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RESUMO

As células tronco mesenquimais (CTMs) sdo células adultas que possuem
capacidade de auto-renovacao, viabilidade a longo prazo e um potencial limitado
para diferenciar em distintos tipos celulares. As CTMs nao possuem restricbes
éticas, ndo sao teratogénicas e vém sendo muito estudadas para sua utilizagdo na
terapia celular. O transplante de células tronco mesenquimais derivadas da medula
O0ssea adulta tém sido proposto, e esta atualmente sendo testado, como estratégia
para o reparo cardiaco apds o dano do miocéardio. No entanto, é razoavel pensar
que a preé-diferenciagdo a um determinado tipo celular antes do transplante, por
exemplo, cardiomidcitos, pode ser mais vantajosa na regeneracdo cardiaca que o
transplante de células ndo comprometidas. As CTMs podem ser isoladas de
diferentes fontes como a medula Gssea e tecido adiposo, e diferentes métodos de
inducdo mostram que elas sdo capazes de diferenciar em células semelhantes a
cardiomiécitos in vitro. Uma das dificuldades encontradas em qualquer dos
protocolos de diferenciagcdo in vitro é a separagdo das populacdes celulares
diferenciadas e nao diferenciadas e o seguimento em cultura das células em
diferenciacdo para estudos posteriores, moleculares ou celulares. Para contornar
esse problema, vetores lentivirais podem ser usados para transferir genes repoérteres
nas CTMs. Os vetores lentivirais sdo derivados do HIV-1 e mostram uma alta
eficiéncia na transferéncia de transgenes, 0s quais sdo integrados no genoma
independentemente da capacidade proliferativa das células hospedeiras. Assim,
com o intuito de quantificar e acompanhar a diferenciagdo das CTMs em
cardimidcitos, nesse trabalho foram utilizados vetores lentivirais de terceira geracéo
para transduzir estas células com o gene reporter da proteina verde fluorescente

podendo estar sob controle de genes expressos em musculo cardiaco.

Palavras—chave: Células tronco mesenquimais, cardiomiocitos, lentivirus



1. INTRODUCAO

As células tronco sdo células que possuem capacidade de auto-renovacao,
viabilidade a longo prazo e potencial de diferenciacdo para varios tipos celulares
(ZUK et al., 2002). Elas podem ser divididas em duas classes: embrionaria e adulta.

As células tronco embrionarias (CTEs) séo pluripotentes, derivadas de células
totipotentes de blastocistos humanos e que foram isoladas pela primeira vez por
Thomson et al. (THOMSON et al., 1998). Elas possuem o potencial para gerar todos
os tipos celulares das trés linhagens germinativas: mesoderme, ectoderme e

endoderme, tanto in vivo como in vitro (Figura 1) (KEHAT et al., 2001).
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Figura 1: Diferenciacdo das células tronco embrionarias nos trés folhetos germinativos.
(Fonte: YU,J.; THOMSOM, J. A. Regenerative Medicine, 2006 p. 2)

As CTE expressam fatores transcricionais tais, como, OCT3/4 e nanog e
apresentam uma atividade aumentada da telomerase. Embora exista um grande
interesse do uso das CTEs para producéo de 6rgaos e tecidos, as limitacbes em seu
uso se encontram nas restricdes éticas e na geracao de teratomas (WEI et al.,
2005).

As células tronco adultas séo células multipotentes (DAMME et al., 2006) que
podem ser encontradas em varios tecidos como, por exemplo, medula 0Ossea,

corrente sanguinea, cérnea e retina do olho, polpa do dente, figado, pele, trato



gastrointestinal, pancreas entre outros e apresentam uma diferenciagdo mais
limitada quando comparadas com as CTEs (MONTOYA et al., 2005). Diferentemente
das células tronco embrionarias, o uso das CTMs ndo possuem restricbes éticas,
nao sao teratogénicas e permitem o transplante autélogo ou pouco imunogénico
(TODA et al., 2007).

Uma grande fonte de células tronco adultas é a medula éssea, local onde podem
ser encontradas tanto células tronco hematopoéticas quanto células tronco
mesenquimais. Mantendo as caracteristicas de células tronco, as células tronco
hematopoéticas possuem a capacidade de auto renovacdo e de diferenciagdo em
todos os tipos de células sanguineas, possibilitando a reposicdo de células do
sistema hematopoético (VERFAILLIE et al., 2002).

As células tronco mesenquimais (CTM) (MINGUELL et al., 2001) podem ser
isoladas ndo somente da medula 6ssea adulta mais também do sangue periférico e
tecidos como, por exemplo o tecido adiposo (ZUK et al., 2001), apresentando uma
freqiéncia muito baixa estimada em torno de 0,05% e de 0,5% da fracao celular da
medula 6ssea (STRAUER et al., 2003) e no tecido adiposo, respectivamente (DE
UGARTE et al., 2003). As CTMs séo células tronco adultas, caracterizadas pelo fato
de permanecerem quiescentes, de forma que ndo se proliferam. Elas séao
importantes na manutencdo da integridade dos tecidos e 6rgaos, pois sdo células
indiferenciadas que estdo num tecido diferenciado. Essas células podem produzir
todos os tipos de células do tecido, sendo que essa especializacdo depende de qual
tecido elas foram originadas, ou da plasticidade da célula (WAGERS et al., 2002;
VERFAILLIE et al., 2002; MINGUEL et al., 2001; RANGAPPA et al. 2003;
RODRIGUEZ et al., 2004, MONTOYA et al., 2005; KULTERER et al., 2007) incluindo
células cardiacas (Figura 2) (TOMA et al., 2002; MAKINO et al., 1999).
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Figura 2: Plasticidade da célula (Fonte: Stem cells: Scientific Progress and Future Research
Directions)

As CTMs tém como propriedade fisica a aderéncia ao substrato, morfologia
alongada semelhante aos fibroblastos (KOTOBUKI et al., 2004) e a capacidade de
formar colénias quando em baixa densidade (COLTERER et al., 2000). Quanto a
caracteristica fenotipica, as CTMs sao destituidas de marcadores hematopoéticos e
endoteliais como CD45 e Cd11b e moléculas de adesdo como CD31 e CD18, mas
geralmente expressam uma bateria de marcadores: CD44, CD49e, CD62, STRO-1,
MHC-1, CD-117, CD-105, CD-90, CD-73 (KULTERER et al.,, 2007). Para definir
funcionalmente uma célula tronco mesenquimal esta deve ser capaz de se
diferenciar in vitro em trés linhagens: adipocitos (PITTENGER et al.,, 1999),
condrocitos (YOO et al., 1998) e osteoblastos (JAISWAL et al., 1997) (Figura 3).



Adipdcitos Condrocitos Osteoblastos

Figura 3: Trés linhagens diferenciadas in vitro (Fonte: adipécitos: www.conganat.org; condrécitos:

virtual.ujaen.es; osteoblastos: www.zsalud.com — acesso: 27/11/07)

Atualmente, elas véem sendo muito estudadas para sua utilizagdo na terapia
celular como, por exemplo, na cardiomioplastia (reparacdo de tecido cardiaco
danificado) (FORBES et al., 2002; TOMA et al., 2002). O transplante de células
tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea adulta tem sido proposto, e esta
atualmente sendo testado como estratégia para o reparo cardiaco apés o dano do
miocardio, objetivando uma melhora na regeneracdo cardiaca (JAVAZON et al.,
2004; SMITS et al., 2005; POH et al., 2006).

Portanto, € razoavel pensar que a pré-diferenciacdo in vitro das CTMs a um
determinado tipo celular antes do transplante, principalmente a cardiomidcitos e
células endoteliais, pode ser mais vantajosa nha regeneracdo cardiaca que o
transplante de células ndo comprometidas evitando, assim, tipos celulares
indesejados (Figura 4) (TOMITA et al., 1999; MAKINO et al., 1999; MIN et al., 2002;
BITTIRA et al, 2002; DAVANI et al, 2003; PROSPER et al, 2003;
RAMAKRISHNAN et al.,, 2003; SOUZA et al.,, 2004, BROFMAN et al.,, 2004;
BEHFAR et al., 2007).
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Figura 4: Pré-diferenciacéo das CTMs in vitro e transplante em tecido cardiaco.

De fato, estudos de pesquisa basica mostraram que tanto as CTMs como as
células tronco embrionarias podem ser direcionadas a fenétipo cardiaco (SMITS et
al., 2005; KEATING et al., 2006), mas os processos de diferenciacdo in vitro
mostram uma eficiéncia baixa, menos que 3%, ou muitas vezes ndo sao
guantificados porque nao é possivel fazer um acompanhamento in vitro das células
em diferenciagcdo (FUKUHARA et al., 2003; ZHANG et al., 2005; KADIVAR et al.,
2006).

A diferenciacdo das células tronco em uma linhagem cardiaca pode ser
alcancada através de varias técnicas que podem ser utilizadas em conjunto ou
separadamente envolvendo multiplas vias de sinalizacdo (HENG et al., 2004). Os
processos que regulam a diferenciagcdo sdo complexos e as interacdes entre os
sinais sdo pouco conhecidas. Entretanto, o microambiente onde a célula esti se
desenvolvendo tem um papel critico no seu comprometimento a diferenciacdo em
determinada linhagem celular (RANGAPPA et al., 2003). Varias estratégias podem
ser utilizadas para orientar a diferenciacdo das células tronco in vitro como, entre
outras, o desenvolvimento de meios de cultura quimicamente definidos (WONG et
al, 1993; GOLDSBOROUGH et al., 1998; HENG et al, 2004) e co-culturas, tanto

diretas quanto indiretas, de células nao diferenciadas com células diferenciadas



(TERADA et al., 2002; YING et al., 2002 ; HENG et al., 2004). Além disso, alguns
compostos quimicos sintéticos também podem promover a diferenciacdo das
células tronco mesenquimais em cardiomidcitos in vitro. Entre esses estd a 5-
azacitidina que € um morfégeno analogo da citosina capaz de alterar a expressao
de certos genes que regulam a diferenciacdo (FUKUDA, 2000).

A diferenciacdo a cardiomibcitos é caracterizada pela maturacdo de estruturas
miofibrilares, pela expressao de canais de sodio, potassio e calcio para contracdo e
excitacao, pela formacéo das juncdes gap e pela saida do estado GO do ciclo celular
para a proliferacdo (WEI et al., 2005). Durante a diferenciacdo, genes de expressao
tipicamente cardiaco sdo ativados como, por exemplo, os fatores de transcrigdo
GATA 4 e NKx 2.5 e proteinas estruturais de sarcobmero como Troponia |, Troponina
T cardiaca, Miosina de Cadeia Leve Atrial (MLCa) e Miosina de Cadeia Leve
Ventricular (MLCv) (KEHAT et al., 2001).

Entre as dificuldades encontradas em alguns dos protocolos de diferenciacao in
vitro estdo a separacao das populacdes celulares diferenciadas e nao diferenciadas
e 0 acompanhamento, em cultura, das células em diferenciacdo para estudos
moleculares e/ou celulares posteriores. Essas dificuldades poderiam ser
contornadas através da utilizacdo do método de separacdo magnética (SIEGEL,
2002), do sorting por citometria de fluxo (HERZENBERG et al., 2002) ou pela
utilizacdo de genes reporteres como a da proteina green fluorescent protein (GFP).

Trabalhos recentes demonstram o uso de vetores oncoretrovirais para transduzir
genes em CTMs (ZHANG et al.,, 2003; BONCI et al.,, 2003), uma vez que esses
vetores transferem genes eficientemente para a cromatina de células-alvo sem
transferéncia de outros genes virais (NALDINI, 1998). No entanto, a limitacdo de seu
uso é devido a baixa eficiéncia da transducéo, a falta da expresséo do transgene por
longo tempo (ZHANG, 2005) e a dependéncia de divisbes celulares para seu ciclo
de vida (ZHANG, 2002).

Uma possivel solucdo para esse problema é o uso de vetores lentivirais para
transduzir o gene da proteina do GFP em CTMs. Os vetores lentivirais sdo um tipo
de retrovirus derivados do HIV tipo 1 (NALDINI, 1998) e que podem infectar tanto
células em divisdo, quanto quiescentes (KAY, 2001; NALDINI, 1998; TRONO, 2000
VIGNA et al., 2000; ZHANG et al., 2002). Isso € possivel devido a capacidade que o

vetor lentiviral possui de atravessar o poro nuclear pela maquinaria de importacéo do



nacleo e, assim, de se integrar no genoma (KAY, 2001), podendo sustentar sua
expressao por até mais de cinco meses (REISER et al., 2005).

O genoma de lentivirus contém as regides gag, pol e env, que codificam as
proteinas de membrana da célula hospedeira, as enzimas associadas ao virus e as
glicoproteinas do envelope, respectivamente (VIGNA, 2000). Essas regides
codificadoras séo flanqueadas pelas repeticbes longas terminais (LTRs: 5’ e 3'LTR)
e pelas sequUéncias cis-acting essenciais para a integracdo e transcricao (KAY,
2001). Além desses genes, 0s lentivirus possuem dois genes regulatdrios tat e rev,
requeridos para a replicacao viral (KAY, 2001; NALDINI, 1998).

Os lentivirus podem ser gerados in vitro usando um multiplo sistema atenuado de
empacotamento, diminuindo o risco de mobilizacdo do vetor e recombinacdo com o
virus tipo selvagem (KAY, 2001; NALDINI, 1998). Este € um procedimento que
permite o trabalho com biosseguranca, que € ativado pela transfeccdo de quatro
plasmideos: (1) gag e pol: codificam proteinas estruturais do virus e a transcriptase
reversa, respectivamente; (2) rev: um regulador pés-transcricional da expressao de
gag e de pol, bem como das proteinas de exportacdo nuclear de RNA; (3) o cassete
para a transferéncia do transgene (GFP) que esta sob o controle do promotor de
citomegalovirus (CMV) flanqueado pelas sequiéncias cis-acting que séo requeridas
para o encapsidamento, para a transcricdo reversa e integracao, incluindo o sinal
(p+) de empacotamento (ZUFFEREY, 1998; DAMME et al., 2006) e (4) nesse
plasmideo o gene env é substituido por vsv-g (Virus estomatitis vesicular) que
aumenta a estabilidade do lentivirus e seu tropismo de infeccdo porque seu receptor
é simultaneamente expresso em células de mamiferos (TRONO, 2000).

Esses vetores lentivirais possuem uma delecédo na sequéncia 3'LTR que, quando
transduzidas em células alvos, resultam na inativacdo da transcricdo da sequéncia
S'LTR.

Para facilitar a entrada do lentivirus nas CTMs alguns trabalhos relatam o uso de
polibrene o qual € um potencializador e que, segundo Jenses (2002), é capaz de
aumentar a transducao viral em células da linhagem NIH-373.

Com o intuito de acompanhar a diferenciacdo de CTMs a cardiomiocitos in vitro,
vetores lentivirais foram usados para transduzir estas células com o gene repoérter da
proteina verde fluorescente (GFP) sob o controle de promotores do citomegalovirus

ou de genes expressos em musculo cardiaco.



2. OBJETIVO GERAL

Construcao e transducao de vetores lentivirais que contém o gene da proteina do
GFP sob o controle de promotores cardiacos para células tronco mesenquimais

induzidas a se diferenciarem em cardiomiécitos

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cultivo das CTMs isoladas de tecido adiposo e de medula 6ssea

2. Transducdo das CTMs isoladas da medula 6ssea e/ou do tecido adiposo
humano com lentivirus que contém o gene da proteina do GFP

3. Avaliacéo da sobrevida das CTM transduzidas

4. Selecdo de genes que se expressam especificamente em cardiomocitos e
busca de seus promotores

5. Clonagem dos promotores (desenho dos primers, amplificacdo e purificacao
da sequéncia dos promotores, digestao e ligacao)

6. Producéo das particulas virais contendo o plasmidio com a GFP utilizando as
células da linhagem 293FT



4. MATERIAIS E METODOS:
4.1 Cultivo das CTMs isoladas de tecido adiposo e/ou medula 0ssea:

As células da medula éssea e do tecido adiposo foram coletadas na Pontificia
Universidade Catdlica do Parana e Santa Casa de Misericordia de Curitiba de
pacientes submetidos a cirurgias cardiacas (revascularizacdo do miocéardio). A coleta
de células da medula éssea foi realizada através da puncéo da crista iliaca posterior
do doador, com o auxilio de seringas contendo solu¢do anticoagulante e transferida
para bolsa de transferéncia contendo meio 199. As células do tecido adiposo serao
coletadas de doadores que foram submetidos a cirurgias de dermolipectomia no
Instituto de Medicina e Cirurgia do Parana.

As CTMs isoladas de tecido adiposo humano foram plagueadas numa
concentracdo de 1,25x10° células por poco com D-MEM-F12 suplementado com
15% de soro bovino fetal e 10x de antibiotico penicilina-estreptomicina. Ja as CTMs
isoladas de medula 6ssea foram plaqueadas numa concentracdo de 1,25x10°
células por poco com IMDM suplementado com 15% de soro bovino fetal e 10x de
antibiético penicilina-estreptomicina. As placas foram incubadas numa estufa com
5% de tensao de CO, a 37°C com o meio de cultura sendo trocado uma vez por

semana.

4.2 Transducédo das CTMs isoladas da medula 6ssea e/ou tecido adiposo
humano com lentivirus portando o gene da GFP:

As CTM foram transduzidas com o gene repoérter GFP utilizando vetores
lentivirais em uma MOI de 10. Para a producdo das particulas virais transdutoras,
culturas de células da linhagem 293FT (Invitrogen) foram estabelecidas em placas
de 15 cm de diametro, utilizando 22 mL de meio “high-glucose D-MEM” em cada
placa e mantidas na estufa a 37°C até alcancarem uma confluéncia de 40 — 60%.
Para a transfeccéo, foram plaqueadas 8,5 x 10° células. A solucéo de transfeccéo
contém: CacCl, (2,5 M), DNA a transfectar (concentracdo 0,5-3 mg/mL) e HBS 2X (pH
7,03). A partir da transfeccdo o meio foi retirado das placas no periodo de 24 e 48

horas, filtrado (filtro 0,22 pum) e ultracentrifugado a 19000x g por 2 horas. O pellet foi



ressuspendido em PBS. Para a titulacdo foram usadas as linhagens de células
Hela, sendo plaqueadas 5x10* células em cada poco, em duas placas de seis
pocos (uma controle e outra transduzida) (Figura 5), e mantidas com meio RPMI
suplementado com 10% de soro bovino fetal. No dia da infeccéo, as células foram
tripsinizadas e foi adicionado meio composto de 10 mL de RPMI (10% de soro
bovino fetal), 80 pg/uL de polibrene e diferentes volumes do meio que continha os

vetores lentivirais.

Figura 5: Maneira como as células foram plaquedas nas placas de seis pogos. MO4: medula 6sse 4;

MO5: medula 6ssea 5; MO6: medula 6ssea 6; AD1: adiposo 1 e AD3: adiposo 3.

4.3 Avaliacéao da sobrevida:

Para a contagem, as células foram tripsinizadas adicionando 1,5 mL de tripsina
(0,05% p/v)-EDTA (0,02% p/v). Uma aliquota era retirada, corada com azul de tripan
e contada em Camara de Neubauer apenas nas areas enumeradas (Figura 6).
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Figura 6: Neubauer (fonte:

http://www.ugr.es/~jhuertas/EvaluacionFisiologica/Recuento rojos/Imagenes/qgrid.qif acesso:

27/11/07)

A avaliacdo da sobrevida foi realizada da seguinte maneira:

Areal |Area2 |Area3 |Area4d
>Ct |ZCtAl 2CtA2 |2ZCtA3 |XCtA4
2CM|ZCmA1|ZCmA2 ZCmA3 | 2CmA4

D=3CT-3CM=R =Rx2=Rx10*=R x 1,5ml
4
onde: D: divisdo; Ct: células totais; Cm; células mortas; R: resultado; Al-4: areas da

camara de neubauer (Figura 6).

4.4 Selecdo de genes que se expressam especificamente em cardiomiécitos

e busca de seus promotores:

Com o auxilio do site NCBI (www.ncbi.nih.gov) foi realizada uma revisao

bibliografica para encontrar 0s genes expressos especificamente em cardiomiécitos,
cujos promotores sejam bem caracterizados e que melhor se adequassem as

condicdes do vetor pRRLsin18ppt-pgk-gfp.


http://www.ugr.es/~jhuertas/EvaluacionFisiologica/Recuento_rojos/Imagenes/grid.gif�
http://www.ncbi.nih.gov/�

4.5 Desenho de iniciadores para esses promotores:

Os iniciadores foram desenhados com o auxilio do programa Primer Select. As
letras em negritos indicam os nucleotideos adicionados para o reconhecimento das
enzimas de restricao e os iniciadores foram o0s seguintes:

Troponina série 1: F=5 TTCTCGAGTCCAAATTCCACTTCTGAGGC 3
R=5 TTGGATCCGAGATAAAGGGCGAGGACAC 3

Troponina série 2:  F=5 TTCTCGAGTATTCCTAGAATTCTAGATTGTTC 3
R=5 TTGGATCCGCTTGAGACTCCCCGAG 3

MLC-2v: F=5 TTCTCGAGGACCCAGAGCACAGAGCATCG 3’
R=5 TTGGATCCGAATTCAAGGAGCCTGCTGGC 3’
a-Actinina: F=5 TTCTCGAGACTCAGATGTGCTGCTG3’

R=5 TTGGATCCGCCTTATTTGGCCCTTCG3’

4.6 Amplificacdo e purificacdo da sequéncia dos promotores e da PCR de

colbnia:

O DNA foi extraido de células sanguineas humanas usando o kit: “Blood e Cell
culture DNA max kit” da Qiagen seguindo as recomendacgdes do fabricante. O DNA
foi concentrado em Microcon (Centrifuge Filter Devices — Amicon) seguindo
recomendacdes do fabricante. O DNA foi fragmentado de trés maneiras diferentes:
mecanicamente utilizando, uma seringa com agulha tamanho 18, com movimentos
continuos do émbolo por doze vezes, centrifugacdo de 3-5 minutos com pérolas de
vidro e/ou sonicado com trés séries de 10 segundos, huma poténcia de 20, pulso de
4 segundos (Ultrasonic Homogenizer 4710 series) e um intervalo de 1 minuto em
cada série.

As condic¢des de amplificagao foram:

Troponina série 1: 35 ciclos: temperatura de anelamento: 52°C-40seg, temperatura

de extensdo: 72°C-1min, 72°C-1min e 30 seg; 45 ciclos: temperatura de anelamento:
60°C-40segq, temperatura de extensao: 72°C-1min e 30 seg
PCR de gradiente para Trop 1: 45°C - 55°C e 45°C — 65°C

Troponina série 2: 35 ciclos: temperatura de anelamento: 40°-30seg, 55°C-30seq,

temperatura de extenséo: 72°-30seg, 72°C-1min e 30seg



MLC-2v: 35 ciclos: temperatura de anelamento: 55°C-30seg, temperatura de
extensao: 72°C-30seg
a-Actina: 35 ciclos: temperatura de anelamento: 40°-30seg, 55°C-30seg temperatura
de extensdo: 72°-30seg, 72°C-1min e 30seg
A PCR de colbnia, foi realizada nas mesmas condi¢cdes utilizadas para a
amplificagéo do promotor da miosina.

A purificacdo dos promotores foi realizada utilizando o kit (High Pure PCR-

product purification kit- Roche) e seguindo as recomendacdes do fabricante.

4.7 Digestéo e ligacdo dos promotores em pGEM-T e montante do gene da

GFP no vetor pRRLsin18ppt-pgk-gfp:

A digestdo do plasmideo e do inserto foram realizados com as enzimas Xhol e
BamHI. As condi¢Ges da digestdo foram as seguintes:

Digestdo do plasmideo: 30 U/mL de BamHI; 30 U/mL de Xhol, Oif. de BSA (10
ml/uL), 1x buffer da BamHlI, 5 ug de plasmideo. Volume final 30 L.

Digestdo do inserto: 120 U/mL de BamHI, 120 U/mL de Xhol, 0,3 yL de BSA (10
ml/uL), 1x buffer da BamHI, 0,285 pg de inserto. Volume final 50 pL. Foram
realizados controles com cada enzima separada e com inserto.

A purificacdo da digestdo foi realizada com o kit: (High Pure PCR-product
purification kit- Roche) seguindo as recomendacoes do fabricante e sem Kit.

O promotor da miosina foi clonado em dois plasmideos: pGEM-T e
pRRLsin18ppt-pgk-gfp. A clonagem em pGEM-T (“‘pGEM-T and pGEM-T easy
Vector Systems”- Promega) foi realizado conforme as instru¢bes do fabricante e
incubadas no termoblock — Eppendorf — por 12horas a 16°C. Para a ligacdo do
promotor da miosina ao plasmideo pRRLsin18ppt-pgk-gfp foram realizadas trés
diluigdes (1:1; 1:5; 1:10 sendo 1= 6,7x10% para um volume final de 20 pL utilizando:
1x buffer de T, DNA ligase, 1 u de T,DNA ligase:

As amostras foram incubadas no termoblock — Eppendorf — a 16° por 12 horas.
Em seguida o pGEM-T com o promotor da miosina foi transformado em células XL1-
blue pela adicdo de 50 pL de bactéria e 3 pL de clone pGEM-T em tubos tipo
Eppendorf. As bactérias e seus clones foram passados para uma cubeta de

elotroporacédo e eletroporaradas, utilizando o aparelho Gene Pulser, em uma



poténcia de 25 pF, 200 Q e 2,5 KV de 4- 5 milisegundos. Foram adicionados 300 pL
de meio SOC, agitando por uma hora. Depois foram centrifugadas a 8000 xg por 5
minutos, plaqueadas com LBamp IPTG-Xgal e incubadas por 12 horas a 37°C.

O plasmideo pRRLsin18ppt-pgk-gfp com o promotor da miosina foi
transformado em células Stbl-2 (Max Efficiency Stbl-2 competente cells) seguindo as
indicacdes do fabricante. As células Stbl-2 que continham o plasmideo lentiviral e 0
promotor da miosina foram selecionadas com o gene de resisténcia para ampicilina.

Estas células entdo foram usadas para realizacdo da placa mée (Figura 7).
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Figura 7: “Placa mée” (Fonte: http://www.fgsc.net/fgn48/Image9.qif - acesso: 28/11/07)

4.8 Minipreparacao e midipreparagéo:

Para a minipreparacao foi realizado um cultivo de colénias em 3 mL de meio
liqguido LB e 300 mg/uL de ampicilina e ficaram 12 horas agitando & 37°C e 300 rpm.
A minipreparacéo foi realizada usando kit: Quiaprep Spin Miniprep kit"- Qiagen de
acordo com as indicacbes do fabricante. Para midipreparacéo, as bactérias foram

cultivadas em meio contendo 3 mL de meio LB e 300 mg/uL de ampicilina e
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permaneceram 8 horas agitando a 37°C e 300 rpm. Em seguida foi realizado um
novo plagueamento em meio com 50 mL de meio LB e 5000 mg/uL de ampicilina.
Esse meio ficou 12 horas agitando a 37°C e 300rpm para a realizacdo da midiprep
com o kit: HiSpeed Plasmid Purification Handbook- Qiagen, seguindo as indicacdes
do fabricante.

Digestdo de minipreparacéo: 10 U/mL de BamHI, 10 U/mL de Xhol, 0,1 mg/mL
de BSA, 1x buffer da BamHI, 11,5 ug DNA. Volume final 20 yLadidest
midipreparacao: 10 U/mL de BamHI, 10 U/mL de Xhol, 0,1 mg/mL de BSA, 1x buffer
da BamHI, 0,01 u de DNA.

A purificacdo foi realizada com o kit: High Pure PCR-product purification Kit-
Roche, seguindo as recomendacdes do fabricante e sem kit. Para a purificagdo sem
o kit um tip de 1000 uL com filtro foi cortado na abertura menor e lavado duas vezes
com agua milique. Um fragmento do gel, contendo o plasmideo digerido, foi
colocado no tip de 1000 uL com filtro e centrifugado a 6000 rpm por 6 minutos. O
DNA foi precipitado com 0,3M de acetato de sodio e 2,5 vezes o volume de etanol
100% por 12 horas a -20°C. Depois a amostra foi centrifugada a 12000 rpm por 20
minutos e em seguida lavada duas vezes com etanol 70% gelado, e centrifugada a
12000 rpm por 5 minutos. Em seguida o eppendorf foi deixado aberto para evaporar
etanol e a amostra foi ressuspendida em &gua milique. Apés a purificacdo, as
amostras foram quantificadas no espectofotdmetro e concentradas utilizando
microcon (Centrifuge Filter Devices — Amicon) seguindo as recomendacfes do

fabricante.

Como néo foi possivel a clonagem dos promotores no plasmideo pRRLsin18ppt-
pgk-gfp, os materiais e métodos referentes aos numeros 6, dos objetivos

especificos, ndo serdo detalhados ou descritos.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO:

5.1. Transducao com vetores lentivirais portando o gene da GFP e sobrevida
da CTMs.

As CTMs isoladas de medula éssea e tecido adiposo, cultivadas em meio
IMDM e D-MEM-F12 respectivamente, apresentavam morfologia semelhante a
fibroblastos e aderéncia ao plastico (Figura 8), conforme descrito por Kotobuki
(2004). Estas mesmas células podem diferenciar in vitro a osteoblastos, adipdcitos e
condrocitos, quando cultivadas com os meios apropriados (comunicacdo pessoal

Carmem Rebellato).

Figura 8: CTMs observadas por microscopia invertida. A: CTM isolada de Medula Ossea; B: CTM

isolada de Tecido Adiposo.

Para avaliar a sobrevida das CTMs depois de transduzidas com vetores
lentivirais portando o gene da GFP sob o controle de promotor forte de CMV,
ensaios de crescimento in vitro foram realizados. Assim, as CTMs que atingiram a
confluéncia de 60-70% foram transduzidas numa MOI de 10 utilizando-se polibrene
numa concentracao de 80 ug/uL, conforme descritos em materiais e métodos (4.2).

Por seis semanas foi acompanhado o crescimento das CTMs transduzidas
com lentivirus, através da contagem de sua sobrevida ao longo das semanas (Figura
9 A-E).
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Grafico A: Comparacéo da sobrevida de CTMs isoladas de medula 6ssea ndo transduzidas (MO4CT)

e transduzida com GFP (MO4GFP).
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Gréfico B: Comparacao da sobrevida de CTMs isoladas de medula 6ssea néo transduzidas (MO5CT)

e transduzida com GFP (MO5GFP).
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Gréfico C: Comparacéo da sobrevida de CTMs isoladas de medula 6ssea ndo transduzidas (MO6CT)

e transduzida com GFP (MO6GFP).
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Gréfico D: Comparacéo da sobrevida de CTMs isoladas de tecido adiposo néo transduzidas (AD1CT)
e transduzida com GFP (AD1GFP).
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Gréfico E: Comparacao da sobrevida de CTMs isoladas de tecido adiposo néo transduzidas (AD3CT)
e transduzida com GFP (AD3GFP).
Figura 9 A-E: Analise da sobrevida das CTMs transduzidas com GFP durante seis semanas.

Foi possivel observar que as CTMs transduzidas com o GFP apresentaram
uma fase estacionaria no crescimento quando comparadas com o controle (graficos
A-D). Com excecdo das CTMs transduzidas de AD3 GFP (grafico E), que
mantiveram um crescimento normal até a 7° semana, as demais CTMs transduzidas
atingiram sua fase estacionaria a partir da 3° semana. A expressdao de GFP se
manteve durante pelo menos 50 dias. Esses resultados estdo de acordo com as
afirmacdes de Zhang (2002) de que os vetores lentivirais podem transduzir genes
repérteres eficientemente em CTMs (ZHANG et al., 2002), apresentando uma
expressdo que se mantém por longo tempo devido a presenca do promotor forte
interno de citomegalovirus (ZHANG et al., 2004), tanto durante a expansdo quanto
durante a diferenciacao (LEE, 2001).

Mesmo utilizando neste trabalho uma MOI relativamente baixa, os vetores

lentivirais podem estar integrando no genoma das CTMs, silenciando genes



importantes como por exemplo genes de crescimento. JA Hanazono (1997) afirma
que a proteina do GFP pode ser toxica para as células, diminuindo seu crescimento

ou a inducéo da diferenciacéo fenotipica, ou ainda sua maturacao.

5.2 Construindo vetores lentivirais para a transdug¢édo do gene da GFP sob o
controle de promotores cardiacos.

Foi realizada uma pesquisa pelas enzimas de restricdo que tivessem sitio no
vetor lentiviral, cortando exatamente nas sequéncias 5-3' do promotor do
citomegalovirus (CMV). Com o mapa lentiviral em maos, foi verificado que as
enzimas BamHI e Xhol tinham sitio de restricdo no vetor pRRLsin 18ppt-pgk-gfp, de
forma que o cortasse apenas uma vez, gerando pontas coesivas.

A partir dai foi realizada uma pesquisa bibliografica pela pagina eletrénica da
NCBI e os promotores melhores caracterizados na literatura e que melhor se
adequaram as condicbes do plasmideo foram: cadeia leve da miosina (MLC-2v)
(MOORE et al., 2004) e troponina cardiaca (Trop |) (BHAVSAR, 1996) com
tamanhos de 330pb e 1000pb respectivamente. Para esses promotores foram
desenhados iniciadores, com o programa Primer Select, de forma que os mesmos
ndo anelassem em locais inespecificos (caracteristica confirmada pelo programa
Blast), ndo formassem dimeros nem grampos e gue mantivessem uma temperatura
entre 50°C-55°C. Para o reconhecimento das enzimas BamHI e Xhol, foram
adicionados seis nucleotideos a 5’ nos iniciadores que vao adiante e a reverso.

Para verificar se o produto da PCR do promotor inteiro ndo seria inativado
através da excisao pelas enzimas de restricao, foi utilizado o programa Map Draw o
qual confirmou que os iniciadores ndo possuiam sitios para as enzimas de restricao
em seu interior, com excecdo daqueles nucleotideos que foram adicionados em
seus finais 5.

A amplificacdo do promotor MLC-2v ocorreu utilizando-se o DNA quebrado
por sonicacdo com 55°C de temperatura de anelamento por 30 segundos e 72°C de
temperatura de extensdo por 30 segundos. Para a amplificacdo do promotor da
Troponina | foi utilizado o DNA quebrado com seringa, pérolas de vidro e sonicacao
e em todas as condi¢cdes descritas em materiais e méetodos. Apenas 0 promotor
MLC-2v foi amplificado (Figura 11).



M G M T

1000

850
650

500

400
300

200
100

Fig 11: Eletroforese em gel de agarose 1% do produto da PCR de MLC-2v, Trop | e GAPDH.
Abreviac¢des: M: marcador 1Kb plus, Gap: GAPDH, Mi: MLC-2v; T: troponina I.

Como em todas as condi¢cOes testadas o promotor da troponina | nao foi
amplificado, foi resolvido fazer um novo desenho de iniciadores para o promotor da
troponina I, com um tamanho de 1108pb e a busca por outro promotor cardiaco na
pagina eletronica da NCBI. O novo promotor escolhido foi da a-Actinina (MINTY et
al.,, 1986) com um tamanho de 400pb. As condicbes para a escolha desses
promotores foram as mesmas da MLC-2v e troponina |, o desenho desses novos
iniciadores foi realizado com o programa Primer Select. Foram adicionados o0s
nucleotideos para o reconhecimento das mesmas enzimas e a verificacdo da nao
existéncia de sitios para as enzimas foi realizado pelo programa Map Draw.

Tanto para a amplificacdo do promotor daa -Actinina quanto para o promotor
da troponina I, foi utilizado o DNA gquebrado com pérolas de vidro e sonicado, nas
condicdes descritas para cada uma em materiais e métodos. Como controle positivo
o GAPDH foi utilizado em todas as PCRs, dado que suas caracteristicas de
amplificacdo ja estdo estabelecidas. Mais uma vez esses promotores nao foram
amplificados e, portanto, o trabalho prosseguiu apenas com o promotor da miosina
(Figura 12).
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Figura 12: Eletroforese em gel de agarose 1% do produto da PCR de GAPDH, a-Actinina e trop |.

Abreviac¢des: M: marcador 1Kb plus; a-acti: a-actinina; trop: troponina I.

Logo ap6s a amplificacdo, o promotor da miosina digerido, purificado e
concentrado (experimentos descritos em materiais e métodos 4.5 e 4.6) foi clonado
no plasmideo pGEM-T. O pGEM-T ¢ ideal para clonar produtos de PCR porque suas
pontas coesivas sao terminadas em timina, pareando com os produtos de PCR que
terminam com a adenina adicionada pela Taq polimerase. Essa construgao foi
transformada em células XLI-blue (conforme descrito em materiais e métodos 4.6).

Das col6nias positivas foi realizado uma placa mae (conforme descrito em
materiais e métodos 4.6) e uma PCR de colbnia. As colbnias selecionadas para a
realizacdo da midipreparacédo, foram aquelas em que as bandas estavam evidentes
(Figura 13).
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Figura 13: Eletroforese em gel de agarose 1% do produto da PCR das colbénias de 1-10. Abreviacdes:
M: marcador 1Kb plus.

O plasmideo liberado pela midipreparacdo foi digerido, purificado e
concentrado. O promotor da MLC-2v liberado do pGEM-T foi usado para clonagem
no plasmideo pRRLsin 18ppt-pgk-gfp.

Essa construcdo foi transformada em células Stbl-2 e das colbnias positivas
foi realizado a placa mée. Na PCR de colonia ndo foram observadas bandas claras,
mas sim um rastro. Pelo gel de agarose foram selecionadas algumas col6nias que
se achava corresponder ao tamanho do plasmideo pRRLsin 18ppt-pgk-gfp ligado ao
promotor da MLC-2v (dados ndo mostrados), e com estas foi realizado o
minipreparacado. O plasmideo liberado da minipreparacéo foi digerido, purificado e
concentrado e a digestédo foi comprovada em gel de agarose (Figura 14). O inserto
liberado ndo correspondeu ao tamanho exato do promotor de MLC-2v, portanto, a
clonagem foi desconsiderada.
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Figura 14: Eletroforese em gel de agarose da digestdo do plasmideo pRRLsin 18ppt-pgk-gfp.
Abreviac¢des: M:marcador; col: colénia

Vérios fatores podem ter interferido na ndo obtencdo de clones positivos,
dentre estes esta: a ligacdo ndo ocorreu, ou as Stbl-2 perderam sua estabilidade e
competéncia ao terem sido guardadas em nitrogénio liquido e por mais de um ano,
visto que as recomendacfes do fabricante ndo indicam o uso das mesmas com

esses tratamentos (www.invitrogen.com).

Portanto para tentar confirmar se de fato séo as células Stbl-2 ou se é a
ligacdo que ndo esta ocorrendo, foi realizada uma nova clonagem e desta vez usou-
se o plasmideo pUC 19 como controle positivo. Tanto a construcdo do plasmideo
pRRLsin 18ppt-pgk-gfp com o promotor da MLC-2v, quanto o pUC 19 foram

transformantes em células Stbl-2 e ndo foram obtidas colbnias resistentes a
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ampicilina. Assim é plausivel pensar que as células Stbl-2 de fato perderam sua

eficiéncia (neste momento estamos encomendando um novo lote).

6. CONCLUSOES:

Podemos concluir que o crescimento das CTMs diminui ao longo das
semanas ou pela toxicicidade do GFP ou pela inser¢cdo dos transgenes em genes
importantes.

Como as tentativas de ligacdo do promotor da miosina ao plasmideo pRRLsin
18ppt-pgk-gfp ndo foram possiveis, as perspectivas serdo clonar promotores de
genes cardiacos em outros vetores utilizando os sistemas duplo de ativacéo

transcricional tet-on e TSTA.



GLOSSARIO

Teratomas: € um tumor de células germinativas derivadas de células pluripotentes e
composta de diferentes tipos de tecidos de uma ou mais das trés camadas celulares
germinativas
(http://www.maxillofacialcenter.com/BondBook/softtissue/teratoma.html:  acessado:
26/12/2007).

Morfégenos: uma molécula que pode induzir a obtencdo de diferentes destinos

celulares, de acordo com o nivel de morfégeno ao qual a célula esta exposta.
(GRIFFITHS, AJF; MILLER, JH; SUZUKI, DT; LEWONTIN, RC; GELBART, WM.
Introducado a Genética. 7 ed. Rio de Janeiro: Editora Guanabara Koogan, 2002.).

MOI 10: multiplicidade de infeccdo, ou seja 1 CTM para cada 10 particulas virais.

5-azacitidina: € um quimico analogo a citidina, um nucleosideo presente no DNA e
RNA. Na sua presenca as células a incorporam ao DNA durante a replicagdo e ao
RNA durante a transcricdo, inibindo a metiltransferase que causa a demetilacéo
nessas sequéncias, impedindo, assim, a ligacdo de proteinas ao DNA e RNA

(http://en.wikipedia.org/wiki/5-azacytidine acessado: 27/12/2007).

Azul de tripan: € um corante usado para analisar a viabilidade de células em cultura.

Como as células sdo impermeéaveis a este corante, apenas as células que estdo
morrendo apresentardo o corante em seu interior.

Gene reporter: Gene repérter: Um gene cuja expressao fenotipica é mais facil de

monitorar e que é usado para o estudo do promotor histoespecifico e das atividades
do acentuador nos transgenes. (GRIFFITHS, AJF;, MILLER, JH; SUZUKI, DT,
LEWONTIN, RC; GELBART, WM. Introducdo a Genética. 7 ed. Rio de Janeiro:
Editora Guanabara Koogan, 2002.).

Fator_de transcricdo: Uma proteina que se liga a um elemento cis-regulador (por

exemplo, um acentuador) e assim, direta ou indiretamente, afeta o inicio de
transcricdo. (GRIFFITHS, AJF; MILLER, JH; SUZUKI, DT; LEWONTIN, RC;
GELBART, WM. Introducédo a Genética. 7 ed. Rio de Janeiro: Editora Guanabara
Koogan, 2002.).

Transfeccdo: Processo pelo qual o DNA exdgeno na solucdo é introduzido em
células cultivadas. (GRIFFITHS, AJF; MILLER, JH; SUZUKI, DT; LEWONTIN, RC;
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GELBART, WM. Introducdo a Genética. 7 ed. Rio de Janeiro: Editora Guanabara
Koogan, 2002.).

Transducéo: Transferéncia da informacédo genética de uma célula para outra por
meio de um vetor viral. (LENHINGER, AL. Lenhinger Principios de Bioquimica. 4.ed.
Séo Paulo: Sarvier, 2006.).

Transformacéo: Introdugcdo de um DNA exdgeno em uma célula, forgcando a célula a

adquirir um novo fendtipo. (LENHINGER, AL. Lenhinger Principios de Bioquimica.
4.ed. Sao Paulo: Sarvier, 2006.).
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