/3meH3K4 marcas de ativacdo transcricional, conclui-se que a
cromatina inicialmente mais ativa nas CTMs passou a ter uma menor atividade nos
adipdcitos.

A investigacdo dos niveis de 3meH3K9, 3meH3K27, me/2me/3meH3K4,
H2AZ e acH3, em adicdo a analise da distribuicdo da fibrilarina, nucleofosmina e
lamina A/C na arquitetura nuclear permitiu a elaboracdo de um modelo inicial
ilustrando as mudancas ocorridas na arquitetura nuclear apos a diferenciacdo das
CTMs em adipdcitos (FIGURA 36). O estabelecimento deste modelo inicial é
fundamental ja que a maioria dos estudos sobre a arquitetura nuclear durante a
diferenciacdo envolvem CTEs e ndo foi encontrado na literatura relato da

investigacao da arquitetura nuclear de CTMs no processo de diferenciacao.
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FIGURA 36 - llustragdo das mudancas na arquitetura nuclear e na cromatina ocorridas apés a
diferenciagdo. (A) Alteracdes observadas na diferenciagdo adipogénica de CTMs. (B) Alteracbes
descritas na diferenciacdo de CTEs.

Como a diferenciacao celular envolve modificacbes epigenéticas do genoma
celular, torna-se importante investigar o efeito dos modificadores epigenéticos na
diferenciagdo adipogénica de CTMs. Apesar da conhecida diferenca na resposta
celular devido a variabilidade genética, € necessario verificar se resultados
encontrados em modelos classicos de adipogénese utilizando linhagens celulares
tais como 3T3-L1 também podem ser estendidos para outros tipos celulares. Além
disso, sao poucos os estudos envolvendo modificadores epigenéticos e adipogénese
de CTMs.

A acetilacdo de histonas foi alterada durante a adipogénese: foi observado
um aumento global logo apdés o inicio da inducéo e uma reducéo global significativa
em ceélulas diferenciadas. Assim, surgiu a hipotese de que o tratamento de CTMs
com um inibidor de HDAC afetaria a diferenciagdo adipogénica. A inibicdo das
classes I, Il e IV por TSA impede a desacetilacdo de lisinas nas caudas das

histonas, resultando em uma hiperacetilacdo geral de histonas. Deste modo, uma
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estrutura mais aberta da cromatina € induzida, facilitando o acesso da maquinaria de
transcrigao.

Neste sentido, as CTEs mantém um programa transcricional competente e
apresentam altos niveis de acetilacdo nas histonas H3 e H4 (MATTOUT e
MESHORER, 2010). Além disso, a inibicdo da desacetilacgdo em CTEs impede a
diferenciacdo (LEE, HART et al., 2004). Consistentemente, CTMs em seu estado
multipotente apresentaram mais acH3 do que na condicao diferenciada. Em adicao,
a inibicdo de HDACs pelo uso de TSA diminuiu a diferenciacdo adipogénica em
quase todas as condi¢cfes avaliadas. Um aumento no nivel de acH3 foi verificado
apos 24 horas da inducdo da diferenciagdo, embora ndo tenha sido significativo.
Interessantemente, um aumento sutil no nivel de acH4 em CTEs 24 horas ap6s o
inicio da diferenciacdo foi observado em um trabalho prévio (MESHORER,
YELLAJOSHULA et al., 2006). Conforme os autores, 0 aumento concomitante de
acH4 e 3meH3K9 durante os estagios bem iniciais da diferenciacdo sugere a
formacdo de heterocromatina em paralelo com um transiente aumento no potencial
de eucromatina, permitindo a ativacdo e repressao simultanea de diferentes partes
do genoma para atender as necessidades da diferenciacao.

Embora uma desacetilacdo global nas células diferenciadas tenha sido
observada, a acetilagdo de histonas aumenta nos promotores de genes
adipogénicos durante a diferenciacdo, correlacionando com o aumento da sua
expressado (YOO, CHUNG et al,, 2006). O efeito dos inibidores de HDAC na
expressao génica envolve mudancas na transcricdo de somente um subconjunto
especifico de genes (1-10%) (DE RUIJTER, VAN GENNIP et al., 2003; TADDEI,
ROCHE et al., 2005; DOKMANOVIC, MILOS et al., 2007). Assim, pode-se extrapolar
gue nas CTMs um subconjunto menor de genes associados a adipogénese também
sofreu acetilacdo, porém, a maioria dos genes foi desacetilada. O balanco final
resulta, portanto, em uma desacetilacdo global.

CTMs expressam pequenas quantidades de fatores adipogénicos
juntamente com fatores osteogénicos. Os fatores de uma linhagem reprimem o0s
fatores da outra linhagem, mantendo-as em um estado indiferenciado. Sob
condi¢cbes apropriadas, o balanco é perturbado levando a uma cascata que promove
um alvo celular enquanto reprime outros alvos possiveis (ROSEN e MACDOUGALD,
2006).



102

PPARG e BMP4 foram regulados positivamente logo apos o tratamento com
TSA. Como a diferenciagcéo adipogénica diminuiu, supde-se que a osteogénese seja
favorecida. De acordo, o tratamento de células 3T3-L1 com TSA durante a
diferenciacdo leva a uma diminuicdo na adipogénese (LAGACE e NACHTIGAL,
2004; KIM, CHOI et al., 2009). CTMs de tecido adiposo ou de sangue do cordao
umbilical tratadas com os inibidores de HDACs acido valpréico e butirato de sédio
tiveram a eficiéncia da adipogénese, condrogénese e neurogénese diminuida,
enquanto a diferenciagdo osteogénica foi aumentada (LEE, PARK et al., 2009). O
tratamento de uma linhagem de CTMs-MO com 1, 10 ou 100 nM de TSA resultou em
um declinio na expressdo de genes condrogénicos e na sintese de proteinas
condrogénicas de uma maneira dose-dependente (WANG, WEN et al.,, 2011).
Contrariamente, o tratamento de CTMs-MO com 100 nM de TSA por 3 dias antes da
inducao favoreceu a condrogénese, mas nao a osteogénese (EL-SERAFI, OREFFO
et al., 2011).

A expressao transcricional de desmina foi aumentada em CTMs-MO e
diminuida em CTMs-TA apds o tratamento com TSA. Como TSA aumenta a
miogénese em células C2C12 (HAGIWARA, SAITO et al., 2011), supde-se que a
miogénese possa ser favorecida em CTMs-MO ao invés da adipogénese.

Tanto em CTMs-MO como em CTMs-TA a adipogénese foi diminuida pelos
tratamentos com TSA, com excecdo do tratamento com 5 nM. CTMs-MO
diferenciam mais eficientemente em o0sso e cartilagem, enquanto CTMs-TA
diferenciam melhor em adipdcitos (LIU, MARTINA et al., 2007). Assim, o epigenoma
é diferente entre CTMs e poderia explicar a expressdo génica distinta e o efeito mais
pronunciado na diferenciacdo adipogénica em CTMs-TA do que em CTMs-MO
resultante do tratamento com TSA. Pode-se concluir que a acdo dos inibidores de
HDACSs é dependente da concentracédo e do tempo de tratamento utilizados, do tipo
celular e do modelo de diferenciacdo avaliados.

E importante notar que somente o tratamento com 500 nM de TSA causou
um aumento significativo em acH3 detectavel por Western blot, mas teve um efeito
negativo na proliferacdo celular. Os tratamentos com 5 ou 50 nM de TSA né&o
provocaram mudancas substanciais na expressdo de acH3 ou na proliferacao
celular. Entretanto, o tratamento prévio com TSA em todas as condi¢fes resultou em

uma diminuicdo da adipogénese, independente se a proliferagcéo foi afetada ou nao.
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Os inibidores de HDACs induzem, em uma extensdo variada, parada de
crescimento, diferenciacdo ou apoptose in vitro e in vivo. Em alguns casos, a parada
de crescimento € induzida em baixas doses e apoptose em doses elevadas; em
outros casos, a parada de crescimento precede apoptose. Entretanto, as células
devem sofrer apoptose sem significantes mudancas no perfil de seu ciclo celular
(MINUCCI e PELICCI, 2006). A TSA é bem conhecida por causar a parada no ciclo
celular de células de mamiferos nas fases G1 e G2 (MONNERET, 2005).

Embora a reducdo na adipogénese nao tenha sido acompanhada por uma
regulacao negativa significativa de genes adipogénicos em todos os tratamentos,
uma regulacao positiva na expressao de genes anti-adipogénicos, tais como GATAZ2,
poderia ter ocorrido. Assim, um balanco final entre os genes favorecendo e aqueles
inibindo a diferenciacdo poderia resultar na reducdo da adipogénese. Entretanto,
nao foi encontrada uma resposta evidente envolvendo a regulagdo do gene anti-
adipogénico GATA2 por TSA, embora outros genes anti-adipogénicos permanegam
a ser investigados.

E necessario enfatizar que HDACs também desacetilam diversas proteinas
nao-histdnicas, incluindo aquelas que possuem func¢des regulatérias na proliferacéo,
migracdo e morte celular (DOKMANOVIC, CLARKE et al., 2007). Estes fatores
podem ser os alvos primarios de HDACs, desde que a evolucdo de HDACs
precedeu a evolugéo das histonas (GREGORETTI, LEE et al., 2004). GATAZ2 possui
multiplos sitios de acetilacdo os quais aumentam sua atividade de ligacdo ao DNA,
fornecendo pontos de controle para a regulacdo (HAYAKAWA, 2003). GATA2 esta
presente em células precursoras como uma proteina acetilada (ORLIC, ANDERSON
et al., 1995; TONG, 2000). A expressao forcada de GATAZ2 reduz a adipogénese e
sua expressao defectiva estd associada com obesidade (TONG, 2000). Como
GATA2 € um alvo nuclear da repressao mediada por HDAC3 (OZAWA, 2001), tratar
as células com TSA deveria resultar em uma atividade aumentada de GATA2.
Consequentemente, a adipogénese é desfavorecida pois GATA?2 inibe a transcrigdo
de PPARG e CEBPA (ROSEN e MACDOUGALD, 2006). Embora o nivel
transcricional de GATA2 n&o tenha mudado apos o tratamento com TSA, o nivel
proteico ou a atividade de GATAZ2 pode ter se alterado. Assim, tratar as células com
agentes tais como TSA que inibem HDACs e também afetam outros elementos

regulatorios além das histonas resulta tanto em efeitos epigenéticos como néo-
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epigenéticos. O efeito final € consequéncia das acdes combinada e é dificil distingui-
las.

A desmetilacdo do DNA nas regides promotoras pode levar a ativacao e
expressao génica. Similarmente a TSA, a acdo da 5azadC resulta na desmetilacao
global ndo especifica e este processo pode afetar mdltiplas vias regulatérias
(KOMASHKO e FARNHAM, 2010). Entretanto, por razbes ainda ndo claras, nem
todos os genes sdo afetados por 5azadC. Somente cerca de 1% dos transcritos
foram diferencialmente expressos em uma linhagem de cancer ovariano tratada com
5azadC (MENENDEZ, WALKER et al., 2007).

O tratamento com 5azadC aumentou a expressao de PPARG. Embora altos
niveis de GATA2 foram observados em culturas celulares de sangue de cordao
tratadas concomitantemente com 5azadC e TSA (ARAKI, YOSHINAGA et al., 2007),
ndo foram observada mudancas evidentes na expressdo de GATA2 apOs 0s
tratamentos neste trabalho.

A diferenciacdo adipogénica foi reduzida de uma maneira dose-dependente
concomitantemente com a regulacdo negativa de PPARG e FABP4 e positiva de
GATAZ2 nas culturas induzidas por 14 dias. Uma relag&o inversa foi observada entre
a intensidade de expressao dos genes adipogénicos e de GATA2. Culturas tratadas
com 5azadC mas nao induzidas tiveram uma expressédo aumentada de GATA2 apds
14 dias.

Neste mesmo sentido, o tratamento de células 3T3-L1 com inibidores da
metilacdo de DNA tiveram um efeito negativo na diferenciacédo adipogénica, mas a
magnitude dos efeitos foi distinta em resposta ao tempo de exposicdo e
concentracéo das drogas. Os tratamentos com 1, 10 ou 100 uM de 5azadC durante
0s estagios iniciais tiveram efeitos mais intensos do que em estagios mais tardios ou
tratamentos continuos (SAKAMOTO, KOGO et al., 2008). Células em estagios de
inibicdo por contato foram altamente sensiveis ao tratamento com 0,2 pM de 5azadC
ou 0,8 uM de 5-azacitidina previamente a indugdo, enquanto as células apos a
inibicAo por contato foram menos sensiveis (GUO, ZHANG et al., 2009).
Adicionalmente, o tratamento de CTMs-MO com 1 uM de 5azadC por 3 dias antes
da inducdo estimula a osteogénese (EI-SERAFI, OREFFO et al., 2011).
Considerando que dentro da medula éssea a diferenciacdo de CTMs em adipdcitos
ou osteoblastos € competitivamente balanceada, mecanismos que promovem um

alvo celular ativamente suprimem mecanismos que induzem a linhagem alternativa
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(MURUGANANDAN, ROMAN et al., 2009). Logo, em CTMs-MO tratadas com
5azadC a osteogénese € favorecida em comparacdo a adipogénese.
Coerentemente, o tratamento com 5azadC regulou positivamente BMP4 em CTMs-
TA, embora néo tenha sido observado um aumento evidente em CTMs-MO. A 5-
azacitidina promove a diferenciacdo miogénica de células C2C12 (HUPKES,
JONSSON et al., 2011; FENG, CHEN et al., 2012). Como a expressado de desmina
aumentou nas CTMs-MO tratadas, sugere-se que a miogénese € favorecida com o
tratamento.

Embora o contetdo de DNA ndo tenha mudado significativamente durante
os dois dias de tratamento com 5azadC, a proliferacdo celular estava reduzida
guando a inducéo foi iniciada. Como uma inibicdo significativa da sintese de DNA
devido a falta de reparo da Dnmtl ligada a 5azadC incorporada ao DNA nédo ocorre
por pelo menos dois ciclos celulares (DAVIDSON, CROWTHER et al., 1992), é
razoavel assumir que uma diferenca inicial no conteddo de DNA n&o tenha sido
identificada. A reducéo na proliferacdo das culturas tratadas poderia ser um fator
importante diminuindo a adipogénese, desde que uma relacdo proporcional foi
verificada: concentracdes mais elevadas de 5azadC resultaram em maior inibicdo da
adipogénese e efeitos mais negativos na proliferacédo celular. A prévia privacédo de
mitégeno impede a diferenciacdo adipogénica (GUO, ZHANG et al., 2009), logo, a
capacidade de proliferacdo € importante para a adipogénese.

Interessantemente, a resposta aos tratamentos foi mais pronunciada em
CTMs-TA do que em CTMs-MO, sugerindo a existéncia de uma memoria
epigenética distinta de acordo com a origem celular. Os promotores de genes
adipogénicos tais como PPARG e FABP4, LPL ou leptina estdo desmetilados em
isolados frescos e culturas de CTMs-TA e também em culturas diferenciadas; ja
promotores miogénicos e endoteliais estdo metilados, indicando que estas células ja
estdo comprometidas com um alvo adipogénico em vez de outras linhagens (NOER,
SORENSEN et al., 2006; BOQUEST, NOER et al.,, 2007). Tipicamente, o perfil
epigenético de qualquer célula provavelmente seja um indicador sensitivo de seu
passado, estado corrente de desenvolvimento e possa predizer seu potencial futuro
(MEISSNER, 2010). Portanto, uma comparagédo entre CTMs-MO e CTMs-TA em
relacdo a metilacdo de genes adipogénicos permanece para ser investigada.

Os resultados de ChlP-Seq ainda estdo sendo analisados. Algumas

abordagens sugerem que ha o reposicionamento de acH3 com a diferenciacéo para
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regides mais proximas ao sitio de inicio da transcrigdo. Como acH3 é uma marca de
cromatina ativa, pode estar relacionada a ativacdo transcricional de genes
envolvidos na adipogénese. No entanto, andlises adicionais Sd0 necessarias para

uma melhor compreensao.
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8 CONCLUSAO

A investigacao do nucleo, nucléolos e [amina nuclear mostrou que ocorreram
mudancas na arquitetura nuclear das CTMs apds a inducdo adipogénica.
Adicionalmente, estas alteracdes foram distintas das descritas em CTESs.

Houve mudanca na estrutura da cromatina das CTMs apls a inducéo
adipogénica, conforme a analise de 3meH3K9, 3meH3K27, H2AZ e
me/2me/3meH3K4, acH3. Dentre elas, acH3 foi a Unica marca alterada
significativamente, sendo reduzida apés 14 dias de inducédo. Este foi o primeiro
relato de mudancas na arquitetura nuclear de CTMs descrito na literatura.

O envolvimento dos mecanismos epigenéticos na diferenciacdo adipogénica
de CTMs foi demonstrado pela investigacdo das modificagcbes nas histonas e da
metilacdo do DNA.

A influéncia das modificagdes nas histonas na diferenciagéo foi verificada
pelo uso da TSA, que resulta no aumento da acetilagdo global. A TSA
significativamente reduziu a adipogénese, com excecédo do tratamento com 5 nM em
CTMs-MO. No entanto, houve somente associacdo parcial entre diferenciacdo e
expresséo génica. O tratamento com 500 nM de TSA significativamente aumentou
os niveis de acH3, embora a proliferacdo celular tenha diminuido nesta
concentracdo. Nao houve relacao do efeito causado pela TSA na proliferacdo com a
diferenciacao.

A influéncia da metilacdo do DNA na diferenciacéo foi confirmada pelo uso
da 5azadC, que promove a desmetilacdo global. O tratamento com 5azadC
significativamente diminuiu a diferenciacdo adipogénica em todas as condi¢coes
avaliadas e isto resultou na regulacéo negativa de PPARG e FABP4, e positiva de
GATA2. Embora o contetdo de DNA ndo tenha mudado nos tratamentos com
5azadC, a proliferacdo celular foi reduzida 24 horas apds seu término. Houve
associacao entre o efeito da 5azadC causado na proliferacédo e a diferenciagao.

A andlise de duas fontes distintas de CTMs, a medula 6ssea e o tecido
adiposo, permitiu identificar diferencas na resposta aos tratamentos. Em CTMs-TA
os efeitos observados pela acdo dos agentes modificadores da cromatina foram
mais acentuados do que em CTMs-MO, sugerindo a existéncia de memodrias

epigenéticas intrinsecas a origem celular.
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9 PERSPECTIVAS

A diferenciacdo de células-tronco envolve mudancgas na arquitetura nuclear.
A organizacdo nuclear é importante na regulacdo da expressao génica e tem-se
relatado o reposicionamento de genes durante a diferenciacdo de diversos tipos
celulares. Assim, pretende-se aprofundar a analise da arquitetura nuclear utilizando
técnicas como reconstrucdo 3D, tomografia e microscopia de forca atdbmica. Além
disso, esta prevista a analise da organizacdo espacial de genes associados a
linhagem-alvo adipocitica no decorrer do processo de diferenciacdo utilizando FISH-
3D.

O efeito dos agentes modificadores da cromatina TSA e 5azadC na
expressao génica foi avaliado somente para alguns genes. A proxima etapa consiste
avaliar o efeito dos tratamentos na expressao génica de modo geral. Para isso, as
culturas serdo tratadas e serd realizada a andlise dos transcritos por
sequenciamento. A andlise de diferentes fontes de CTMs adicionalmente permitird
avaliar o efeito da memoria epigenética bem como um eventual potencial de
diferenciacao pré-existente.

Ser& concluida a analise dos resultados obtidos por ChIP-Seq e realizada a
validacéo dos resultados por qPCR.

A memoria epigenética também devera ser investigada pela analise do
padrdo de metilacdo de determinados genes envolvidos na adipogénese, tanto em
CTMs-MO como CTMs-TA. Portanto, as culturas serdo tratadas com bisulfito de
sédio para permitir a distingao das regides metiladas e a analise por PCR.

Visando ampliar os resultados, outros modelos de diferenciacdo serao
avaliados, em especial a osteogénese por haver uma regulacdo competitiva com a

adipogénese.
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APENDICES

APENDICE A Lista de iniciadores
APENDICE B Lista de anticorpos

APENDICE C Preparo de solucées



APENDICE A - LISTA DE INICIADORES
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ID DO NUMERO DE
SIGLA A TAMANHO DO | TEMPERATURA DE
NOME OFICIAL DO GENE GENE NO SEQUENCIA (5'—3’) CICLOS
OFICIAL PRODUTO (PB) | ANELAMENTO (°C)
NCBI (RT-PCR)
BMPA 552 Forward: ACTTCGAGGCGACACTTCTG 14 50 20
Bone morphogenetic protein 4 Reverse: TCCAGATGTTCTTCGTGGTGG
COLLAL 1277 Forward: GGCCATCCAGCTGACCTTCC 205 60 a5
Collagen, type |, alpha 1 Reverse: CGTGCAGCCATCGACAGTGAC
COL2AL 1980 Forward: CCGGGCAGAGGGCAATAGCAGGTT 128 50 as
Collagen, type II, alpha 1 Reverse: CAATGATGGGGAGGCGTGAG
Forward: CCAACAAGAACAACGACG
Reverse: TGGTATGGACCTCAGAACC
EABPA 0167 Forward: ATGGGATGGAAAATCAACCA o7 50
Fatty acid binding protein 4 Reverse: GTGGAAGTGACGCCTTTCAT
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 2597 Forward: GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC 150 60 a5
dehydrogenase Reverse: TGGTTCACACCCATGACGA
GATA? o624 Forward: ATGGGATGGAAAATCAACCA 005 o a5
GATA binding protein 2 Reverse: GTGGAAGTGACGCCTTTCAT
Peroxisome proliferator- Forward: ATTACAGCAAACCCCTATTCC
PPARG* _ 5468 139 60 35
activated receptor gamma Reverse: GGCATCTCTGTGTCAACCAT
Forward: GCTGATGAGGACCACTACCG
TP73 7161 172 60 35

Tumor protein p73

Reverse: CTCGCACCTGAAGGTAGTACG

* O primer amplifica somente a variante 2 do transcrito.




APENDICE B - LISTA DE ANTICORPOS
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Anticorpo

Isotipo

Fabricante

Cadigo

Diluicao utilizada

IF

wB

Anticorpos primarios

acH3 Policlonal coelho IgG Upstate/Millipore 06-599 1:400 1:2000
me/2me/3meH3K4 Monoclonal coelho IgG Upstate/Millipore 05-791 1:400 1:2000
3meH3K9 Policlonal coelho IgG Abcam abh8898 1:400 1:2000
3meH3K27 Policlonal coelho IgG Upstate/Millipore 07-449 1:200 1:2000
H2AZ Policlonal coelho 1gG Abcam ab4174 1:500 1:2000
HP1la Policlonal coelho IgG Abcam ab9057 1:50
GAPDH Monoclonal Coelho 1gG Cell Signaling 2118 1:1000
Lamina A/C Policlonal cabra IgG Santa Cruz sc-6215 1:500
Nucleofosmina Monoclonal camundongo IgG1 Abcam ab10530 1:400
Fibrilarina Policlonal coelho IgG Abcam ab5821 1:50
Actina Policlonal coelho IgG Santa Cruz sc-7210 - 1:100
5-Metilcitosina Monoclonal camundongo IgM Abcam ab73938 - 1:1000
Anticorpos secundérios
anti-coelho conjugado a Alexa fluor 488 cabra IgG Invitrogen A11008 1:400 -
anti-coelho conjugado a AlexaFluor 546 cabra IgG Invitrogen 1:400 -
anti-camundongo conjugado a Alexa fluor 488 cabra IgG Invitrogen Al11001 1:400 -
anti-cabra conjugado a Alexa fluor 488 rabbit Invitrogen A11078 1:400 -
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anti-coelho conjugado a fosfatase 1:10000
anti-camundongo conjugado a fosfatase 1:1000
anti-camundongo conjugado a peroxidase cabra IgM Sigma A8787 1:2000




APENDICE C - PREPARO DE SOLUCOES E MEIOS DE CULTURA

Alizarin Red S

Alizarin Red S 2 g

Agua deionizada 100 ml

Ajustar pH para 4,1-4,3 com uma solucado de hidréxido de amonio 1%;
Estocar a temperatura ambiente protegido da luz por até 3 meses.
Dexametasona 10 mM

Dissolver 39,25 mg de Dexametasona em 10 ml de agua.
Esterilizado por filtracdo em membrana 0,22 um.

IBMX 500 mM

Dissolver 1,111 g de IBMX em 10 ml de DMSO.

Esterilizado por filtragdo em membrana 0,22 pm.

Indometacina 50 mM

Dissolver 178,89 mg em 10 ml de etanol.

Esterilizado por filtragcdo em membrana 0,22 pum.

Insulina Bovina 1 mg/ml
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Dissolver 10 mg em 10 ml de agua com pH 2-3 ajustado com HCIl. Em seguida

ajustar para pH 7. Aeracdo e formacdo de espuma devem ser evitadas durante a

solubilizagé&o e a filtracdo pois podem causar a desnaturacdo da proteina.
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Esterilizado por filtragdo em membrana 0,22 pm usando filtro de baixa ligacdo de
proteina.

L-glutamina 200 mM

L-glutamina (1131404, Gibco) 29,23 g

Agua ultrapura gsp 1000 ml

Esterilizado por filtracdo em membrana 0,22 um
Aliquotado e estocado a -20°C.

Meio DMEM (Sigma)

Meio DMEM (Gibco)

Solucdo C 50 ml

Agua ultrapura gsp 1000 ml

Ajustar pH7 -7,5

Esterilizado por filtracdo em membrana 0,22 um.
Estocado de 2 a 8°C.

Meio F12

Meio F12 (21700-026, Gibco) 1 envelope com 10,6 g
Bicarbonato de Sddio 1,176 g

Agua ultrapura gsp 1000 ml

Ajustar pH7,0-7,5

Esterilizado por filtragdo em membrana 0,22 pum.
Estocado de 2 a 8°C.
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Oil Red O

Solucédo-estoque:

Oil Red O 50mg

Isopropanol 10ml

Estocado a temperatura ambiente protegido da luz por até 3 meses.

Solucéo de trabalho:

Misturar 3 volumes da solucéo-estoque e 2 volumes de agua;

Misturar e esperar 10 min;

Filtrar o corante através de uma unidade de filtro estéril.

Esperar 10 min antes de utilizar. Ndo agitar a solucdo previamente ao uso ou

precipitados podem ser ressuspendidos. Usar em 2h. Descartar qualquer sobra.

Paraformaldeido 4%

Paraformaldeido 20g

Solugdo NaOH 1M 5 ml

Solucéo de PBS 10x

Agua ultrapura gsp 500 ml

Aquecer 200 ml de agua ultrapura em um becker de vidro até 65°C.

Em capela quimica de exaustdo, adicionar 20 gramas de paraformaldeido sob
agitacao.

Adicionar 5 ml de solugdo de NaOH 1M, lentamente até que a solugédo fique
transparente. Deixar dissolver completamente sob agitagao.

Deixar resfriar a temperatura ambiente.

Adicionar 50 ml de solucdo de PBS 10x.

pH 7,0 — 7,5, sob agitacao.

Completar até 500 ml com agua ultrapura.

Caso haja precipitado, filtrar em papel de filtro.

Aliquotado e estocado a -20°C.

PS 100 x



Penicilina G Pot4ssica 1,29

Sulfato de Estreptomicina 2,0 g

Agua ultrapura gsp 200 ml

Esterilizada por filtragdo em membrana 0,22 pm.
Aliquotado e estocado a -20°C.

Solucéo A (estoque 20x)

NaCl 160 g

KCI8 g

Na,HPO,4.12H,0 5,84 g

KH,PO, 3,0 g

Agua ultrapura gsp 1000 ml

Esterilizada por autoclavagéo 121°C por 15 min
Estocada de 2 a 8°C.

Solucao B (estoque 20x)

CaCl,.2H,0 0,16 g
MgS0..7H,0 3,9 g
H20O deionizada gsp 500 ml

Esterilizada por autoclavagao a 121°C por 15 min.

Estocada a 4°C.

Solucéao C (estoque 20x)

Glicose 22 g

Agua ultrapura gsp 1000 ml

Esterilizada por filtragdo em membrana 0,22 pm.
Estocada de 2 a 8°C.

125



126

Solucéao D (estoque 500x)

Vermelho de Fenol 1 g
H,O deionizada gsp 100 ml
Solubilizar em &gua alcalinizada com NaOH 1M e completar o volume.

Estocada a 4°C.

Solucéao E (estoque 20x)

Na,SO,4 29

Agua ultrapura gsp 1000 ml

Esterilizada por autoclavagéo 121°C por 15 min.
Estocada de 2 a 8°C.

Solucéo Salina Balanceada (BSS)

Solucdo A 50 mi

Solucédo B 50 mi

Solucéo C 50 ml

Solucéo D 0,85 ml

Agua ultrapura gsp 1000 ml

Ajustar pH 7,0 - 7,5 com fita indicadora de pH
Esterilizada por filtracdo em membrana 0,22 um.
Estocada de 2 a 8°C.

Solucgéo Salina Balanceada sem calcio e magnésio (BSS.CMF)

Solucéo A 50 mi

Solugéo C 50 ml
Solucédo E 50 mi
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Solucéo D 0,85 ml

Agua ultrapura gsp 1000 ml

Ajustar pH 7,0 - 7,5 com fita indicadora de pH
Esterilizada por filtracdo em membrana 0,22 pum

Aliquotada e estocada de 2 a 8°C.

Soro Fetal bovino

Soro Fetal bovino (GIBCO)
Inativado a 56°C por 30 min.

Aliquotado e estocado a -20°C

Tripsina 0,05%/EDTA 0,02%

Solugéo A 50 ml

Solugcéo C 50 ml

Solucdo E 50 ml

Solucdo D 0,85 ml

EDTAO0,2 g

Tripsina 0,5 g

Agua ultrapura gsp 1000 ml

Ajustar pH 7,0 -7,5 com fita indicadora de pH
Esterilizado por filtragcdo em membrana 0,22 pum.

Aliquotado e estocado a -20°C.
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Abstract

Epigenetic mechanisms, such as DNA methylation and histone modification, are
important in stem cell differentiation. Methylation is principally associated with
transcriptional repression, and histone acetylation is correlated with an active
chromatin state. We investigated the effects of these epigenetic mechanisms on
adipocyte differentiation in mesenchymal stem cells (MSCs) derived from bone
marrow (BM-MSCs) and adipose tissue (ADSCs) using the chromatin modifying
agents trichostatin A (TSA), a histone deacetylase inhibitor, and 5-aza-2’-
deoxycytidine (5azadC), a demethylating agent. Subconfluent MSC cultures were
treated with 5, 50 or 500 nM TSA or with 1, 10 or 100 uM 5azadC for two days before
the initiation of adipogenesis. The differentiation was quantified and expression of the
adipocyte genes PPARG and FABP4 and of the anti-adipocyte gene GATA2 was
evaluated. TSA decreased adipogenesis, except in BM-MSCs treated with 5 nM
TSA. Only treatment with 500 nM TSA decreased cell proliferation. 5azadC treatment
decreased proliferation and adipocyte differentiation in all conditions evaluated,
resulting in the downregulation of PPARG and FABP4 and the upregulation of
GATAZ2. Treatment response was stronger in ADSCs than in BM-MSCs, suggesting
that epigenetic memories may differ between cells of different origins. As epigenetic
signatures affect differentiation, it should be possible to direct cell the use of MSCs in
cell therapies to improve process efficiency by considering the various sources

available.
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Introduction

Mesenchymal stem cells (MSCs) can give rise to multiple cell lineages, including
chondrocytes, osteoblasts and adipocytes (1). The differentiation process involves
changes in morphology and cell function that are determined by different patterns of
gene expression (2). The implementation of these gene expression programs is
regulated by epigenetic mechanisms, such as histone modification and DNA
methylation. Both types of mechanism can modify chromatin structure, thereby
influencing gene expression by affecting the accessibility of target sites to regulatory
proteins and modifying the affinity of transcriptional regulators for their targets (3).
Histone modifications have been associated with the activity status of chromatin and
with specific cellular processes. Histone acetylation is associated with the activation
of transcription, (4) and is regulated by the balance between the opposing activities
of histone acetyltransferases (HATs) and histone deacetylases (HDACS) (5).
Trichostatin A (TSA) is one of the most potent known inhibitors of HDACs. This
hydroxamic acid is active at nanomolar concentrations in vitro (6) and inhibits HDACs
with zinc-containing catalytic sites (7), leading to the accumulation of acetylated
histones in the nucleus and the subsequent activation of target gene (8).

DNA methylation is generally associated with transcriptional silencing and chromatin
condensation (9). It involves the addition of a methyl group to cytosine bases and is
catalyzed by DNA methyltransferases (DNMTSs). The maintenance DNMT, DNMT1,
specifically recognizes hemi-methylated DNA after replication and methylates the
daughter strand, ensuring faithful conservation of the methylation profile after
replication. 5-aza-2’-deoxycytidine (5azadC) is a cytidine analog whose presence in
DNA prevents DNMT1 from faithfully replicating the DNA methylation code during cell
division. Instead, DNMT1 is inactivated by covalent binding to azacytosine residues
in the CpG sites of DNA (10), leading to a passive loss of methylation.

Given the role of these epigenetic mechanisms in the regulation of gene expression,
we investigated the effects of TSA and 5azadC on the differentiation of MSCs
obtained from two distinct sources into adipocytes. As epigenetic signatures affect
differentiation (11), it should be possible to direct cell the use of MSCs in cell

therapies to improve process efficiency by considering the various sources available.

Materials and Methods

Cell culture
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MSCs were obtained and isolated from bone marrow and adipose tissue as
described previously (12). All samples were collected after informed consent had
been obtained, in accordance with guidelines for research involving human subjects,
and with the approval of the Ethics Committee of Fundacdo Oswaldo Cruz, Brazil
(approval number 419/07). BM-MSCs donors had between 40 and 60 years old and
had cardiomyopathy; ADSCs were obtained from donors undergoing selective
bariatric surgery and dermolipectomy procedures, aging between 30 and 50 years
old. Seven BM-MSCs samples and nine ADSCs samples were used in this work. Cell
isolation protocols yielded populations rich in adult MSCs: the cultures were
evaluated by flow cytometry, and differentiated into adipocytes, chondrocytes and
osteoblasts, according to criteria defined by (1). MSCs were cultured in DMEM
supplemented with 10% fetal calf serum (Gibco Invitrogen) plus 100 U/mL penicillin
and 100 pg/mL streptomycin (Sigma-Aldrich). All cultures were maintained at 37°C,
in a humidified atmosphere containing 5% CO,, and the culture medium was
changed twice weekly. All samples were used at passages 4 to 6.

Adipocyte differentiation and treatment with TSA or 5azadC

TSA and 5azadC exert their effects mostly during replication. We therefore cultured
BM-MSCs and ADSCs to 80% confluence and treated them with 5, 50 or 500 nM
TSA or with 1, 10 or 100 uM 5azadC (both from Sigma-Aldrich) for two days.

The cytotoxicity of the drugs was evaluated by MTT assay (Supplemental Material,
Materials and Methods and Figure S1). For adipocyte induction, ADSCs or BM-MSCs
were treated with culture medium supplemented with 1 uM dexamethasone, 500 pM
IBMX, 1 pg/mL insulin and 200 pM indomethacin (all from Sigma-Aldrich). In control
cultures the same quantity of solvents used to dissolve TSA, 5azadC or adipogenic
inductors was added to culture medium, one control culture for each drug treatment,
and the medium exchanges were carried out in parallel with treated cultures. The
medium was changed twice weekly for 14 days (Supplemental Material, Figure S2).
Quantification of adipocyte differentiation by Oil Red O staining

Cells were washed with PBS, fixed by incubation with 4% paraformaldehyde for 30
min and washed with PBS. They were then stained with a filtered solution of 0.5% Oil
Red O (Sigma-Aldrich) for 1 h. The cells were thoroughly washed in water and
allowed to dry in the air. The Oil Red O retained in the cells was extracted with
isopropanol and quantified by measuring absorbance at 550 nm.

RT-PCR and real time RT-PCR analyses
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Total RNA was extracted with RNAeasy (Qiagen) and the samples were treated with
DNase | (QIAGEN), according to the manufacturers’ instructions. Complementary
DNA was synthesized from 1 ug of total RNA, with oligo-dT primers and the IMPROM
Il reverse transcriptase kit (Promega), according to the manufacturers’ instructions.
PCR was carried out with 20 ng of cDNA as the template, 10 pmol of primers, 5
mmol/L of MgCl,, 0.25 mmol/L of dNTPs and 0.6 U Taq polymerase. PCR conditions
included initial heating at 95°C for 2 min, followed by 30 or 35 cycles of 94°C for 15 s,
annealing at the appropriate temperature for 30 s, and 72°C for 40 s. We subjected
10 pL of PCR products to electrophoresis in a 2% agarose gel. The bands obtained
were visualized by ethidium bromide staining and photographed under ultraviolet
transillumination.

Quantitative real time PCR was performed as described previously (12). We used
SYBR Green master mix (Applied Biosystems) according to the manufacturer’s
instructions and the ABI PRISM 7000 sequence detection system (Applied
Biosystems) in the analyses. PCR conditions included initial heating at 95°C for 10
min, followed by 45 cycles of 95°C for 15 s, annealing at the appropriate temperature
for 30 s, and 72°C for 30 s. The melting curves were acquired after PCR to confirm
the specificity of the amplified products. A standard curve based on cycle threshold
values was used to evaluate gene expression levels. In brief, we used 1:5 dilutions of
known concentrations of cDNA in triplicate to generate curves. We generated
standard curves for each gene, including the housekeeping gene (GAPDH). Relative
gene expression for each sample was normalized by dividing the value obtained for
the gene evaluated by that obtained for the housekeeping gene. The primer sets,
amplicon size and annealing temperature are listed in Table S1.

Western blotting

Cell extracts were prepared by adding lysis buffer (40 mM Tris-HCI pH 6.8, 1% SDS,
2.5% B-mercaptoethanol, 6% glycerol, 0.005% bromophenol blue) supplemented
with protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich) to the cultures. Cells were detached
with a cell scraper and heated in the lysis buffer for 10 min at 94°C. Protein content
was quantified with the 2-D Quant kit (GE Healthcare) and 10 pg of protein was used
in each experiment. Western blot analyses were performed with rabbit polyclonal
anti-acH3 antibody (1:2000; Millipore) and rabbit polyclonal anti-actin antibody
(1:100). ImageJ software was used for quantitative analyses.

Immunofluorescence
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MSCs growing on glass coverslips were fixed by incubation with 4% formaldehyde for
10 min and washed with PBS. The cells were permeabilized by incubation with 0.5%
Triton X-100 in PBS for 30 min. They were then blocked with 5% BSA in PBS for 1 h
and incubated with the primary antibody, rabbit polyclonal anti-acH3 antibody (1:400;
Millipore), diluted in PBS plus 1% BSA, for 1 h at 37°C. The cells were rinsed with
PBS and incubated for 1 h at 37°C with the AlexaFluor 546-conjugated goat anti-
rabbit secondary antibody (Invitrogen), at a dilution of 1:400. Cell nuclei were stained
with DAPI. Images were obtained with a SP5 laser-scanning confocal microscope
(Leica).

DNA content

We plated the same number of MSCs on 75cm? culture flasks and treated them with
5azadC for two days. Genomic DNA was extracted with the Qiamp DNA mini kit
(Qiagen) and its concentration was measured, in triplicate, with a NanoDrop ND-100
Spectrophotometer (Thermo Scientific).

Cell proliferation assay

Cell cultures (at 80% confluence) were treated with 5azadC or TSA for two days and
then incubated with 100 uM BrdU (Invitrogen) for 24 h. The cells were detached with
trypsin and fixed by incubation with 100% ethanol for 30 min on ice. The cells were
collected by centrifugation and resuspended in 100 pL of distilled water. They were
then heated for 5 min at 95°C to denature the DNA and rapidly chilled in an ice-water
bath. Cells were incubated with an Alexa Fluor 488-conjugated anti-BrdU antibody
(Invitrogen) for 30 min at room temperature. Quantitative analyses of BrdU-labeled
cells were performed with a FACSCanto Il flow cytometer (BD Bioscience) and Flow
Jo software.

Statistical analysis

At least three samples from three donors were evaluated for each experiment.
Student’s t test was used for statistical analysis and differences were considered
significant if p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) or p < 0.001 (***).

Results

Changes in histone acetylation during adipocyte differentiation

We investigated histone acetylation status during the differentiation of MSCs into
adipocytes, by evaluating acH3 levels 1 or 14 days after induction (Figure 1A-J).

Control cells cultured for 14 days contained significantly larger amounts of acH3 than
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control cells cultured for one day and than induced cells after 14 days in culture
(Figure 1B). Histone acetylation was modulated during adipogenesis: although not
significant, an increase in acH3 was observed 24 hours after the induction of
differentiation, suggesting that chromatin remodeling was induced by this stimulus.
Conversely, acH3 levels were significantly lower in differentiated cells (Figure 1B).
We also investigated acH3 levels in cells by immunofluorescence techniques. A clear
pattern was observed, with chromatin remodeling beginning one day after induction
and differentiated cells displaying a staining pattern very different from that of non
induced cells on day 14 (Figure 1C-J).

Effect of TSA treatment on adipogenesis and proliferation of MSCs

In order to evaluate the global effect of TSA on histone acetylation, we treated MSC
cultures with 5, 50 or 500 nM of TSA for two days and evaluated acH3 levels (Figure
2A and B). A significant increase in acH3 was detected only in BM-MSCs and ADSCs
treated with 500 nM (Figure 2C).

We analyzed expression the expression of four genes after TSA treatments, two
related and two unrelated to adipogenesis: PPARG, a master regulator of
adipogenesis (13), GATA2, an anti-adipogenic gene (13), BMP4, involved in
osteoblast differentiation (14) , and desmin, a muscle-specific marker (15). BM-
MSCS and ADSCs had distinct profiles of gene expression. TSA treatment increased
BMP4 and PPARG expression in BM-MSCs and ADSCs, although GATA2 did not
change; desmin transcript level was increased in BM-MSCs and decreased in
ADSCs (Figure 3A and B). Thus, TSA has distinct effects in BM-MSCs and ADSCs
gene expression.

We investigated the effects of TSA in adipocyte differentiation, by treating MSCs with
5, 50 or 500 nM TSA for two days before the initiation of differentiation.

We analyzed differentiation and found that, with the exception of the 5 nM treatment,
TSA significantly reduced adipogenesis in BM-MSCs, and all treatments decreased
adipogenesis in ADSCs (Figure 4A and B; Supplemental Material, Figure S3). In
addition, we investigated the expression of PPARG and FABP4 - adipocyte gene
expressed during terminal differentiation (16) - after TSA treatment and differentiation
(Figure 4C and D). The treatment of BMSCs with 5 nM TSA did not significantly
modify differentiation or adipogenic gene expression, but PPARG expression levels
were found to have increased in four of the five samples. BM-MSCs seemed to be

more resistant to the effects of treatment, as the 50 nM treatment significantly
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decreased gene expression only in ADSCs. Nevertheless, 500 nM TSA treatment
had a negative effect in both BM-MSCs and ADSCs. The expression of GATA2 was
also analyzed in uninduced and induced cultures after 14 days (Figure 4E and F).
We found no clear correlation between GATA2 expression and adipocyte
differentiation, or between the levels of expression of GATA2, PPARG and FABP4.
We investigated whether the treatments interfered with proliferation. Analyses 24 h
after inhibitor removal showed that 500 nM treatment decreased the cell proliferation
rate by a factor of 10, whereas treatment with 5 or 50 nM had no significant effect
(Figure 4G). The effect of TSA on differentiation was dose-dependent, whereas that
on cell proliferation was not.

Effect of 5azadC treatment on adipogenesis and proliferation of MSCs

We investigated the effects of 5azadC on adipogenesis, by evaluating cultures
treated with 1, 10 or 100 uM of 5azadC for two days before induction. In order to
assure the effect of 5azadC on the cells we evaluated the overall levels of
methylcytosine and the transcript levels of TP73, a gene that is not expressed in
BM-MSCs and its expression is reactivated by 5azadC (17). Methylcytosine was
reduced in a global manner with the drug treatments and TP73 was expressed in
treated cultures in a dose dependent manner (Supplemental Material, Figure S4A
and B; Supplemental Materials and Methods).

After two days of the treatment with 5azadC, PPARG expression was increased while
GATAZ2 did not change in both BM-MSCs and ADSCs. Desmin expression was
increased only in BM-MSCs while BMP4 was increased only in ADSCs (Figure 5A
and B). After analyzing the expression of genes related and not related to
adipogenesis in response to 5azadC treatment, we carried out assays to determine
the effects of the drug on adipocyte differentiation. Adipogenesis was significantly
decreased in both BM-MSCs and ADSCs (Figure 6A and B; Supplemental Material,
Figure S3B). Furthermore, PPARG expression was significantly decreased by all the
concentrations tested in the induced cultures. FABP4 expression was also decreased
by treatment, significantly for concentrations of 10 and 100 uM 5azadC (Figure 6C
and D). GATA2 expression was found to have increased in non induced cultures
treated with 5azadC (Figure 6E) and in induced cultures (Figure 6F) after 14 days.
Not all the differences were statistically significant, but a fold-change increase with
treatment was noted for all the samples evaluated (Figure 6E and F, tables). An

inverse correlation between the expression levels of the adipogenic genes and those
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of GATA2 was confirmed. Overall, ADSCs were more strongly affected by treatment
than BM-MSCs: the decrease in adipogenesis, the downregulation of PPARG and
FABP4 and the upregulation of GATA2 were more intense in ADSC cultures than in
BM-MSCs.

We determined the DNA content of cultures treated with 5azadC for two days, but no
significant difference was found (Figure 4G). Analyses 24 h after inhibitor removal
showed that cell proliferation rates fell by about 40 to 50% in MSCs treated for two
days with any concentration of 5azadC (Figure 4H). The effect of 5azadC on cell

proliferation, like that on differentiation, was dose-dependent.

Discussion

Cell differentiation involves epigenetic modifications of the cellular genome (18, 19).
We therefore investigated the effect of various concentrations of the epigenetic
modifiers TSA and 5azadC on the differentiation of MSCs isolated from two distinct
sources into adipocytes.

We observed changes in acH3 during adipogenesis, with a global increase just after
the start of induction, and a significant global reduction in differentiated cells.
Embryonic stem cells (ESCs) display high levels of acH3 and acH4 (20).
Interestingly, a slight increase in acH4 level in ESCs was reported 24 hours after the
onset of differentiation in a previous study (21). According to the authors, concurrent
increases in acH4 and 3meH3K9 levels very early in differentiation suggest that
heterochromatin is formed, with a transient increase in the transcriptional potential of
euchromatin, allowing simultaneous activation and repression to occur in different
parts of the genome, according to the needs of the cell for differentiation.

An overall decrease in acetylation has been observed in differentiated cells, but
histone acetylation of the promoters of adipogenic genes increases during adipocyte
differentiation, and this increase is correlated with an increase in the expression of
these genes (22). The effect of HDAC inhibitors on gene expression involves
changes in the transcription of only a specific subset of genes (1-10%) (5-7). Thus,
although the acetylation of a subset of genes associated with adipogenesis occurs in
MSCs undergoing adipogenesis, most of the other genes probably remaining
deacetylated.

MSCs express small amounts of adipogenic factors in addition to osteogenic factors.

Factors of one lineage repress factors of the other lineages, thereby maintaining the
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undifferentiated state. Under appropriate conditions the balance is tipped leading to a
cascade that promotes one cell fate while repressing other possible fates (13).

We found that PPARG and BMP4 were upregulated after TSA treatment. As
adipocyte differentiation was decreased, we supposed that osteogenesis is favored.
Accordingly, the treatment of 3T3-L1 cells with TSA during differentiation led to a
decrease in adipogenesis (8, 23). MSCs from adipose tissue or umbilical cord blood
treated with the HDAC inhibitors valproic acid and sodium butyrate had decreased
the efficiency of adipogenic, chondrogenic, and neurogenic differentiation, while
osteogenic differentiation was augmented (24). Conversely, the treatment of BM-
MSC cultures with TSA before the induction favored chondrogenesis, but not
osteogenesis (25).

We observed that desmin was increased in BM-MSCs and decreased in ADSCs after
the TSA treatment. As TSA enhances myogenesis in C2C12 cells (26), we suppose
that myogenesis could be favored in BM-MSCs instead of adipogenesis.

We found that adipogenesis in both ADSCs and BM-MSCs, with the exception of the
5 nM treatment, was decreased by the treatments. BM-MSCs differentiate more
efficiently in bone and cartilage, whereas ADSCs differentiate better into adipocytes
(2). Therefore, the epigenome is different between MSCs, and could explain the
distinct gene expression and the more pronounced effect on adipocyte differentiation
in ADSCs than in BM-MSCs resulting from TSA treatment. We can conclude from our
findings and those of previous studies investigating the effect of HDAC inhibitors on
the differentiation that the action of TSA and others HDAC inhibitors is dependent on
the concentration used, cell type and the cell differentiation model evaluated.

Only treatment with 500 nM TSA significantly increased the amount of acH3
detectable by western blotting, but this concentration had a negative effect on cell
proliferation. Treatments with 5 or 50 nM TSA had no major effect on acH3 levels or
cell proliferation. Nevertheless, prior treatment with TSA in all the conditions tested
resulted in a decrease in adipogenesis, regardless of the effect on proliferation. The
decrease in adipogenesis was not accompanied by a significant downregulation of
adipogenic gene expression in all treatments, but there may have been an
upregulation of anti-adipogenic genes, such as GATA2. However, we found no
evidence of a response involving the regulation of GATAZ2 by TSA, although other
anti-adipogenic genes have yet to be investigated.
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It should be stressed that HDACs also deacetylate several non histone proteins,
including some with regulatory roles in cell proliferation, cell migration and cell death
(7). These factors may be the primary targets of HDACs, because HDACs evolved
before histones (27). GATA2 protein has multiple acetylation sites, which increase its
DNA-binding activity, providing control points for regulation (28). GATAZ2 is present as
an acetylated protein in precursor cells (29, 30). As GATAZ2 is a nuclear target for
HDAC3-mediated repression (31), the treatment of cells with TSA should increase
the protein activity, inhibiting adipogenesis because GATAZ2 inhibits the transcription
of PPARG and CEBPA (13). Although we observed that GATA2 transcript level did
not change after TSA treatments, the protein level and/or activity could have been
increased. Thus, the treatment of cells with agents such as TSA that inhibit HDAC
and affect regulatory elements other than histones results in both epigenetic and non
epigenetic effects.

The demethylation of promoter region DNA by 5azadC can lead to gene activation
and expression. Like TSA, 5azadC causes the general, nonspecific demethylation of
DNA, and this process may affect multiple regulatory pathways (32). However, for
unknown reasons, not all genes are affected by 5azadC. Only about 1% of
transcripts were found to be differentially expressed in a cell line treated with 5azadC
(33).

We found that 5azadC treatment increased PPARG immediately following the
treatments. Although higher levels of GATA2 were observed in cord blood cell
cultures treated concomitantly with 5azadC and TSA (34) we do not observe evident
change in GATA2 expression following the treatments.

Adipogenic differentiation was decreased in a dose-dependent manner concomitantly
with the downregulation of PPARG and FABP4 expression, and the upregulation of
GATAZ2 in induced cultures. An inverse relationship was observed between the
strength of expression of adipogenic genes and that of GATA2. The treatment of
cultures with 5azadC only increased the expression of GATA2 after 14 days of
induced differentiation.

The treatment of 3T3-L1 cells with inhibitors of DNA methylation decreases adipocyte
differentiation, but the magnitude of the effect depends on exposure time and drug
concentration. Treatment in early stages of differentiation has a stronger effect that
treatments at later stages or continuous treatments (35, 36). In addition, the

treatment of BM-MSC cultures with 5azadC before induction stimulated osteogenesis
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(25). The balanced differentiation of MSCs in the bone marrow into adipocytes or
osteoblasts is controlled in a competitive manner, with mechanisms promoting one
cell fate actively suppressing mechanisms inducing the other lineage (37). Thus,
osteogenesis is favored over adipogenesis in BM-MSCs treated with 5azadC. In
agreement, 5azadC treatment upregulated BMP4 in ADSCs, although no evident
increase was observed in BM-MSCs. The demethylating agent 5-azacytydine
promotes myogenic differentiation of C2C12 cells (38) (15). As desmin was increased
in treated BM-MSCs, we suggest that myogenesis is favored with the treatment.
DNA content did not change significantly during the two days of treatment with
5azadC, but cell proliferation rates were lower when differentiation was induced.
Significant inhibition of DNA synthesis due to a lack of repair of Dnmtl linked to the
incorporation of 5azadC into DNA does not occur for at least two cell cycles (39). It is
therefore reasonable to assume that no early difference in DNA content has been
identified. The decrease in the proliferation of treated cultures may be an important
factor in the observed decrease in adipogenesis, as it was found to be proportional:
higher concentrations of 5azadC resulted in greater inhibition of adipogenesis and
stronger negative effects on cell proliferation.

We showed in this study that TSA and 5azadC treatments influence adipogenic
differentiation of MSCs. We cannot rule out an indirect mechanism. The effects on
differentiation should be taken carefully, because the whole epigenome is being
affected. Our observations could be a cascade of indirect effects.

ADSCs were more sensitive to the treatments than BM-MSCs, probably related to
epigenetic memory, that is dependent on their origin. The epigenetic landscape of
any cell is likely to be a sensitive indicator of its past and current developmental state
and may predict its future potential (40). It is therefore important to investigate
differences and similarities between same cell types from distinct sources.

Author contributions

JZ and AC conceived and designed the experiments, analyzed and interpreted the
results; JZ performed the experiments; MAS assisted with BrdU experiments and
confocal images; ACS and PRSB obtained and supplied MSC samples; JZ wrote the
manuscript; AC, MAS, ACS, BD and SG reviewed the manuscript.
Acknowledgments

We would like to thank Criscielle Kuligovski, Lidiane Maria Boldrini, Maurilio José

Soares, Stenio Perdigdo Fragoso, Patricia Shigunov, Ana Carolina Origa, Axel Cofré,



142

Ana Paula Abud, Alessandra Aguiar and Andressa Schittini for technical assistance
and scientific advice.

References

1. Dominici M, Le Blanc K, Mueller I, Slaper-Cortenbach I, Marini F, Krause D, et
al. Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells. The
International Society for Cellular Therapy position statement. Cytotherapy 2006; 8:
315-322.

2. Liu TM, Martina M, Hutmacher DW, Hui JH, Lee EH, Lim B. Identification of
common pathways mediating differentiation of bone marrow- and adipose tissue-
derived human mesenchymal stem cells into three mesenchymal lineages. Stem
Cells 2007; 25: 750-760.

3. Meshorer E, Misteli T. Chromatin in pluripotent embryonic stem cells and
differentiation. Nat Rev Mol Cell Biol 2006; 7: 540-546.

4. Kouzarides T. Chromatin modifications and their function. Cell 2007; 128: 693-
1398.

5. de Ruijter A, van Gennip A, Caron H, Kemp S, van Kuilenburg A. Histone
deacetylases (HDACS): characterization of the classical HDAC family. Biochem J
2003; 370: 737-786.

6. Taddei A, Roche D, Bickmore WA, Almouzni G. The effects of histone
deacetylase inhibitors on heterochromatin: implications for anticancer therapy?
EMBO Rep 2005; 6: 520-524.

7. Dokmanovic M, Clarke C, Marks P. Histone deacetylase inhibitors: overview
and perspectives. Mol Cancer Res 2007; 5: 981-990.

8. Kim SN, Choi HY, Kim YK. Regulation of adipocyte differentiation by histone
deacetylase inhibitors. Arch Pharm Res 2009; 32: 535-541.

9. Jones P, Takai D. The role of DNA methylation in mammalian epigenetics.
Science 2001; 293: 1068-1138.

10. Christman J. 5-Azacytidine and 5-aza-2'-deoxycytidine as inhibitors of DNA
methylation: mechanistic studies and their implications for cancer therapy. Oncogene
2002; 21: 5483-5578.

11. KimK, Zhao R, Doi A, Ng K, Unternaehrer J, Cahan P, et al. Donor cell type
can influence the epigenome and differentiation potential of human induced
pluripotent stem cells. Nat Biotechnol 2011; 29: 1117-11109.



143

12. Rebelatto CK, Aguiar AM, Moretao MP, Senegaglia AC, Hansen P, Barchiki F,
et al. Dissimilar differentiation of mesenchymal stem cells from bone marrow,
umbilical cord blood, and adipose tissue. Exp Biol Med (Maywood) 2008; 233: 901-
913.

13. Rosen E, MacDougald O. Adipocyte differentiation from the inside out. Nat
Rev Mol Cell Biol 2006; 7: 885-981.

14. Chen G, Deng C, Li YP. TGF-B and BMP signaling in osteoblast differentiation
and bone formation. Int J Biol Sci 2012; 8: 272-288.

15. Feng SW, Chen F, Cao J, Yu MJ, Liang YY, Song XM, et al. Restoration of
muscle fibers and satellite cells after isogenic MSC transplantation with
microdystrophin gene delivery. Biochem Biophys Res Commun 2012; 419: 1-6.

16. Cristancho AG, Lazar MA. Forming functional fat: a growing understanding of
adipocyte differentiation. Nat Rev Mol Cell Biol 2011; 12: 722-734.

17. Liang W, Xia H, Li J, Zhao RC. 5-Aza-2'-deoxycytidine increases the sensitivity
of human bone marrow mesenchymal stem cells to chemotherapeutic agents by
demethylation of p73. J Pediatr Hematol Oncol 2012; 34: 108-115.

18. Arney K, Fisher A. Epigenetic aspects of differentiation. J Cell Sci 2004; 117:
4355-4418.

19.  WuH, Sun YE. Epigenetic regulation of stem cell differentiation. Pediatr Res
2006; 59: 21R-25R.

20. Mattout A, Meshorer E. Chromatin plasticity and genome organization in
pluripotent embryonic stem cells. Curr Opin Cell Biol 2010; 22: 334-341.

21. Meshorer E, Yellajoshula D, George E, Scambler PJ, Brown DT, Misteli T.
Hyperdynamic plasticity of chromatin proteins in pluripotent embryonic stem cells.
Dev Cell 2006; 10: 105-116.

22. Yoo E, Chung J-J, Choe S, Kim K, Kim J. Down-regulation of histone
deacetylases stimulates adipocyte differentiation. J Biol Chem 2006; 281: 6608-6623.
23. Lagace DC, Nachtigal MW. Inhibition of histone deacetylase activity by
valproic acid blocks adipogenesis. J Biol Chem 2004; 279: 18851-18860.

24. Lee S, Park JR, Seo MS, Roh KH, Park SB, Hwang JW, et al. Histone
deacetylase inhibitors decrease proliferation potential and multilineage differentiation

capability of human mesenchymal stem cells. Cell Prolif 2009; 42: 711-720.



144

25. El-Serafi A, Oreffo R, Roach H. Epigenetic modifiers influence lineage
commitment of human bone marrow stromal cells: Differential effects of 5-aza-
deoxycytidine and trichostatin A. Differentiation 2011; 81: 35-76.

26. Hagiwara H, Saito F, Masaki T, lkeda M, Ohkuma AN, Shimizu T, et al.
Histone deacetylase inhibitor trichostatin A enhances myogenesis by coordinating
muscle regulatory factors and myogenic repressors. Biochem Biophys Res Commun
2011; 414: 826-831.

27. Gregoretti IV, Lee YM, Goodson HV. Molecular evolution of the histone
deacetylase family: functional implications of phylogenetic analysis. J Mol Biol 2004;
338: 17-31.

28. Hayakawa F. Functional regulation of GATA-2 by acetylation. J Leukoc Biol
2003; 75: 529-540.

29.  Orlic D, Anderson S, Biesecker L, Sorrentino B, Bodine D. Pluripotent
hematopoietic stem cells contain high levels of mMRNA for c-kit, GATA-2, p45 NF-E2,
and c-myb and low levels or no mRNA for c-fms and the receptors for granulocyte
colony-stimulating factor and interleukins 5 and 7. Proc Natl Acad Sci USA 1995; 92:
4601-4606.

30. Tong Q. Function of GATA transcription factors in preadipocyte-adipocyte
transition. Science 2000; 290: 134-138.

31. Ozawa Y. Histone deacetylase 3 associates with and represses the
transcription factor GATA-2. Blood 2001; 98.

32. Komashko VM, Farnham PJ. 5-azacytidine treatment reorganizes genomic
histone modification patterns. Epigenetics 2010; 5.

33. Menendez L, Walker D, Matyunina LV, Dickerson EB, Bowen NJ, Polavarapu
N, et al. Identification of candidate methylation-responsive genes in ovarian cancer.
Mol Cancer 2007; 6: 10.

34. Araki H, Yoshinaga K, Boccuni P, Zhao Y, Hoffman R, Mahmud N. Chromatin-
modifying agents permit human hematopoietic stem cells to undergo multiple cell
divisions while retaining their repopulating potential. Blood 2007; 109: 3570-3578.
35. Sakamoto H, Kogo Y, Ohgane J, Hattori N, Yagi S, Tanaka S, et al. Sequential
changes in genome-wide DNA methylation status during adipocyte differentiation.
Biochem Biophys Res Commun 2008; 366: 360-366.



145

36. Guo W, Zhang K-M, Tu K, Li Y-X, Zhu L, Xiao H-S, et al. Adipogenesis
licensing and execution are disparately linked to cell proliferation. Cell Res 2009; 19:
216-239.

37. Muruganandan S, Roman A, Sinal C. Adipocyte differentiation of bone
marrow-derived mesenchymal stem cells: cross talk with the osteoblastogenic
program. Cell Mol Life Sci 2009; 66: 236-289.

38. Hupkes M, Jonsson M, Scheenen W, van Rotterdam W, Sotoca A, van
Someren E, et al. Epigenetics: DNA demethylation promotes skeletal myotube
maturation. FASEB J 2011; 25: 3861-3872.

39. Davidson S, Crowther P, Radley J, Woodcock D. Cytotoxicity of 5-aza-2'-
deoxycytidine in a mammalian cell system. Eur J Cancer 1992; 28: 362-370.

40. Meissner A. Epigenetic modifications in pluripotent and differentiated cells. Nat
Biotechnol 2010; 28: 1079-1167.

Figure legends

Figure 1. Analysis of histone acetylation during the differentiation of MSCs into
adipocytes. (A) Western blot analyses showing changes in acH3 levels after 1 and 14
days of control culture conditions (CTL) or adipocyte differentiation induction (IND);
an actin probe was used as a loading control. (B) Quantitative analyses of relative
acH3 levels. Data are expressed as means + SD. Asterisks just above standard
deviation bars show the statistical significance of the difference with respect to
control cultures after 1 day. (*) p < 0.05. (c-j) Immunofluorescence images of BM-
MSCs (C-F) and ADSCs (G-J), showing acH3 staining (red) after 1 and 14 days of
induction or non induction. Minor boxes show merged images of DIC and nuclei
counterstained with DAPI.

Figure 2. Analysis of histone acetylation in MSCs after two days of treatment with
TSA. (A-B) Western blot analysis of acH3 levels in cultured BM-MSCs (A) and
ADSCs (B); an actin probe was used as a loading control. (C) Quantitative analysis
of relative levels of acH3 in cultured BM-MSCs and ADSCs. Data are expressed as
means + SD. Asterisks just above the standard deviation bars indicate a statistically
significant difference with respect to untreated cultures of BM-MSCs or ADSCs. (*) p
<0.05; (**) p<0.01.
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Figure 3. Effect of TSA treatment on gene expression in MSCs. PPARG, GATA2 and
BMP4 were analyzed by RT-PCR after two days of treatment. GAPDH was used as
control.

Figure 4. Effect of treatment with TSA on differentiation and proliferation of MSCs.
(A) The effect of TSA on the adipogenic differentiation of BM-MSCs and ADSCs
observed in cell cultures after staining with Oil Red O. (B) Relative quantification of
adipocyte differentiation. (C) PPARG and (D) FABP4 expression in the cultures after
14 days of adipocyte differentiation. GATAZ2 expression in non-induced (E) or
induced (F) cultures treated with TSA. (G) Cell proliferation analysis after treatment
with TSA. Data are expressed as means * SD. Asterisks just above the standard
deviation bars indicate statistically significant differences with respect to untreated
cultures of BM-MSCs or ADSCs. (*) p < 0.05; (**) p < 0.01; (***) p < 0.001.

Figure 5. Effect of 5azadC treatment on gene expression in MSCs. PPARG, GATA2
and BMP4 were analyzed by RT-PCR after two days of treatment. GAPDH was used
as control.

Figure 6. Effect of treatment with 5azadC on differentiation and proliferation of
MSCs. (A) The effect of 5azadC on the adipogenic differentiation of BM-MSCs and
ADSCs cultures observed after staining with Oil Red O. (B) Relative quantification of
adipocyte differentiation. (C) PPARG and (D) FABP4 expression in the cultures after
14 days of adipocyte differentiation. GATA2 expression in hon-induced (E) or
induced (F) cultures treated with 5azadC. (G) DNA content was not modified by two
days of 5azadC treatment. (H) Cell proliferation analysis after treatment with 5azadC.
Data are expressed as means + SD. Asterisks just above standard deviation bars
indicate statistically significant differences with respect to untreated cultures of BM-
MSCs or ADSCs. (*) p < 0.05; (**) p <0.01; (***) p < 0.001.

Figure S1. Cytotoxicity analysis of BM-MSCs, ADSCs and Hela cells treated with
TSA (A) and 5azadC (B) for two days by MTT assay. BM-MSCs and ADSCs are
more resistant than HelLa cells to 5azadC and TSA effects. 500 nM TSA treatment
decreased the proliferation of BM-MSCs, while the same treatment resulted in death
of HeLa cells. In addition, 10 uM and 100 puM 5azadC treatments significantly
reduced proliferation of HeLa when compared to untreated cultures, nevertheless, no
significantly effect was observed in MSCs. Data are expressed as means and
asterisks indicate statistically significant differences with respect to untreated
cultures. (*) p <0.05; (**) p < 0.01.
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Figure S2. Timing of treatments and adipocyte induction.

Figure S3. DIC images obtained from BM-MSCs and ADSCs cultures treated with
5azadC for two days and induced or non-induced to adipogenesis for 14 days after
staining with Oil Red O. Bar = 100 um.

Figure S4. DIC images obtained from BM-MSCs and ADSCs cultures treated with
TSA for two days and induced or non-induced to adipogenesis for 14 days after
staining with Oil Red O. Bar = 100 pm.

Figure S5. Global and specific effects of 5azadC on DNA demethylation. (A) BM-
MSCs were treated with 5azadC for two days and methylcytosine was evaluated by
slot blot immunoassay, as described in Supplemental Materials and Methods. (B)
TP73 was expressed in a dose-dependent manner with 5azadC treatments as
evaluated by RT-PCR.

Table S1. Primer sets used for RT-PCR and quantitative RT-PCR analyses.

Supplemental Materials and Methods

Cytotoxicity analysis

We evaluated cytotoxicity of 5azadC and TSA by MTT assay. MSCs and Hela cells
(ATCC CCL2) were seeded on 96-wells flatten bottom plates. After the cultures
achieved 80% confluence, they were treated with 5azadC or TSA (both from Sigma)
for two days. After removing the medium and replace it with 100 L of fresh medium,
cells were incubated with 10 puL of a 12 mM MTT (Sigma) solution for 4 hours at
37°C. The resulting formazan was solubilized with 100 pL of DMSO. After mixing for
10 min, absorbance was measured at 550 nm using Synergy H1 Hybrid Multi-Mode
microplate reader (Biotek).

Slot blot immunoassay

We plated same number of MSCs on 75 cm? culture flasks and treated them with
5azadC for two days. Cells were collected and genomic DNA was extracted with the
Qiamp DNA mini kit (Qiagen), according to the manufactures’ instructions. DNA
concentration was measured, in triplicate, with a NanoDrop ND-100
Spectrophotometer (Thermo Scientific). 1 ug of DNA samples was denatured with the
addition of 0.1 volume of 3 M NaOH and incubated for 1 h at 60°C. After cooling, 1
volume of 6X SSC was added to samples. The mixture containing DNA was
transferred to nitrocellulose membrane Hybond-ECL (GE Healthcare) by vacuum with
the Minifold 1l Slot Dot System (Schleicher & Schuell). DNA was immobilized by
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baking at 80°C for 1 h. Membrane was blocked with 5% BSA in TBST for 1 h and
incubated with mouse monoclonal anti-methylcytosine antibody (1:1000; Abcam),
diluted in TBST plus 1% BSA, for 3 h at room temperature. The membrane was
rinsed three times with TBST and incubated for 1 h at room temperature with the
peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgM secondary antibody (1:2000; Sigma).
Again, the membrane was washed three times with TBST and the blot was
processed using the detection reagents supplied in the chemiluminescence kit Novex

ECL HRP (Invitrogen) according to the manufacturer's instructions.
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Official Symbol Sequence (5’ - 3’) Size Annealing (°C) Reference
(bp)
BMP4 Forward: ACTTCGAGGCGACACTTCTG 214 60
Reverse: TCCAGATGTTCTTCGTGGTGG
DES Forward: CCAACAAGAACAACGACG 408 60
Reverse: TGGTATGGACCTCAGAACC
FABP4 Forward: ATGGGATGGAAAATCAACCA 97 60 (2)
Reverse: GTGGAAGTGACGCCTTTCAT
GAPDH Forward: GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC 150 60 (1)
Reverse: TGGTTCACACCCATGACGA
GATA2 Forward: ATGGGATGGAAAATCAACCA 295 65
Reverse: GTGGAAGTGACGCCTTTCAT
PPARG* Forward: ATTACAGCAAACCCCTATTCC 139 60
Reverse: GGCATCTCTGTGTCAACCAT
TP73 Forward: GCTGATGAGGACCACTACCG 172 60
Reverse: CTCGCACCTGAAGGTAGTACG

BMP4, bone morphogenetic protein 4; DES, desmin; PPARG, peroxisome proliferator-activated nuclear receptor gamma; FABP4,
fatty acid binding protein 4; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GATA2, GATA binding protein 2; TP73, tumor

protein p73.

* Primers amplify only transcript variant 2.

Reference:

1. Rebelatto CK, Aguiar AM, Moretao MP, Senegaglia AC, Hansen P, Barchiki F, et al. Dissimilar differentiation of mesenchymal

stem cells from bone marrow, umbilical cord blood, and adipose tissue. Exp Biol Med (Maywood) 2008; 233: 901-913.
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