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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO
Bruna Cristina Falavinha

As células-tronco séo a base da terapia celular. O que se justifica pelo fato de possuirem grande
capacidade de auto renovacao por divisao celular e por serem capazes de dar origem a células
de diferentes tipos de tecidos. A diferenciacdo das células-tronco em adip6citos ocorre através
de condicoes fisioldgicas especificas que interagem com varias vias de sinalizacédo e influenciam
a célula-tronco a especializar-se. Em um trabalho anterior do grupo, a expressdo génica do
receptor da interleucina 21 diminuiu apos a inducdo da diferenciacdo adipogénica. Esse receptor
tem sido relacionado as doencas metabolicas, mas ndo foram encontrados estudos sobre sua
funcdo em células-tronco. Dessa maneira, surge a necessidade de caracterizar funcionalmente
este receptor em células-tronco derivadas de tecido adiposo (ASCs). Por conseguinte, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar os efeitos do silenciamento e da superexpressao do gene IL-21R
na proliferacdo celular, diferenciacdo adipogénica e atividade mitocondrial. Avaliando a
localizacdo de IL-21R em ASCs por imunofluorescéncia, foi observada a presenca da proteina
nas mitocondrias das células. Os resultados de imunofluorescéncia também confirmaram uma
diminuicdo estatisticamente significativa nos niveis da proteina IL-21R apds o silenciamento,
causando uma supressdo da adipogénese sem alteracBes nas atividades proliferativas e
mitocondriais. Os ensaios de superexpressdo dos genes IL-21 e IL-21R foram inconclusivos

uma vez que a superexpressao das proteinas ndo foi demonstrada.
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ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO

Bruna Cristina Falavinha

Stem cells are the core of cell therapy. This is justified by the fact that they have a great capacity
for self-renewal by cell division and for being able to give rise to cells of different tissue types.
Differentiation of stem cells into adipocytes occurs through specific physiological conditions
that interact with various signaling pathways and influence the stem cell to specialize. In a
previous study of the group, the gene expression of the interleukin 21 receptor decreased after
the induction of adipogenic differentiation. This receptor has been linked to metabolic diseases
and there are few studies on its function in stem cells. Thus, this arises the need to characterize
this receptor functionally in stem cells derived from adipose tissue (ASCs). Therefore, the aim
of the present study was to evaluate the effects of IL-21R silencing and overexpression on cell
proliferation, adipogenic differentiation and mitochondrial activity. Assessing the location of
IL-21R in ASCs by immunofluorescence, the presence of the protein in the mitochondria of the
cells was observed. Immunofluorescence results also confirmed a statistically significant
decrease in IL-21R protein levels after silencing, causing a suppression of adipogenesis without
changes in proliferative and mitochondrial activities. The overexpression assays of the IL-21

and IL-21R genes were inconclusive since overexpression of the proteins was not demonstrated.
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1. INTRODUCAO

As primeiras citacGes histdricas sobre regeneracdo corporal aparecem na mitologia
grega. No mito popularmente conhecido de Hércules, aparece a figura de um monstro com
cabecas de serpentes chamado de Hidra. A capacidade regenerativa da Hidra foi notada quando

Hércules, na tentativa de derrotar o monstro, cortou suas cabecas e foi surpreendido pelo

crescimento de outras (Vacanti, 2007).

Na natureza, a capacidade de regeneracdo corporal é evidente. As planérias, por
exemplo, possuem a capacidade de regenerar seus corpos inteiros a partir de pequenos

fragmentos e as salamandras séo capazes de reconstruir totalmente seus membros (Figura 1.1)

(Tanaka, 2003; Tanaka e Reddien, 2011).

Figura 1.1 Esquema representativo do processo de regeneracdo em plandrias. Adaptado de Science ABC.

Na busca pela capacidade humana de regeneragéo, surge a medicina regenerativa, que
procura estimular a capacidade de regeneracdo do préprio corpo a fim de reparar tecidos

danificados e restaurar suas fungGes naturais. A medicina regenerativa une técnicas e



especialidades, como engenharia tecidual, terapia celular e biologia molecular para reparar,

substituir, sintetizar ou regenerar células, tecidos e orgaos (Frese et al., 2016; Arrighi, 2 018)

1.1 Células-tronco

As células-tronco sdo a base da terapia celular. O que se justifica pelo fato de possuirem
grande capacidade de auto renovacao por divisdo celular e por serem capazes de dar origem a
células de diferentes tipos de tecidos. Essas caracteristicas podem ser observadas tanto durante
0 desenvolvimento embrionario quanto ao longo de toda a vida adulta. O processo de
diferenciacdo é induzido por condigdes fisioldgicas especificas que influenciam a célula-tronco
a especializar-se com a finalidade de realizar funcdes caracteristicas e integrar tecidos

especializados (Wagers e Weissman, 2004).

As primeiras células-tronco séo originadas ja nos primeiros estagios embrionarios dos
seres Vvivos, que iniciam logo apds a fecundacéo do dvulo pelo espermatozdide. Esses processos
sdo guiados por principios semelhantes em seres vivos de menor complexidade, como uma
mosca da fruta, a seres vivos altamente complexos, como os seres humanos (Wells e Melton,
1999). Um dos eventos mais importantes no inicio do desenvolvimento é a formacéo dos trés
folhetos embrionarios (Figura 1.2): a ectoderma (que origina o sistema nervoso e a pele), a
mesoderma (que origina sangue, 0ssos, musculos, cartilagem e gordura) e a endoderma (que da

origem aos aparelhos digestivo e respiratorio).

Ectoderme

Mes oderme
Endoderme Ectoderme
17° DIA Endoderme - Sistema re spiratdrio -Derme - Epiderme
- Orgédos do sistema - Ossos e musculos - Anexos epidérmicos
digestivo - Sistemas circulatério - Sistema nervoso
e reprodutor - Cavidades

Figura 1.2. Formagdao dos trés folhetos embrionarios. Adaptado de Revisdo de Embriologia Médica, Ben Pansky.
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O comprometimento celular para a formacéo de cada um desses grupos ¢é gerado pela
ativacdo e inibicdo de inUmeros genes com redes de regulacdo altamente complexas nos quais
diversos processos e elementos ainda permanecem desconhecidos (Wells e Melton, 1999;

Wagers e Weissman, 2004).

De acordo com sua origem, podemos dividir as células-tronco em embrionarias ou
adultas. As celulas-tronco embrionarias foram extraidas pela primeira vez ha mais de 30 anos
a partir de embrides em fase de blastocisto, etapa que precede a formagéo dos trés folhetos
germinativos (Evans e Kaufman, 1981; Martin, 1981). Por serem extraidas nesse periodo, essas
células possuem a capacidade de gerar qualquer tecido com exce¢do aos anexos embrionarios

(Evans e Kaufman, 1981; Martin, 1981; Thomson et al., 1998).

Ainda que elas possuam um grande potencial terapéutico, diversas questdes éticas e
politicas dificultam o seu uso na medicina regenerativa pelo fato de envolver a utilizacdo de
embrides. Por esse motivo, o uso de células-tronco adultas tem sido visto como uma melhor
alternativa (Sterodimas et al., 2010). Além disso, ha outros fatores que corroboram a
perspectiva de que células-tronco adultas seriam mais vidveis para a utilizacdo na medicina

regenerativa, segundo Gimble (2003) os critérios para uma célula ideal séo:

Estar disponivel em grande quantidade (de milhGes a bilhdes de células);

- Poder ser extraida por um método minimamente invasivo;

- Poder diferenciar-se em varias linhagens de maneira regulada;

- Poder ser transplantada de modo autélogo ou halogénico com eficécia e seguranca;

- Possuir potencial para ser produzida de acordo com o Manual de Boas Préaticas de

Fabricacéo (cGMP).

Levando em consideracdo tais critérios, as células-tronco adultas oferecem maiores

vantagens quando comparadas as células-tronco embrionarias.
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1.2 Células-tronco adultas

Apobs o processo de diferenciacdo nos trés folhetos embrionarios, as células-tronco
adquirem uma capacidade mais limitada de diferenciagédo, e dessa forma, passam a serem
chamadas de células-tronco adultas e multipotentes. Dentre as células-tronco adultas e
multipotentes, estdo as células-tronco mesenquimais (MSCs) ou “Células Medicinais
Sinalizadoras”, como sugerido mais recentemente (Caplan, 2017; De Windt et al., 2017). Essas
células estdo presentes ndo somente em tecidos fetais, mas em muitos tecidos adultos com
poucas excecles. Ja foram extraidas de liquido amniotico, medula éssea, sangue periférico,
polpa dentaria e tecido adiposo, entre outros (Halder, 2018; Luo et al., 2018; Shigunov et al.,

2018).

As MSCs sdo celulas auto-renovaveis, com capacidade de diferenciacdo em multiplas
linhagens mesenquimais, de facil acesso e expanséo in vitro, 6tima estabilidade gendmica e
poucos embates éticos. A diferenciacdo dessas células in vitro pode ser facilmente induzida
pela adicdo de fatores especificos ao meio. Essas células também possuem secretoma
regenerativo e fungBes imunomodulatérias, sendo responsaveis pela reposicdo celular e
regeneracdo tecidual que mantém a homeostase dos organismos ap6s o desenvolvimento
embrionario. Por esses motivos, as MSCs sdo células extremamente promissoras para inimeras
aplicacdes na medicina regenerativa e engenharia tecidual (Wagers e Weissman, 2004; Ullah

et al., 2015; Fitzsimmons et al., 2018).

Devido a uma necessidade de padronizar a defini¢do de “célula-tronco mesenquimal”,
a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) criou trés critérios basicos que devem ser
demonstrados para uma célula ser considerada como célula-tronco mesenquimal. O primeiro
critério estabelece que as células devem ser aderentes ao plastico quando mantidas nas

condi¢BGes padronizadas de cultura. O segundo critério estabelece que as células devem
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expressar mais de 95% os marcadores para antigenos de superficie CD105, CD73 e CD90 e
possuir menos de 2% de expressdo de CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA
de classe 11, quando analisados por citometria de fluxo. O terceiro e ultimo critério estabelece
que as células devem se diferenciar em no minimo trés linhagens celulares in vitro: osteoblastos,

adipdcitos e condroblastos (Dominici et al., 2006).

1.3 Células-tronco derivadas de tecido adiposo

As células-tronco derivadas de tecido adiposo (ASCs) sdo consideradas ideais para
aplicacdo em terapias regenerativas por diversas razoes, entre elas, a facilidade e eficiéncia nos

processos de extracdo, manuseio e expansao (Frese et al., 2016).

Em 1964, Rodbell foi o primeiro a descrever o isolamento de células progenitoras do
tecido adiposo, tendo sido realizada em roedores (Rodbell, 1964). A descoberta do método de
lipossuccdo em 1983 facilitou o processo de extracdo dessas células (Illouz, 1983). Atualmente,
de acordo com a Sociedade Internacional de Cirurgia Plastica Estética (ISAPS), apenas em
2017 foram realizadas 12.623.694 cirurgias plasticas no mundo, sendo que 1.573.680 foram
cirurgias de lipossuccdo, assumindo o segundo lugar no ranking global de cirurgias plasticas
(Heidekrueger et al., 2017). Ainda que outras fontes de células-tronco adultas, como medula
Ossea e corddo umbilical sejam promissoras, elas culminam em baixo rendimento celular e
quantidade limitada de tecido. Dessa forma, o tecido adiposo representa uma importante fonte

alternativa de células-tronco (Bajek et al., 2016).

Devido a rapida expansdo de estudos com células isoladas de tecido adiposo, 0s
pesquisadores passaram a chama-las por diferentes nomenclaturas, o que gerou desordem na
literatura cientifica. Por essa razdo, a Sociedade de Tecnologia Aplicada adotou o termo
“células-tronco derivadas de tecido adiposo” (ASCs) para se referir as células multipotentes

aderentes ao plastico isoladas desse tecido (Gimble, 2003).
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Nos Ultimos anos, progressos importantes demonstraram efeitos terapéuticos mediados
pelas ASCs. Foi possivel observar que talvez essas células ndo funcionam somente como
progenitoras do tecido adiposo, mas também estejam relacionadas a mecanismos envolvidos
em processos inflamatorios, angiogénicos e de sobrevivéncia celular, entre outros (Frese et al.,

2016).

1.4 O tecido adiposo e 0 processo adipogénico

O tecido adiposo é um tecido conjuntivo frouxo que em conjunto com VAarios outros
orgdos, forma o complexo sistema metabdlico animal. A fungdo priméria desse sistema é
gerenciar a estocagem de energia em periodos de abundancia de alimentos e mobilizar esses
estoques em fases em que ha escassez alimentar. Dessa forma, quando a comida é abundante,
carboidratos sdo estocados como pequenas reservas de glicogénio no figado e grandes reservas
de gordura, majoritariamente em forma de adipdcitos. Assim, o tecido adiposo € o unico tecido
capaz de hidrolisar triglicerideos e mobilizar acidos graxos e glicerol na corrente sanguinea
para que sejam utilizados pelos outros tecidos, como coragdo e musculos (Tang et al., 2008;

Lefterova e Lazar, 2009; Ali et al., 2013; Xu et al., 2013; Bajek et al., 2016).

Por muito tempo, esse tecido foi visto apenas como um estoque passivo de energia. No
entanto, a partir da confirmacédo de seu envolvimento enddcrino, este tecido passou a ser visto
como um o6rgédo essencial para o metabolismo, sendo responsavel pela mediacdo de varios
processos fisioldgicos e patoldgicos pela secrecdo de fatores que controlam o metabolismo
glicolitico, respostas imunoldgicas e inflamatorias, apetite, angiogénese, regulacdo da pressédo
sanguinea e até mesmo a funcgdo reprodutiva. Além disso, o tecido adiposo também possui
funcéo estrutural, formando uma camada isolante sob a pele que ajuda a regular a temperatura
corporal, protege e amortece o corpo (Tang et al., 2008; Lefterova e Lazar, 2009; Ali et al.,

2013; Bajek et al., 2016).



Nas sociedades mais desenvolvidas, o estilo de vida das pessoas tem proporcionado um
consumo excessivo de alimentos caloricos associados a um comportamento sedentario. Como
consequéncia, a obesidade e doencas por ela causadas, principalmente a resisténcia a insulina,
diabetes tipo 2 e doencas cardiacas, tém se tornado sérios problemas de salde publica. 1sso se
deve ao fato de o consumo caldrico ser excedente ao gasto energético, produzindo um estado
metabolico que promove a hiperplasia e hipertrofia de adipdcitos. A hiperplasia esta relacionada
ao aumento de celulas-tronco recrutadas e diferenciadas, resultando em um aumento do nimero

de adipdcitos (Tang et al., 2008).

Os adipdcitos sdo as celulas maduras que compdem a maior parte do tecido adiposo.
Elas podem ser caracterizadas por conter grandes inclusdes lipidicas em seu interior, causando
a compactacdo do citoplasma e o deslocamento do nucleo celular para a extremidade da célula.
Os adipdcitos sdo formados por um processo extremamente complexo e altamente regulado
denominado adipogénese. Esse processo tem sido extensivamente estudado pela utilizacéo de
modelos pré-adipdcitos in vitro para melhor compreender caracteristicas dos adipécitos e do

tecido adiposo saudavel ou enfermo (Lefterova e Lazar, 2009; Ali et al., 2013).

1.5 A via de sinalizagdo JAK-STAT

Diversos agentes e vias de sinalizacdo envolvidos na regulacéo da lipdlise e adipogénese
no tecido adiposo tém sido estabelecidos. Umas das vias de sinaliza¢do que quando moduladas,
sdo capazes de regular o metabolismo lipidico em adipdcitos, é a via JAK-STAT, que pode ser
ativada através de receptores de citocinas e hormdénios (Xu et al., 2013). As proteinas
transmembranas denominadas como receptores de interleucinas sdo responsaveis por receber
moléculas sinalizadoras de interleucina e transduzir o sinal para o interior das células através
das proteinas JAK e STATSs influenciando diferentes processos (Figura 3). As proteinas STATS

ativadas regulam o metabolismo lipidico de forma direta pela influéncia na expressao de



enzimas como a oxidase alternativa (AOX) e acido graxo sintase (FAS). Elas também estao
relacionadas a processos inflamatorios e anti-inflamatorios e a desregulacdo das vias JAK-
STAT pode levar a varias desordens metabolicas (Figura 1.3). Dessa forma, medicamentos que
interajam com essa via podem ser interessantes para o desenvolvimento de novos tratamentos

para sindromes metabdlicas (Xu et al., 2013).
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Figura 1.3. Via de sinalizacdo JAK-STAT demonstrando a interleucina 21 interagindo com seu receptor (IL-21R) e
transduzindo o sinal para o interior das células por meio das proteinas JAK1, JAKS3 e as diferentes STATs (Adaptado de
Warren J. Leonard 2016).

1.6 O Receptor da interleucina 21

O receptor da interleucina 21 é uma glicoproteina transmembrana com massa molecular
de aproximadamente 75 kDa que faz parte do grupo de receptores de interleucina do tipo I. A
proteina contém um dominio conservado WSXWS (Trp-Ser-X-Trp-Ser), dois dominios de
fibronectina do tipo 111 e um sitio de ligacdo de STAT3 na por¢do C-terminal. A sua associacéo
com uma cadeia gama comum (CD132), forma um complexo receptor heterodimérico. A
resolucdo da estrutura cristalografica da ligacao de IL-21R com IL-21 demonstra que 0 motivo

WSXWS é C-manosilado no primeiro triptofano. Além disso, a resolugdo demonstrou que



existe uma cadeia de agucar que faz uma ponte entre os dois dominios de fibronectina da porgéo
extracelular de IL-21R, ancorando no motivo WSXWS por pontes de hidrogénio (Figura 4)

(Parrish-Novak et al., 2000; Asao et al., 2001; Hamming et al., 2012).

O receptor da IL-21 é normalmente expresso em células do sistema imune, como células
B, T, Natural Killers, macréfagos e células dendriticas. Essa proteina também foi encontrada
em diversas linhagens celulares tumorais, em células do epitélio intestinal em doengas
inflamatorias, em células do epitélio gastrico em infeccdo por Helicobacter pylori e reumatoide
sinovial (Jungel et al., 2004; Caruso, Fina, Peluso, Fantini, et al., 2007; Caruso, Fina, Peluso,

Stolfi, et al., 2007).

Em experimentos realizados com camundongos que apresentavam deficiéncia de IL-
21R, foram observadas falhas em producéo de anticorpos e reducdo nas respostas de linfocitos

T citotdxicos (Ozaki et al., 2002).

A expressdo do mRNA de IL-21R em células-tronco de tecido adiposo ja foi detectada
em diferentes trabalhos. Segundo um estudo cujo objetivo era identificar os MRNAs associados
aos polissomos das células-tronco de tecido adiposo em resposta a ativacao e bloqueio da via
Hedgehog, foi identificado que a quantidade do mMRNA do receptor da interleucina 21 (IL-
21R) diminuiu na fracdo polissomal com a ativacdo da via Hedgehog e aumentou com o
bloqueio da mesma (Shigunov et al., 2018). Outro trabalho identificou que a quantidade do
MRNA de IL-21R também diminui com a diferenciacao celular para adipdcitos (Spangenberg
et al., 2013). Baseado nessas evidéncias, questionamos: qual o papel do receptor de IL-21 nas
células-tronco derivadas de tecido adiposo? Esse receptor tem alguma influéncia na

adipogénese uma vez que participa da via de sinalizacdo JAK-STAT?



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Caracterizar a funcdo do receptor da interleucina 21 em células-tronco de tecido adiposo
através de silenciamento génico e superexpressao, seguidos de estudos de diferenciacao celular,

proliferacdo e atividade mitocondrial.

2.2 Objetivos especificos

1. Padronizacdo do silenciamento génico de IL-21R em ASCs;

2. Avaliagdo do silenciamento de IL-21R durante diferenciagdo -celular,

proliferagdo e atividade mitocondrial;

3. Padronizag&o da superexpressdo de IL-21R e IL-21 em ASCs;

4. Avaliacdo da superexpressao de IL-21R e IL-21 durante diferenciacdo celular,

proliferacdo e atividade mitocondrial.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos

O presente trabalho é parte integrante do projeto “Caracteriza¢do celular € molecular
do potencial de diferenciagfo de células-tronco” submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
FIOCRUZ e aprovado em 29 de outubro de 2018 sob o nimero CAAE: 48374715.8.0000.5248

(ANEXO 1).
3.2 Local de coleta do material para isolamento das ASCs

O atual projeto foi realizado no Instituto Carlos Chagas (FIOCRUZ - PR) em
colaboracdo com a Pontificia Universidade Catolica do Parand (PUCPR). A coleta e o
isolamento das ASCs foram executados pelo Nucleo de Tecnologia Celular (PUCPR). O tecido
adiposo foi obtido de pacientes submetidos a cirurgia de lipoaspiracdo e a coleta foi realizada
apos o esclarecimento dos objetivos do projeto de pesquisa aos doadores e assinatura do termo

de consentimento livre e esclarecido.
3.3 Isolamento e cultura de células-tronco de tecido adiposo

As células-tronco foram isoladas do tecido adiposo adquirido de doadores que passaram

por cirurgia de lipoaspiracéo (Rebelatto et al., 2008).

Apds a retirada do tecido adiposo, os fragmentos foram removidos com auxilio de
pinca e bisturi, lavados com PBS para remover o excesso de hemécias, macerados e digeridos
com 1 mg/mL de colagenase tipo | (InvitrogenTM, NY, USA) numa proporcao de 1 parte de
tecido adiposo para 4 partes de colagenase por 30 minutos a 37°C sob agitagdo constante. A
eliminacdo de fragmentos ndo digeridos foi realizada através de um processo de dupla filtragem
com filtro de 100 um de membrana de nylon (BD FALCONTM, BD Biosciences Discovery
Labware, Bedford, USA). Em seguida, a suspensdo de células foi centrifugada a 800 x g por
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10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O tampéo hemolitico (NH4Cl 155 mmol/L, Tris
20 mmol/L pH 7,3) foi adicionado ao precipitado por 10 minutos para lise das hemacias e
centrifugado novamente a 800 x g por 10 minutos. O sedimentado foi suspendido em PBS e
filtrado (filtro com poro de 40 pm). As células foram centrifugadas novamente e
ressuspendidas em meio DMEM/F12 suplementado com 10% SBF, 100 pg/mL de
estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. A contagem de células foi realizada com o auxilio
de uma camara de Neubauer. As ASCs foram entdo plaqueadas em uma concentracdo de
1,4x10° células / cm? em frascos proprios para cultura de 75 cm?. Os frascos foram incubados
em estufa umidificada a 37°C com 5% de tensdo de CO2. O meio de cultura foi trocado duas
vezes por semana ate atingir a confluéncia celular. Uma vez confluentes, as células aderentes
foram dissociadas utilizando tripsina - EDTA 0,25 % e novamente plagueadas em concentracdo

de 1,3 x 10* células por cm? (primeira passagem).
3.4 Silenciamento de IL-21R

Como um mecanismo de defesa, células hospedeiras reconhecem RNA de dupla fita e
sinalizam a destruicdo de seu RNA homologo (Hannon 2002). Em células mamiferas, RNAs
de Interferéncia (RNAI) podem ser acionados por RNAs curtos de interferéncia (SIRNASs) que
causam forte inibicdo dos genes especificos de forma temporéaria. Dessa forma, a transfeccao
de siRNAs em células de mamiferos pode ocasionar a supressao transiente da expressao génica
(Brummelkamp et al., 2002; Paddison, Caudy, Bernstein, et al., 2002; Paddison, Caudy e

Hannon, 2002; Paddison e Hannon, 2002).

O silenciamento de IL-21R foi realizado por siRNA (Short Interference RNA - RNA
curto de interferéncia). O kit de siRNA (Origene) contém 3 diferentes sequéncias de siRNA
sintético para IL-21R (representadas como A, B e C) e uma sequéncia de siRNA universal

embaralhada como controle negativo (Scramble). Como recomendado pelo fabricante, as
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amostras foram eluidas em “Duplex Buffer” (Origene) para concentragdo final de 20 uM,
homogeneizadas em vortex e aquecidas por 2 minutos a 94°C. As amostras foram entéo

aliquotadas e armazenadas a -80°C.
3.4.1 Padronizagao da transfecgéo e silenciamento

Para otimizar o processo de silenciamento e estabelecer o método de transfec¢do mais

eficiente para o tipo celular, foi realizada a padronizacéo da técnica.

Diferentes concentracdes de siRNA (0,1 nM, 1 nM e 10 nM), diferentes tempos de
incubacdo (24h e 48h) e diferentes combinag6es de sequéncias (A, B, C, AB, AC, BC) foram

testadas.

Diferentes agentes transfectantes (Nucleofector e Lipofectamina 3000) foram testados.

Segue abaixo a descricdo do protocolo de cada agente:

- Nucleofector: foram alocadas 2x10° células por garrafa de 75 cm?2 até atingirem no
méaximo 85% de confluéncia. Quando confluentes, as células foram lavadas em BSS,
dissociadas utilizando tripsina - EDTA 0,25 %, centrifugadas a 2000 x g por 5 minutos.
As células foram entdo contadas com o auxilio de uma cdmara de Neubauer e
ressuspendidas em 4x10° células para cada 100 pL de solugdo. Foram testadas duas
diferentes solucdes: OptiMEM (Gibco) e Nucleofection Solution (Human Stem Cell
Nucleofection Kit - Lonza). Em sequéncia, as amostras foram alocadas em cubetas para
transfeccdo (Lonza) e foram adicionadas diferentes concentracdes de siRNA. Foram
testados um programa de alta eficiéncia (U23) e alta viabilidade (C17). Apos a
transfeccdo, as células foram transferidas para placas de 6 pocos em meio de cultivo

DMEM com 10% de SBF, 100 ug/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina.
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- Lipofectamina® 3000: Foram plaqueadas 2x10° células por pogo em placas de 6 pogos
para que atingissem 90% de confluéncia em 24h. Foram testadas duas concentracfes
de Lipofectamina (3,5 uL e 7,5 pL para dilui¢do final em 2 mL de meio por pogo)
conforme orientacdes do fabricante. As células foram lavadas em PBS a 37°C e foram
adicionados 1 mL de meio em cada poco. Em dois tubos de 1,5 mL devidamente
identificados, foram adicionados 150 pL de Opti-MEM™ (Gibco). Em um deles foi
adicionado a Lipofectamina 3000 e no outro foram diluidos os fragmentos de siRNA
sintéticos. O conteddo dos dois tubos foi misturado e incubado por 5 minutos em
temperatura ambiente. Imediatamente ap6s a incubacéo, a solucéo foi diluida no meio
anteriormente adicionado as placas. As células foram retornadas a estufa umidificada a

37°C com 5% de tensdo de CO> por 24h ou 48h para posterior comparagéo.
3.5 Superexpressao de IL-21 e IL-21R

A superexpressdo de IL-21 e IL-21R foi realizada através de plasmideos GenEZ ORF
produzidos em vetor pcDNA3.1+/C-(K)-DYK (GenScript, New Jersey, EUA). Os clones
GenEZ ORF sdo construidos pela tecnologia de clonagem sem interrupcdo CloneEZ®, em que
a ORF alvo ¢ introduzida sem nenhum nucleotideo extra antes ou depois da ORF. Essa
estratégia de clonagem permite alcancar um alto nivel de expresséo e reduzir o impacto dos
aminoacidos a mais introduzidos em outras técnicas. A estrutura final dos clones GenEZ ORF

pode ser observada na figura abaixo (Figura 3.1):
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Figura 3.1. Mapa do vetor pcDNA3.1+/C-(K)DYK (GeneScript).

As ORFs clonadas no vetor pcDNA3.1+/C-(K)DYK sdo expressas em células
mamiferas e as proteinas sdo marcadas com uma etiqueta C-terminal DYKDDDDK (Sigma-
Aldrich). Dessa forma, as proteinas expressas por esse vetor podem ser detectadas e/ou

purificadas usando anticorpos anti-DYKDDDDK.

Os clones (pcDNA3.1+/C-(K)DYK-IL-21R e pcDNA3.1+/C-(K)DYK-IL-21) foram
recebidos liofilizados. Antes de abrir, os tubos foram centrifugados a 6000 g por um minuto a
4°C ¢ entao foi adicionado 100 pl de agua destilada para dissolver o DNA e as amostras foram

aquecidas a 50°C por 15 minutos. As solugdes foram aliquotadas e armazenadas a -20°C.

Para a transfeccéo, foram plaqueadas 2x10° células por pogo em placas de 6 pogos para
que atingissem 90% de confluéncia em 24h de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.
As celulas foram, entdo, lavadas em PBS a 37°C e foram adicionados 2 mL de meio Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco) em cada poco. Em dois tubos Eppendorf de 1,5 mL
devidamente identificados, foram adicionados 250 uL de Opti-MEM™ (Gibco). Em um deles
foi adicionado 3,5 pL de Lipofectamina 3000 e no outro foram diluidos 2,5 pg de DNA e 10
uL de P3000 conforme orienta¢des do fabricante. O contetdo dos dois tubos foi misturado e
incubado por 15 minutos em temperatura ambiente. Imediatamente apos a incubacéo, a solucéo
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foi diluida no meio anteriormente adicionado as placas. As células foram retornadas a estufa

umidificada a 37°C com 5% de tens&o de CO? por 24h ou 48h para posterior comparagao.
3.5.1 Construcao do vetor controle

Como controle dos vetores pcDNA3.1+/C-(K)DYK-IL-21R e pcDNAS3.1+/C-
(K)DYK-IL-21pcDNA3.1+/C-(K) DYK, foi utilizado o clone de IL-21R truncado. Para truncar
a ORF IL-21R, foi escolhida a enzima Hind 111 cuja sequéncia estava presente tanto no vetor,
como no gene e cuja clivagem gera uma mudanga no frame de leitura e pequenos fragmentos.
Para a digestdo enzimatica, foram adicionadas as solugdes conforme a tabela abaixo (tabela
3.1) e incubado a 37°C por uma hora.

Tabela 3.1. Componentes para a digestdo com a enzima
de restricdo Hind I1I.

Componente 50 pL de reagao
DNA 1 ng
10X NEB Buffer 5 uL (1X)
BSA 1pg/uL 5uL
Hind 11 1 uL (ou 10 unidades)
Agua livre de nucleases para completar 50 ulL

Apos a reacdo de digestdo enzimatica, foi realizada eletroforese de DNA para a
confirmag&o da clivagem do vetor. A banda contendo o vetor aberto foi recortada com o auxilio
de um bisturi e purificada utilizando o kit illustra GFX PCR DNA and Band Purification Kit
conforme orientacGes do fabricante. Apos a quantificacdo do DNA extraido, foi realizada a

reacdo de ligacdo utilizando a enzima T4 ligase. Foram utilizados T4 DNA ligase buffer 1X,
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0,1 pg de DNA, 0,1 U de T4 DNA ligase ¢ agua ultrapura para 20 uL.. A amostra foi incubada

a 25°C por uma hora e foi realizada a transformacao.

3.5.2 Transformacgao de bactérias DH5a.

Para a transformacéo, foram utilizadas bactérias Escherichia coli DH5a competentes e
0,2 ug de DNA (clones comerciais de IL-21, IL-21R ou reacdo de ligagéo de IL-21R truncado).
Ap0s o descongelamento das bactérias e adigdo do DNA, a solucéo foi incubada por 30 minutos
a 4°C (gelo), por 1 minuto & 42°C e 2 minutos a 4°C. Ent&o, foi adicionado 1 mL de meio LB
(Luria Bertani) e a amostra foi incubada por 1h a 37°C sob agitacdo. Apos esse periodo, a
amostra foi centrifugada por 5 minutos a 4000 rpm, o pellet foi ressuspendido em 100 pL e foi
inoculado em placa de LB contendo ampicilina. A placa foi mantida em estufa bacteriol6gica
por 24h para o crescimento das colonias de DHS5a. Apos esse periodo, uma unica colonia foi
coletada da placa e adicionada a 150 mL de meio LB liquido contendo Ampicilina 1 mg/mL e

incubado durante a noite a 37°C sob agitacéo.

3.5.3 Purificacdo de DNA

Para a purifica¢do dos plasmideos inseridos nas bactérias DH5a, foi utilizado o kit High
Speed Plasmid Kit (QIAGEN) conforme orientacbes do protocolo do fabricante. A
concentracdo de DNA das amostras foi determinada por espectrofotdémetro (NanoDrop). Apds
a extracdo e determinacdo de concentracdo, o tamanho dos fragmentos de DNA foi analisado

por eletroforese e as amostras foram armazenadas a -20°C.

3.6 Extracédo de RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada a partir do Kit RNeasy (QIAGEN), sendo

também utilizada a DNase | (QIAGEN), conforme orientagdes do protocolo do fabricante. A
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concentracdo de RNA das amostras foi determinada por espectrofotdometro (NanoDrop). Apds

a extracdo e determinacgdo de concentracdo, as amostras foram armazenadas a -80°C.

3.7 Sintese de DNA complementar (cDNA)

O cDNA foi sintetizado a partir de 1 pg de RNA total em um volume maximo de 10,1
ul. O RNA total foi incubado com 0,5 ug de iniciador oligo dT por 5 minutos a 70°C seguidos
de 5 minutos a -4°C. Em seguida, 0s reagentes necessarios para a reacdo (Tabela 3.2) foram
adicionados totalizando 20 pl de volume total. As amostras foram entdo incubadas por 5
minutos a 25°C, 60 minutos por 42°C e 15 minutos por 70°C. Em seguida, foram adicionados
200 pl de &gua ultrapura e a dosagem de cDNA final foi determinada por espectrofotdmetro
(NanoDrop). As amostras foram armazenadas a -20°C.

Tabela 3.2. Componentes para a reagdo da enzima
transcriptase reversa

Componente 8,9 pL de reacgio
Improm Il RT 5X Reaction Buffer 4 uL
MgCl> 2,4 uL
DNTP 10nM 1ul
RNAse Out 0,5 uL
Improm Il Reverse Transcriptase 1uL

3.8 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os oligonucleotideos foram desenhados com base nas sequéncias dos genes humanos
disponiveis no NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e sintetizados pela companhia Integrated DNA

Technologies (lowa, EUA). A enzima utilizada para a reagdo foi a Taq polimerase produzida
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pelo Instituto de Biologia Molecular do Parana (Parana, Brasil). Para cada reacdo, foram
utilizados os reagentes abaixo descritos (Tabela 3.3). A relacdo de oligonucleotideos esta na

tabela 3.4.

Tabela 3.3. Componentes para reacdo da polimerase em

cadeia (PCR)
Componente 20pL de reacio

Tampéo de PCR do 1X

IBMP

MgCl; 2,5mM
dNTPs 1,25 mM
Taqg Polimerase 1U
Iniciador Inicial 10 pmol
Iniciador Final 10 pmol
cDNA 20ng
Agua ultrapura para 20 pL

As reacgdes foram incubadas em termociclador (Termociclador Biocycler MyGeneTm
- Series Peltier Thermal Cycler, Perkin-Elmer 9700 ou MWG de Biotech) com o seguinte
programa: 94°C por 3 minutos; 35 ciclos de 94°C por 10 segundos, 60°C por 30 segundos, 65°C

por 30 segundos; 65°C por 3 minutos.
3.9 Eletroforese de DNA

Os fragmentos de DNA foram separados por massa molecular por meio de eletroforese
em gel de agarose. A concentracdo do gel variou de acordo com o tamanho dos fragmentos de

DNA analisados. As amostras foram preparadas com adi¢do de tampé&o de amostra de DNA e
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submetidas ao gel submerso em tampdo Tris/Borato/EDTA (TBE) e voltagem de 80 V. Apds
a migracdo do DNA no gel, o mesmo foi incubado em solucéo de Gel Red 3X e visualizado

por transiluminacéo.

3.10 Reacéo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR)

A andlise quantitativa dos transcritos dos genes de interesse foi realizada por meio da
PCR em tempo real (QRT-PCR). Essa técnica torna possivel detectar e quantificar a
amplificacdo do material genético durante a reacdo da PCR. A deteccdo € realizada através de
um elemento chamado Sybr-Green. Durante a amplificagdo, o Sybr-Green se incorpora na
molécula dupla-fita que esta sendo sintetizada e emite a fluorescéncia que é detectada pelo
aparelho simultaneamente. Dessa forma, € possivel estabelecer uma razdo entre a intensidade

da fluorescéncia e a quantidade do produto amplificado observado em cada reacéo.

A gRT-PCR foi realizada no aparelho LightCycler® 96 SW 1.1. As amostras foram
ensaiadas em volume final de 20 pL de reacdo, contendo 5 pL. de cDNA e 15 pL de SYBR
Select Master Mix (Applied Biosystems®) com os iniciadores (Tabela 3.4), conforme
instrucdes do fabricante. Os ciclos da PCR consistiram de: 95°C por 3 minutos; seguidos por
35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos; seguidos de
mais um ciclo chamado de “melting” que correspondente a etapa que analisa a dissociagao:

72°C por 10 minutos. Todas as amostras foram ensaiadas em triplicatas técnicas.
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Tabela 3.4. Conjuntos de iniciadores usados para Reacdo de Polimerase em
Cadeia Quantitativa

Simbolo NCBI ID Sequéncia iniciadora (5'-3") Tamanho do
oficial produto
GAPDH NM _002046.3 Forward: 149 bp
GGCGATGCTGGCGCTGAGTAC
Reverse:
TGGTTCACACCCATGACGA
IL-21R NM_181078.2 Forward: 81 bp

TCCTGGAAATGTGGAACCTCC
Reverse: TGGCCTCGTCCTTCAGCT

IL-21 NM_001207006. Forward: 78 bp
2 TGTGAATGACTTGGTCCCTGAA
Reverse:

AACAGGAAAAAGCTGACCACTCA

GAPDH, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; IL-21R, receptor da interleucina 21;
IL-21, interleucina 21.

Para a normalizacdo das amostras, a média dos valores relativos de expressdo do gene
de interesse foi dividido pela média dos valores relativos da expressdo de gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), que é um gene que se expressa de forma regular entre as
amostras. A curva de dissociacdo (melting) foi utilizada para verificar a especificidade do

produto da reacdo. Os resultados foram analisados por teste T.
3.11 Extrato protéico de células

Para a obtencdo de extratos protéicos das ASCs, as celulas cultivadas em placas de 6
pocos foram lisadas com solucdo tampé&o de amostra para proteinas 1X (Tris-HCI 40 mM pH

6,8, SDS 1%, B-mercaptoetanol 2,5%, glicerol 6%, azul de bromofenol 0,005% (500 ul/po¢o).
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Logo em seguida, as amostras foram transferidas para tubos de 1,5 mL e incubadas a 94°C por

10 minutos. Os extratos prontos foram armazenados a 20°C.

3.12 Eletroforese de proteina em gel de acrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

As proteinas foram desnaturadas com tampéo de amostra como descrito anteriormente
e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida com tamp&o contendo SDS (Dodecil
sulfato de sédio). Levando em consideragdo a massa molecular dos polipeptideos analisados,
foram preparados géis numa concentragdo de acrilamida/bis-acrilamida de 13%, utilizando 30

mA de corrente elétrica por gel.

3.13 Ensaio de Western Blot

A técnica de transferéncia de proteinas Western Blot, consiste na transferéncia de
proteinas separadas por SDS-PAGE previamente, para um suporte solido, que no caso é a
membrana de nitrocelulose (Towbin et al., 1979). Apo6s a eletroforese, foi realizada a
eletrotransferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-ECL)
utilizando tampéo de transferéncia a 60V e 4°C overnight. Apds a transferéncia, a solucdo de
Ponceau S (Ponceau S 0,5 %, acido acético 0,1 %) foi utilizada para corar e verificar a
qualidade da transferéncia. A descoloracéo foi realizada em seguida com PBS / Tween 0,1 %
para posterior incubacdo com solucdo de bloqueio (5 % de leite em p6 desnatado em TBS /
Tween 0,1 %) por 2 horas a temperatura ambiente. Apds essa etapa, a membrana foi incubada
em solucdo de bloqueio contendo o anticorpo primario diluido: anti-coelho IL-21R 1:250
(ProteinTech, Illinois, EUA) ou anti-coelno GAPDH peroxidase (Sigma-Aldrich),
permanecendo na solugdo de blogqueio durante a noite a 4°C, e em seguida, lavada trés vezes
por 5 minutos com TBST (TBS / Tween 0,1 %). O anticorpo secundario utilizado foi o anti-
coelho conjugado com peroxidase 1:8000 (ECL-Amershan) incubado por duas horas a

temperatura ambiente. Para a revelacdo por quimioluminescéncia, as membranas foram
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novamente lavadas trés vezes por 5 minutos com TBST, incubadas com as solugdes do kit
ECL-Amersham misturadas e distribuidos sobre a membrana, como orientado pelo fabricante.
Ap0s incubacédo por 1 minuto, membrana revelada por quimioluminescéncia com exposicéo de

10 minutos.

3.14 Adipogénese in vitro e quantificacdo

Para andlise da capacidade de diferenciacdo adipogénica nas diferentes condices, as
ASCs foram plaqueadas em placas de 96 pogos para a inducgdo da diferenciagdo e anélise em
Operetta High-Content Imaging System (PerkinElmer). A inducdo da diferenciacao celular em
adipocitos foi realizada utilizando o meio comercial (Lonza) segundo o protocolo do
fabricante por um periodo de 10 dias. Apds a esse periodo, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% (diluido em PBS) por 10 minutos e lavadas com PBS aquecido a 37°C trés
vezes. Posteriormente, as células foram incubadas com vermelho Nilo 1:1000 por 30 minutos
no escuro e lavadas novamente com PBS. As células foram, entdo, incubadas com DAPI
diluido 1:1000 (1mg/mL) por 10 minutos no escuro, lavadas com PBS e mantidas no mesmo
tampdo até a realizacdo da leitura. Como controle da eficiéncia da diferenciagdo, ASCs dos
mesmos doadores foram mantidas nas mesmas condi¢cbes com meio de cultura controle
(DMEM com SBF, Penicilina e Estreptomicina). A placa foi analisada em equipamento em
sistema de imagem High-Content Operetta com a captura de 20 fotos por pogo com objetiva
de 20x em triplicata bioldgica e 6 réplicas técnicas. Méascaras para reconhecimento de nucleo
e citoplasma foram aplicados, bem como a quantificacdo das vesiculas lipidicas marcadas com

vermelho nilo por célula (intensidade de fluorescéncia e niamero de spots).

3.15 Ensaio de proliferacéo celular Click- iT EdU

O ensaio de proliferacédo celular foi realizado a partir do Kit para ensaios de citometria

de fluxo Click-iT EdU Alexa Fluor 488 (Invitrogen). EdU (5-Etinil-2'-desoxiuridina) é uma
23



substancia analoga a timidina que é incorporada ao DNA durante sua sintese. A deteccéo é
baseada em uma reacdo quimica covalente entre uma azida e um alcino. Nesse caso, 0 alcino
vem da porcao etinil de EdU, e a azida é acoplada a Alexa Fluor ® 488. A porcentagem de
células que passaram por processo de proliferacdo € calculada por uma metodologia padréo de

citometria de fluxo.

Para a realizagdo do ensaio, logo apds os tratamentos especificos, as células foram
incubadas com EdU e analisadas depois de 24 horas. Foram seguidas as orientag0es do
protocolo do fabricante. As amostras foram analisadas pelo citometro de fluxo FACSCanto
(BD Biosciences, San Jose, CA) e as analises foram feitas através do programa FlowJo

(FlowJo, Ashland, USA).

3.16 Ensaio de atividade mitocondrial (Rhodamine 123)

Para avaliar o potencial de membrana mitocondrial, as células foram incubadas com 50
puM Rhodamine 123 (Life Technologies®), por 15 minutos a 4 °C (protegidas da luz), lavadas
e ressuspendidas em PBS. A intensidade de fluorescéncia foi detectada pelo citdmetro de fluxo
FACSCanto flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA) e analisadas através do programa

FlowJo.

3.17 Imunofluorescéncia

A imunolocalizacdo das proteinas nas células foi realizada por imunofluorescéncia
indireta. As células foram plaqueadas em laminulas estéreis de vidro em placas de 24 pogos
para visualizacdo por microscopia confocal e em placas de 96 pocos para analise por Operetta
High-Content Imaging System (PerkinElmer). As células foram lavadas trés vezes com PBS a
37°C por 5 minutos e fixadas em Metanol (Merck) -20°C por 10 minutos. As células foram

lavadas novamente com PBS trés vezes por 5 minutos e incubadas com PBS/Triton 0,5% a
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temperatura ambiente por 30 minutos sem agitacdo. Posteriormente, foram lavadas trés vezes
com PBS e incubadas com PBS/BSA (Affymetrix Inc., California, EUA) 1% por 1 hora sob
agitacdo e lavadas novamente trés vezes com PBS. Foi realizada, entdo, a incuba¢do com 0s
anticorpos primarios (anti-coelho IL-21R 1:10 (ProteinTech, Illinois, EUA), anti-camundongo
IL-21R 1:50 (Santa Cruz Biotechnology, California, EUA), ou anti-camundongo ATP5B
(Santa Cruz Biotechnology, California, EUA)) diluidos em PBS/BSA 1% overnight a 4°C.
Apos esse procedimento, as células foram lavadas com PBS trés vezes e incubadas com
anticorpo secundario Alexa Fluor 488 (Sigma) ou Alexa Fluor 546 (Sigma) 1:400 por uma hora
a temperatura ambiente protegido de luz. Apos serem lavadas novamente trés vezes com PBS,
as células foram incubadas com DAPI (1 pg/ul) diluido em PBS por 5 minutos, lavadas trés
vezes em PBS. As laminulas foram montadas com Prolong Gold (Invitrogen) e seladas com
esmalte sobre uma lamina de microscopia éptica. As laminas foram observadas por
microscopia confocal de fluorescéncia com objetivas de 20x, 40x e 100x. A quantificacdo de
IL-21R nas placas de 96 pocos foi realizada usando o sistema High Content Imaging System
(Operetta CLS, Perkin EImer). Um total de 25 fotos foram adquiridas por po¢co em aumento de
20x em triplicata bioldgica. Para a quantificacdo dos ndcleos, as imagens foram adquiridas no
canal DAPI (excitacdo de 355-385 nm e emissdo de 430-500 nm) com 20 milissegundos de
exposi¢cdo. Foram considerados nas analises os nacleos com circularidade > 0.9 para exclusao
de debris celulares. Para a quantificacdo de IL-21R nas células, as imagens foram adquiridas
no canal Alexa 488 (excitacdo de 460-490 nm e emissdo de 500-550 nm) com 400
milissegundos de exposi¢do, 50% de poténcia para DAPI e 80% para Alexa 488. Foi realizada
a quantificacdo e determinacdo da intensidade da marcacdo de IL-21R utilizando o sistema
Operetta CLS and Analysis Software 4.5 (Perkin Elmer). Os resultados foram expressos como
quantidade de nucleos por pogo, porcentagem de células IL-21R positivas e marcacgdo de alta

ou baixa intensidade quando comparado a média de intensidade.
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3.18 Marcacao intracelular de proteinas para analise por citometria de fluxo

Ap0s a dissocia¢do com tripsina - EDTA 0,25 %, as células foram lavadas com PBS,
centrifugadas a 2000 x g por 5 minutos e fixadas com paraformaldeido 4% por 10 minutos. As
células foram contadas por camara de Neubauer e foram separadas 6 x 10° células por amostra.
Apos duas lavagens com 1X tampdo BD Perm/Wash (BD Biosciences), as células foram
permeabilizadas com 0 mesmo tampédo em incubacdo por 15 minutos a temperatura ambiente
como sugerido pelo fabricante. As amostras foram, entdo, incubadas com 20 pl de anticorpos
primarios, anti-coelho IL-21R 1:25 (ProteinTech, Illinois, EUA), anti-camundongo IL-21R
1:25 (Santa Cruz Biotechnology, California, EUA), diluidos em tamp&do BD Perm/Wash por
duas horas a 4°C. Apoés a incubacdo, as células foram lavadas duas vezes em tampdo BD
Perm/Wash e centrifugadas a 2000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
celulas sedimentadas foram incubadas por 1h ¢ 30 minutos com 20 pl de anticorpo secundario
anti-lgG com fluoréforo acoplado (Anti-coelho conjugado com FITC ou anti-camundongo
conjugado com FITC), diluido 1:400. Uma ultima lavagem foi realizada e as células foram
ressuspendidas em 400 pl do tampao BD Perm/Wash. As amostras foram, entdo, armazenadas
a 4°C até a leitura em citbmetro de fluxo FACSCanto (BD Biosciences, San Jose, CA) e

analisadas no software FlowJo (FlowJo, Ashland, USA).
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4. RESULTADOS

4.1 Localizagdo de IL-21R em ASCs

A presenca e localizagdo do receptor da interleucina 21 (IL-21R) em células-tronco
derivadas de tecido adiposo (ASCs) ainda néo foi descrita em literatura. Em outras linhagens
celulares, sua localizagdo ainda continua incerta, entretanto, em ensaios de imunofluorescéncia
ja realizados utilizando anticorpos anti-IL-21R, a proteina foi encontrada no citoplasma e
membrana celular, como descrito pela plataforma The Human Protein Atlas (Uhlen et al.,
2010). Dessa forma, para verificar a localizacdo da proteina IL-21R em ASCs, foi utilizada a
técnica de imunofluorescéncia com o anticorpo anti-IL-21R (ProteinTech). A imagem
observada por microscopio confocal (Figura 4.1A) apresentou localizacdo mitocondrial. O
padrdo de marcacdo em células-tronco mesenquimais, foi comparado com imagens de artigos
ja publicados, sendo levantada a hip6tese de localizacdo mitocondrial (Figura 4.1B) (Zhang et

al., 2013).

Figura4.1. (A) ASCs foram incubadas com o anticorpo primario o-1L-21R e com um anticorpo secundario
conjugado a Alexa 488. (B) Figura adaptada de Zhang et al. Células-tronco mesenquimais marcadas com
mitotracker green (2013).

Para a verificacdo dessa suposicdo, foi realizada a dupla marcagéo de IL-21R e da

proteina presente na subunidade beta da ATP sintase (ATP5B), presente na mitocondria das
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células. As figuras 4.2A e 4.2E representam a marcacdo (em verde) da porcao intracelular da
proteina IL-21R com anti-IL-21R (Proteintech). As figuras 4.2B e 4.2F representam a
marcacgdo mitocondrial (em vermelho) com anti-ATP5B (Santa Cruz). As figuras 4.2C e 4.2G
representam a marcacao nuclear (azul) com DAPI. As figuras 4.2D e 4.2E representam a juncao
das trés imagens (A, B e C; E, F e G) demonstrando a co-localizacdo de IL-21R e em laranja.
A imunofluorescéncia realizada com o anticorpo anti-IL-21R (Proteintech) também apresentou

marcacgdo nuclear ainda que variavel de acordo com o doador e tratamento.

a-1L21R

Figura 4.2. Imunofluorescéncia de a-IL-21R e a-ATP5B em ASCs sob microscopio confocal. (A,E) ASCs foram incubadas
com o anticorpo primario a-1L-21R e com um anticorpo secundario conjugado a Alexa 488. (B,F) ASCs foram incubadas com
o anticorpo primario a-ATP5B (AtpSb ATP sintase localizada na mitocondria) e com um anticorpo secundario conjugado a
Alexa 546. (C,G) ASCs também foram coradas com DAPI marcagdo nuclear. (D,H) A juncdo das imagens demonstra que o-
IL-21R esta co-localizando com a-ATP5B, indicando que IL-21R esté localizada na mitocdndria das ASCs. : 25um

4.2 Silenciamento de IL-21R em ASCs

A fim de compreender o papel da proteina IL-21R em células-tronco derivadas de
tecido adiposo, realizamos o silenciamento génico para reduzir os niveis da proteina e assim,
identificar os processos afetados por tal alteracdo. No presente trabalho, o silenciamento foi
realizado com a utilizacdo de um siRNA (RNA curto de interferéncia) especifico para o gene
em questdo. A verificacdo da eficiéncia do silenciamento foi avaliada por PCR em tempo real

e por imunofluorescéncia, possibilitando a quantificacdo da alteracdo do nivel de RNA
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mensageiro e da proteina IL-21R. Comparando os resultados das células incubadas com siRNA
IL-21R com siRNA Scramble (controle), foi possivel verificar uma diminuicdo significativa
no nivel de RNAm do gene IL-21R, ainda que as triplicatas biologicas tenham apresentado
grande variabilidade (Figura 4.3).
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Scramble silL-21R

Figura 4.3. Quantificacdo relativa de RNA de IL-21R normalizado por
GAPDH usando PCR em tempo real (qQRT-PCR). Teste T, p*<0,05.

Os resultados de imunofluorescéncia também demonstram uma diminuicdo
estatisticamente significativa da proteina IL-21R ap0s o silenciamento. Na figura 4.4 é possivel
comparar as imagens obtidas por Operetta High-Content Imaging System das ASCs tratadas

com siRNA Scramble (controle) e siRNA IL-21R.
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Figura 4.4. (A, B) Apo6s o silenciamento, as ASCs incubadas com o anticorpo primario a-1L-21R e com o anticorpo
secundario conjugado a Alexa488 (verde) e o nlcleo corado com DAPI (azul). A intensidade da fluorescéncia foi avaliada
e quantificada por Operetta High-Content Imaging System (n=122500). (C) A intensidade da fluorescéncia foi quantificada
por Operetta High-Content Imaging System (n=122500). Teste T, p*<0,05.

Para mensurar se houve uma alteracéo significativa de aproximadamente 20% no nivel
da proteina IL-21R, a intensidade média de fluorescéncia Alexa 488 das imagens foi

quantificada pelo programa do Operetta High-Content Imaging System (Figura 4.4C).
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Considerando a localizacdo de IL-21R nas mitocondrias, nos perguntamos se 0
silenciamento da proteina poderia influenciar no potencial de membrana mitocondrial das
células. Para isso, avaliamos a diferenca do corante Rodamina 123 absorvido pelas células e

ndo observamos diferencas estatisticas entre as ASCs tratadas com silL-21R e com siRNA

Scramble (Figuras 4.5).
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Figura 4.5. Apds o silenciamento génico, as células foram incubadas com Rhodamine 123 para a verificagéo

de sua atividade mitocondrial. A intensidade de Rhodamine 123 quantificada por citdmetro de fluxo e analisada
por FloJo. (A) Histograma. (B) Média de intensidade das triplicatas biolégicas. Analise estatistica: Teste T.
No entanto, quando comparamos a quantificacdo do silenciamento de RNAm por gRT-
PCR com os resultados obtidos com Rhodamine 123, podemos observar que as células que
obtiveram maior silenciamento (83%) também apresentaram maior mediana de intensidade de
fluorescéncia Alexa 488 (Rhodamine 123) quando comparado as células do doador que obteve

menor silenciamento (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Relagdo entre a porcentagem da diminui¢do de RNAm de IL-21R por gRT-
PCR e a mediana de intensidade de fluorescéncia de Rhodamine 123.
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A fim de verificar se a atividade proliferativa das células seria afetada pela diminuicdo
da proteina IL-21R, foi utilizada a técnica de EdU. Nas figuras 4.7A e 4.7B podemos observar

que ndo houve diferenca estatistica na proliferacdo das células silenciadas.
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Figura 4.7. Avaliacdo proliferativa das células silL21R através da incorporacdo de EdU. A porcentagem de células Edu+
foram quantificadas por citdmetro de fluxo e analisados com o software FlowJo. (A) Histograma (B) Grafico
representando triplicata bioldgica com a porcentagem de células marcadas com EdU.

Outro importante parametro avaliado foi a capacidade das células silenciadas para diferenciar
a adipdcitos. As células silenciadas para IL-21R e controle foram induzidas a diferenciacdo

adipogénica por 10 dias. Apo6s esse periodo, as ASCs foram coradas com Vermelho Nilo para

Controle Scramble silL-21R
5 : TR S ' =

Induzido

N&o induzido

Figura 4.8. Diferenciacéo adipogénica das células silenciadas para IL-21R foram avaliadas pela marcagdo com
Vermelho Nilo (marca vesiculas lipidicas) e analizado por Operetta High-Content Imaging System (n=1).
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quantificacdo das vesiculas lipidicas por Operetta High Content Imaging. Analisando o nimero
de vesiculas lipidicas, a porcentagem de células marcadas, e a area total das células marcadas

com Vermelho Nilo, o silenciamento demonstrou reducdo significativa na adipogénese

(Figuras 4.8 e 4.9).
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Figura 4.9. Quantificagio da diferenciacéo adipogénica. (A) Porcentagem de células marcadas com Vermelho Nilo. (B) Area
total marcada por Vermelho Nilo. (C) Numero de vesiculas lipidicas totais (spots) reconhecidos.

4.3 Superexpressdo de IL-21R em ASCs

A fim de verificar quais os efeitos do aumento do nivel de IL-21R nas ASCs, foi
realizada a superexpressao do gene IL-21R pela transfeccdo de clones comerciais. A alteracao
dos niveis de RNAm apds o tratamento foi mensurada por PCR quantitativo. Dessa forma,

verificamos que a superexpressdao de RNAm de IL2-1R foi estatisticamente significante entre
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Figura 4.10. Quantificacdo relativa de RNA de IL-21R normalizado por
GAPDH usando PCR em tempo real (QRT-PCR). Teste T, p*<0,05.
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as células transfectadas com vetor de expressdo de IL-21R em comparacédo as transfectadas

com o vetor controle (vetor truncado), apesar da grande variacao entre as triplicatas bioldgicas

(Figura 4.10).

O aumento em nivel protéico de IL-21R foi verificado atraves da técnica de Western
Blot, onde foi possivel notar uma diminuic¢do da banda com 100 kDa, provavelmente a proteina
IL-21R glicosilada e um aumento da banda de 70kDa, supostamente de proteinas nao

glicosiladas, quando comparado ao controle (Figura 4.11). No entanto, novos ensaios devem

ser realizados para confirmar essa hipdtese.

IL-21R Controle
100 kDa  — Glicosilada
70 kDa Nio
glicosilada

Figura 4.11. Técnica de Western Blot utilizando o anticorpo anti-IL-21R gel SDS-PAGe 13%.

Os ensaios de atividade mitocondrial (4.12A e 4.12B) e de proliferacdo celular (Figuras
4.12C e 4.12D) ndo apresentaram resultados estatisticamente significativos entre as células

com superexpressao de IL-21R comparado ao controle (vetor truncado).
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Figura 4.1, AB) Ensaio de potencial de membrana mitocondrial utilizando Rodamina 123 analisado por citometria de

fluxo. (C.13) Ensaio de proliferacio celular utilizande EAU analisado por citometria de fluxo. Teste ©1, p*=0,05,

4.4 Superexpressao de IL-21 em ASCs

O efeito de um receptor celular exige a presenca do ligante, neste caso o receptor de IL-
21 necessita da presenca da interleucina 21 para avaliacdo de sua funcdo no ambiente celular.
Com o propésito de verificar qual o efeito do aumento da interleucina 21 nas ASC foi realizada
sua superexpressao pela transfeccdo de um clone comercial. Os niveis de RNAm de 1L-21
avaliados por PCR em tempo real sugerem que a superexpressdo nao foi estatisticamente
significativa devido a alta variabilidade entre as triplicatas (Figura 4.13), embora todas as

triplicatas biolégicas apresentam aumento na expressao de 1L-21.

ns

2500+
20004 -1
15004
10004

..
5004 |

0 oo .

IL21 Relative quantification
(IL21/GAPDH)

Controle IL-21 sup

Figura 4.13. Quantificacdo relativa de RNA de IL-21 normalizado por GAPDH
usando PCR em tempo real (QRT-PCR). Teste T, p*<0,05.
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Os ensaios de atividade mitocondrial (Figuras 4.14A e 4.14B) e proliferacao celular

(Figuras 4.14C e 4.14D) também ndo foram estatisticamente relevantes.

A B . ns i

B Controle 1.1
Superexpressao IL21

150

;

100
Rhodamine +

L i al ]l
I | 1 .
50 / \ .
0 0.7
3 3 4 5
-10 0 10 10 10

PE-A

Count

Relative fluorescence
intensity median
o o
) ©
L L

Controle IL-21 sup

B Controle 1.6 : |

I Superexpressdo IL21
Superexpressao IL21R
Superexpressdo IL21 e IL21R

250

1.4-

200

EdU+
e —

150

1.2+

Count

100
1.0 ——

Percentage of EdU
positive cells

0.8 T T

w6 w o o5 Controle IL-21 sup
Alexa 647-A

Figura 4.14. (A,B) Ensaio de potencial de membrana mitocondrial utilizando Rodamina 123 analisado por citometria de
fluxo. (C,D) Ensaio de proliferacdo celular utilizando EdU analisado por citometria de fluxo. Teste T, p*<0,05.

4.5 Superexpressao de IL-21 e IL-21R em ASCs

Com a finalidade de verificar o efeito do aumento tanto da IL-21 como de seu receptor,
foi realizada uma superexpressdo dupla pela transfeccdo de dois clones. Os niveis de RNAmM
dos genes foram avaliados por PCR em tempo real e sugerem que a superexpressao de 1L-21
foi estatisticamente significante, mas o aumento do nivel de IL-21R nédo foi considerado

estatisticamente relevante (Figura 4.15).
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Os ensaios de atividade mitocondrial (Figuras 4.16A e 4.16B) e proliferagdo celular
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Figura 4.15. Superexpressao dos genes I1L-21 e IL-21R utilizando clone comercial (GenScript).
Quantificacdo relativa de RNA IL-21 e IL-21R normalizado por GAPDH usando PCR
quantitativo (Bioldgica n=3, técnica n=3). Teste T, p*<0,05.

(Figuras 4.18A e 4.18B) também néo foram estatisticamente significativos.
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verificar a funcionalidade mitocondrial (n=3). Teste T, p*<0,05.
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Figura 4.17. Atividade proliferativa por incorporagdo de EdU das células com superexpressdo de IL-21 e IL-21R
ou controle (n=3). Teste T, p*<0,05.



5. DISCUSSAO

5.1 Localizacdo de IL-21R em ASCs

A localizacdo de IL-21R e presenca desse receptor na mitocondria (ou proxima dessa
organela) foi demonstrada nas ASCs de forma inédita neste trabalho. Em outros tipos de
celulas, a proteina ja foi identificada na membrana plasmaética e no citoplasma segundo O Atlas

da Proteina Humana (Human Protein Atlas - ENSG00000103522) (Figura 5.1).

Figura 5.1. Adaptado de The protein Atlas: Marcacdo citoplasmatica de IL-21R em 3 linhagens celulares (A-321,
RH-30 e U-2 OS).

Os resultados aqui demonstrados evidenciam uma possivel localizacdo mitocondrial em
ASCs, 0 que nos leva a questionar a relacdo de IL-21R com a organela. Tendo em vista que a
proteina € um receptor de membrana e ndo tem sido associado a outras funcdes, a hipdtese
levantada para essa questdo seria uma possivel participacdo da proteina em plataformas

lipidicas (lipid rafts).

Muito além de uma simples delimitagdo celular, a membrana plasmaética é responsavel
por reconhecer alteracbes no celular externo e promover a sinalizagdo intracelular.
Antigamente, acreditava-se que a membrana plasmatica seria formada por uma estrutura fluida
onde as proteinas poderiam se deslocar livremente em um modelo denominado como mosaico

fluido (Singer e Nicolson, 1972). Mais recentemente, foi proposto que as moléculas ndo se
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moveriam de forma livre pela membrana, mas estariam arranjadas em plataformas lipidicas
organizadas, o que originou o conceito de microdominios lipidicos de membrana (Verkade e
Simons, 1997). Também foi visto que as plataformas lipidicas podem formar endossomos
quando associadas a proteinas chamadas de caveolinas. As caveolinas sdo proteinas
sintetizadas no reticulo endoplasmatico e enviadas a membrana plasmatica como proteinas
integrais de membrana, adotando um formato incomum pela exposicao das extremidades N e
C-terminal ao citoplasma. Os endossomos, também chamados de caveolos ou signalossomos,
carregam receptores da membrana para o interior das células, facilitando a interagdo com outras
proteinas e participando de vias de sinalizacdo. Além disso, essas estruturas sdo extremamente
importantes para o metabolismo lipidico, cobrindo cerca de 40% da superficie celular de

adipdcitos (Monier et al., 1995; Bastiani e Parton, 2010).

A Caveolina-1 é uma das proteinas fundamentais para a formacdo dos endossomos.
Essa proteina também esta associada a diversos processos celulares em células-tronco, como
migracdo, proliferacdo, senescéncia, diferenciacdo, crescimento e controle oxidativo
mitocondrial. Em trabalhos recentes, também foi visto que essa € uma proteina essencial para
a diferenciacdo de células-tronco derivadas de tecido adiposo e esta presente em diferentes
niveis ao longo da adipogénese (Bastiani e Parton, 2010; Fernandez-Real et al., 2010; Baker e

Tuan, 2013; Guan et al., 2016).

5.2 Silenciamento de IL-21R em ASCs

O silenciamento de IL-21R demonstrou uma diminuigdo significativa da adipogénese
durante a fase inicial da diferenciagdo. STAT3, fator de transcricdo ativado pela via de
sinalizacdo JAK2-STATS3 pela ligagdo de IL-21 a IL-21R, ja foi descrito como importante
regulador da fase inicial da adipogénese e estudos envolvendo o silenciamento de STAT3

demonstraram diminuigdo da diferenciacdo adipogénica (Zhang et al., 2011; Kramer, Edkins,
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et al., 2015; Kramer, Kadye, et al., 2015; Yuan et al., 2017; Lee et al., 2018). Dessa forma,
levantamos a hipotese de que o silenciamento de IL-21R tenha levado a diminuicdo de STATS3,
e consequentemente, a supressao da adipogénese. Para posterior confirmacao dessa hipotese,

serdo necessarios Novos experimentos.

Em nossos experimentos, mesmo apds diversas modificagdes do protocolo para um
silenciamento eficiente, ndo foi possivel obter silenciamento génico homogéneo entre 0s
doadores. A alta variabilidade entre as amostras bioldgicas tem sido frequente nos estudos com
amostras de doadores, dessa forma o banco de células-tronco do ICC tem realizado um
questionario mais completo com informacGes sobre idade, sexo, altura, peso e doencas pré-
existentes. Quando comparamos as células que obtivemos o maior silenciamento (TAL32),
com as células com menor silenciamento (TAL28), podemos notar uma grande diferenca de
idade entre os pacientes e uma disfuncdo metabdlica do paciente TAL32 (Tabela 5). Ja foi visto
que a idade dos pacientes causa claras alteracGes tanto em nivel transcricional quanto pds-
transcricional, resultando em diversas mudancas bioldgicas relacionadas a idade (Peffers et al.,
2016). Por conseguinte, levantamos a hipdtese de que a idade e satde dos pacientes pode ter

influenciado nos resultados. Para confirmacado, novos testes deveréo ser realizados.

Tabela 5.1. Dados dos doadores de ASCs

Doador Idade Sexo Altura (m) Peso (kg) Doencas

TAL32 48 FEMININO 1,75 90 TIREOIDE
TAL28 20 FEMININO 1,74 75 NENHUMA
TAL27 46 FEMININO 1,66 74,5 NENHUMA
TAL22 44 FEMININO 1,63 72 FIBROMIALGIA
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Outro possivel fator que pode ter afetado o silenciamento génico foi o fato de que a
lipofectamina utilizada como agente de transfeccao, causou um aumento dos niveis de RNAm
de IL-21R nas células quando comparadas as células sem nenhum tratamento (dados n&o
mostrados). Esse reagente é formado por agentes lipossémicos e podem ativar a via lipidica das
ASCs e aumentando os niveis de IL-21R, porém novos experimentos devem ser realizados para

validar essa hipotese.

5.3 Superexpressdo de IL-21 e IL-21R em ASCs

A partir dos resultados da técnica de Western Blot (Figura 4.12), podemos inferir que
a tentativa de superexpressdo do gene IL-21R estaria causando alterac6es nos niveis de proteina
funcional (glicosilada) e aumentando os niveis de proteina ndo funcional (ndo glicosilada), uma
vez que a proteina IL-21R é C-manosilada no primeiro triptofano e essa estrutura extracelular
garante sua ligacdo com IL21 (Hamming et al., 2012). A glicosilagdo é uma estrutura de agucar
que interfere diretamente na funcionalidade da proteina e sua formacéao néo é controlada apenas
por sua informacdo genética, mas por diversos outros fatores que variam de acordo com o tipo
celular (Spiro, 2002). Dessa forma, é extremamente dificil certificar-se de a proteina
superexpressada seja glicosilada e alcance sua estrutura final funcional. Além disso, pelo fato
do receptor ser heterodimérico e se associar a cadeia gama comum para realizar sua funcao,
existe a possibilidade de que a superexpressdo apenas do receptor sem a cadeia gama comum
ndo seria suficiente para verificar a funcdo do receptor. Dessa forma, ndo é possivel chegar a

nenhuma concluséo sobre os efeitos da superexpressao de IL-21R aqui apresentados.
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6. CONCLUSOES

= Aproteina IL-21R colocaliza com a proteina alfa-ATP5B. Dessa forma, sugere-
se que esse receptor esté localizado na mitocéndria das células-tronco derivadas
de tecido adiposo.

= Osilenciamento de IL-21R afetou negativamente a adipogénese durante as fases
iniciais da diferenciacdo de ASCs, mas ndo demonstrou alteracoes significativas
na atividade proliferativa ou mitocondrial das células.

= A superexpressao de IL-21 e IL-21R nédo apresentou diferencas significativas

nos niveis de mMRNA ou proteina.
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8. ANEXOS

Anexo 1
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZAQAO CELULAR E MOLECULAR DO FOTENCIAL DE
DIFERENCIACAC DE CELULAS-TRONCO

Pesquisador: Bruno Dallagiovanna Muniz

Area Tematica: Genética Humana:
({Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de andlise
ética por parte da CONEF;);

Versdo: 5
CAAE: 48374715.8.0000.5248
Instituigdo Proponente: FUNDACAQC OSWALDOC CRUZ

Patrocinador Principal: Fundacdo Oswaldo Cruz
DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 2.887.735

Apresentagdo do Projeto:
Trats-se de uma Emenda referente ao projeto projeto 419/07, ja aprovado pelo CEP Fiocruz/IOC.

As células-tronco estdo presentes em diversos tecidos, sdo sutorrenovaveis @ possuem potencial em
diferenciar em diversos tipos celulares especifico, além de possuir pspel imunorregulatério. O presante
projeto pretende anslisar os mecanismos celulares & moleculares enveolvidos com o processo de
diferenciacdo, stivacdo e autorrenovagdo de células-tronco com fins de estudar sus biclogis bésica e

também svaliar possiveis implicagdes em terapiss futuras.

Objetive da Pesquisa:

Objetive Primario:

Estudar os mecanismos celulares e moleculares da resposts das células-tronco de diferentes origens
quanto a diferentes sbordasgens experimentais visando seu potencisl de diferenciagcdo pars terapias

celulares.

Objetivos Secundarios:

Subprojeto 1: Isolamento e caracterizacdo de células-tronco adultas / progenitores de diferentes fonte e
seus derivados (microvesiculas, DNA, RNA proteina etc.) e tecido de origem.

Subprojeto 2: Potencisl de diferenciacéo de células-tronco em diversas linhagens celulares

Enderego: Ay Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expansio)

Balrro:  Manguinhos CEP: 21 .040-360
UF; RJ Municiplo: RO DE JANEIRO
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ulilizando método de cultivo,meio condicionada, extrato de tecidos, potenciais indutores & entre outros.
Subprojete 3: Mecanismos pos-transcricionais da regulagdc da autorrenovegdo e diferenciagic de células
tronoo adultas de diferentes fontes e linhagens pluripotentes.

Subprojeto 4: Esfudos metabdlicos em células-tronco adulitas de diferentes fontes & linhagens pluripotentes.
Subprojete 5 Andlise epigenética & de expressio génica de células-fronca

adultas de diferentes fontes durante a proliferagde, diferencisgdo & oulras condiges

Subprojeto 8: Construgo de ferramentas para acompanhamento do processc de proliferagdo e
diferanciagio celular (Flasmideos, vetores lentivirais & entre outros)

Subprojeto 7: Estudo da interagio de patdgencs com células-trence e/ou subprodutos celulares de
diferentes fontes,

Subprojate B: Transplania de células-tronco adulias /progenitores humanas & seus derivados am madalo
pnimal &m ensaios pré-clinioos.

Subprojeto §: Caracterizagiic e diferenciagiic de linhagem de células-ronco pluripotentes.

Avaliagio dos Riscos ¢ Beneficios:
Riscos:

Os protocolos de obtangiic & processamento das amosiras biolégicas siic estabalecidos & padronizados &
ja utilizados, O pasquisador descreve os riscos referentes i cads material que serd coletado

Banaficics:
Mo existe beneficlo diretc & imediato ao sujeito da pesquisa com a reslizagiio deste projeto. Contudo
aspera-se como principal benaficio deste projeto o desenvalvimente clentifico & tecnoldgico do pais

Comentarios @ Consideragdes sobre a Pesquisa:
O prasanie projeto & continuidade do projete 419/07, previemente submatido & aprovado pale
CERFIOCRUZ, incluindo seus sdendos e relatdrios.

Seguindo s orientagdo do CEF/FICCRUZ, CAAE No. 42803015.4.0000.5248 no parecer no 1.038.187 de
14/04/2015, da submetermos este projeto na plataforma Brasil, como um projets nove. Buscamos atender
po que foi colooede no referide parecer, além disso, o projeto foi stualizedo. mas a sua esséncis continua a
mesma, desorite a seguir,

{0 presente projato tem como objetivo geral 8 pesquiss basics dos mecanismos calularas a
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moleculares das células-tronco de diferentes origens visendo seu potencial de proliferag8o e diferenciagdo.
Tecidos, células e derivados (OMA, RMA, proteina, eftc) provenientes de um mesmo doador podem ser
utilizados em diversas abordagens experimentais para melhor entender esses processos celulares. Desta
forma. se reduz o ndmero de doadores & se maximiza & obtengdo de conhecimento. O melhor entendimanto
dos mecanismos que confrolam a proliferacéo e diferenciagdo celular possibilita novas perspectivas pars
terapias regenerativas.

O entendimenta dos mecanismos celulares @ moleculares das celulas-tronco de diferentes origens quanto
8 diferentes abordagens experimentsis ird permitir 8 potencializacéo da diferenciacéo para terapias
celulares. Projeto relevante para & saude publica. na busca de procedimentos eficientes para a terapia
celular, por meio do estudo comparative das células-tronco de diferentes fontes. o que confribuira para uma
melhor compreensao da potencialidade destes tipos celulares, além de fornecer dados importantes sobre

sua utilizacdo em terapias futuras.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Foi apresentado e avaliado o seguinte documento: F'B_INFGFEMA@EJES_EIEEICﬁE_EIQBEEB_H

Recomendagoes:

A Emends em tela davera ser desenvolvida na forma em gue foi aprovada pele CEP Fiocruz/ 100,

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Todas as solicitactes do CEF foram atendidas, incluindo a ditima pendé&ncia referente &, tradugfo pars o

portugués da carta do termo de doacdo do Instituto de Pesquisa Murdoch Children.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Diante do exposto, em sua 2437 Reuwnido Ordinaria, oComité de Etica em FPesquisa do Instituto Oswaldo
Cruz (CEF FIOCRUZ/IOC), de scordo com as atribuigdes definidas na Res. CHNS 486/1Z. o Colegiado

manifestou-se por Aprovar 8 Emenda ao projeto de Pesquisa 418/07.

Cabe resszaltar que a responssbilidade do pesguisador & indelegavel & indeclinavel & compresnde os
aspecios éticos e legais.
Apresentar relatorio final do projeto de pesquisa & responsabilidade indelegavel do pesquisador principal.

Manter oz dados da pesquisa em arguive, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por
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um

periode de cinco anos apds o tErmino da pesguisa,

Encaminhar os resultados da pesquisa para publicagio, com os devides créditos aos pesquisadores

sssociados & ao pessoal técnico integranie do projeto.

e ™™

Justificar fundamentadamente, perante o CEF ou 8 COMEP, interrupgdo do projeto ou a ndo publicagdo
dos resultados. (Res CHE 488/12, item XI).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguive Fostagem Autar Situagac|
Informagées Basicas| PE_INFORMAGOES_BASICAS_002358| 14/08/2018 Aceito
| do Projets E1.pdf 18:43:

Cutros Termo_de_doscso_traduzido. pdf 268/08/2017 |PATRICIA Aneilo

| _ 18:58; SHIGUNOY

Cutros Terma_de_deacao_griginal pdf 26/08/2017 |PATRICIA Aneito

| _ _ 18:58:32 | SHIGUNCOY

Folha de Rosto Folha_de_rosto pdf 28/08/2017 |PATRICIA Aceito

u _ . 18:48:11 | SHIGUNOVY

Outros Carta_para_CEP_dez2018 pdf 08/12/2018 |PATRICIA Aceito
14:18:02 SHIGLUMNOY

Ceclaragao de Termo_de_confidencialidade_ICC_3 pdf| 08/12:2018 |PATRICIA Apeito

j -28:01 HIGLI MO

Ceclaragdo de Termeo_confidencislidade_SantaCasa pd| 08/12:2018 |PATRICIA Aceito

| Pesquisadores f 11:14:10 | SHIGUNOY

DIL‘JI"?:nI:H Declaracac_de_co_participacas_SANTAl 08M12/2018 |PATRICIA Aceito

Instituigdo & _CASA pdf 11:12:08 | SHIGUNMOY

Infragsirutura

Prejeto Detalhade / |PROJETO_DETALHADO _2018_V4.pdf | 08M12/2018 |PATRICIA Aseita

Brochura 11:08:38 | SHIGUNOV

Cutros Ficha_de_oadasiro paf 01/0e/201% |Bruno Dallagiovanna | Aceito
10:08:08  |Muniz

Cuiros Carta_CEF_2015 pdf 01/08/201% |Bruno Dellagiovanna | Aceito
10:08:18  |Muniz

Cutros Tarmo de confidencialidade_PUC paf 10/08/2015 Apeito
11:04:38
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Cutros Termo de confidencialidade_|CC_2. pdf 10/08/2018 Apaito
11:04:28
Cutros Termo de sonfidencialdade_|CC_1.pdf 10/08/2018 Apaito
11:04:18
Declaragao de Dmlirl;ia de co-participapda_PUC pdf| 10/08/2015 Apaito
Instituigdo & 11:03:41
Infraestrutura —
TCLE ! Termos de | TCLE_sangue_menstrual_v1.pdf 10/08/2018 Apaito
Aggantimento / 11:03:08
Justificativa de
[ AusEncia —
TCLE ! Termos de | TCLE_medula_v1.pdf 10/08/2015 Acaito
Aggantimento / 11:02:55
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_lipoaspiragdo_2015_v1.pdf 10/08/2018 Apaito
Assentimenta / 11:02:48
Justificativa da
Ausancia
TCLE ! Termos de | TCLE_leite_2015_wv1. pdf 10/08/2015 Acaito
Assentiments [ 11:02:36
Justificativa de
TCLE ! Termeos de | TCLE_dente_v1.pdf 10508/2015 Apaito
Assenbiments [ 11:02:28
Justificativa de
Auséncia
TCLE ! Termos de TCLE_cordao_umbilical _2015_v1. pdf 10082015 Acaito
Assentimanto 11:02:12
Justificativa de
Alsancia
TCLE ! Termos de | TCLE_bariatrica_2015_w1 . pdf 10508/2015 Apaito
Assentiments [ 11:01:5%9
Justificativa de
Auséncia
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagao da CONEP:
Mo
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RIC DE JANEIRO, 29 de Qutubro de 2015

Assinado por:

Maria Regina Reis Amendoeira
(Coordenador{a))
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