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RESUMO 

Messenger ribonucleoprotein particles (mRNPs) são complexos formados por 
RNA mensageiro (mRNA) e um pool de diferentes proteínas que se ligam diretamente 
ou indiretamente ao mRNA. Proteínas diferentes podem formar diferentes mRNPs 
com diferentes funções. Agregação de mRNPs formam grânulos que são visíveis ao 
microscópio. Dois desses grânulos comumente encontrados em células eucarióticas 
são os processing bodies (PB) e os grânulos de estresse (GE) possuem função 
fundamental na regulação pós-transcricional, mais especificamente, na degradação 
(PB) e na estocagem (PB e GE) do mRNA. Enquanto os PB são constitutivamente 
encontrados, GE são vistos somente em condições de estresse. TTP e RCK são 
componentes presentes em ambos os grânulos enquanto que TIA1 e TIAR são 
exclusivos de GE e DCP2 exclusivo de PB. Human Adipocyte Derived Stem Cells 
(ADSCs) são células-tronco adultas multipotentes com capacidade de autorrenovação 
e diferenciação em células de diversos tecidos. Desde que pouco se sabe sobre a 
função dos PB e dos GE durante a diferenciação das células-tronco, nosso objetivo é 
elucidar a dinâmica e função desses grânulos nestas celulas. 
 Foram utilizadas ADSCs derivadas de cirurgia bariátrica e lipoaspiração. 
Diversos componentes de PB e de GE foram analisados por Imunofluorescência após 
1, 4, 7 e 12 dias de diferenciação adipogênica. Oligos de RNA de interferência (siRNA) 
específicos para RCK, DCP2, TTP, TIAR e TIA1 foram transfectados 
concomitantemente com a indução à diferenciação adipogênica e as culturas 
mantidas por 1, 4, 7 e 14 dias de diferenciação. A diferenciação foi mensurada por 
intensidade de fluorescência após marcação com AdipoRed.  
 GE são ausentes em ADSCs indiferenciadas e durante a diferenciação como 
determinado por imunomarcação com TIAR que se localiza predominantemente no 
núcleo. Interessantemente imunomarcação com TIA1/R mostrou que ADSCs 
possuem grande quantidade de grânulos contendo TIA1/R em células indiferenciadas 
e não estressadas. Sob estresse oxidativo há um aumento de PB em ADSCs e a 
formação de GE. Esses grânulos parecem variar de composição, uma vez que eIF4E 
é ausente e GE imunomarcados com eIF4B são mais perinucleares do que GE 
imunomarcados com TIAR. PB variam em número e tamanho em células 
diferenciadas. Notavelmente, em ADSCs possuem poucos PB e até mesmo ausente 
em algumas células, além disso, TIA1/R e PB significativamente aumentam após 24 
horas de diferenciação e após 12 dias o número de PB é similar a células 
diferenciadas enquanto que os grânulos de TIA1/R praticamente desaparecem. siRNA 
de componentes essenciais de PB e GE em ADSCs indiferenciadas (tempo 0) mostrou 
que há um aumento significativo na diferenciação em adipócito após 4, 7 e 12 dias de 
diferenciação adipogênica. Interessantemente esse aumento se deu pela maturação 
do adipócito, i.e. tamanho da vesícula de lipídio e não pelo aumento da quantidade de 
células diferenciadas. Nossos dados mostram que PB estão em baixo número e que 
existem grânulos de TIA1/R citoplasmárico nunca antes mostrados em ADSCs 
indiferenciadas. Ainda, esses grânulos aumentam durante a diferenciação e parecem 
exercer um papel importante na maturação dos adipócitos uma vez que ensaios de 
siRNA de componentes de PB e GE levam a uma diferenciação mais acelerada. 
Também, os GE são formados após indução a estresse oxidativo e esses grânulos 
são praticamente ausentes de eIF4E mostrando que a composição desses grânulos 
varia em relação a células diferenciadas. 
 Palavras chave: Processing bodies; grânulos de estresse; Adipose Derived 

Stem Cells; diferenciação celular. 
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ABSTRACT 

Messenger ribonucleoprotein particles (mRNPs) are complexes formed by 
messenger RNAs (mRNAs) and a pool of different proteins bound directly or indirectly 
to the mRNA. Different proteins might form different mRNPs with different functions. 
Aggregations of mRNPs form granules that are visible to the microscope. Two types 
of granules commonly found in eukaryotic cells are the Processing Bodies (PB) and 
the Stress Granules (SG). They have essential roles on posttranscriptional  regulation, 
more specifically on degradation (PB) and storage (PB and SG) of the mRNA. While 
PB are constitutively observed, SG are seeing only during stress conditions. TTP and 
RCK are a component present in both granulesTIA1 and TIAR are exclusively SG. 
Human Adipocyte Derived Stem Cells (ADSCs) are adult multipotent stem cells with 
the capability of selfrenewal and differentiation in several tissue cell types. Since cell 
differentiation induction is stressful for the cell and little is known about the role of those 
granules during stem cells proliferation and differentiation, our goal is to elucidate the 
dynamic and function of those granules in stem cells.  

ADSCs were used. Multiples PB and SG protein components were analyzed by 
immunofluorescence after 1, 4, 7 and 12 days of adipogenic differentiation. Specific 
siRNA oligos for RCK, DCP2, TTP, TIAR and TIA1 were transfected and immediately 
induced to adipogenic differentiation for 24 hours, 4, 7 and 14 days of differentiation 
with specific adipogenic media. Differentiation was measured by fluorescence intensity 
after staining with AdipoRed.  

SGs were absent in undifferentiated or differentiated ADSCs as determined by 
TIAR immunolabeling which localized mainly in the nucleus. Interestingly TIA1/R 
immunolabeling showed that ADSC have abundant TIA1/R granules on 
undifferentiated and unstressed cells. Under oxidative stress ADSC have an increase 
of PB and the formation of SGs. These SG may vary in composition since eIF4E is 
absent and eIF4B immunolabeled SGs are more perinuclear than TIAR 
immunolabeled SGs. PB varied in number and size on differentiated cells. Remarkably, 
in ADSC there is a very low number of PB and is even absent in some cells although, 
TIA1/R and PB significantly increases after 24 hour of differentiation and after 12 days 
the number of PB are similar to differentiated cells while TIA1/R almost disappears. 
siRNA of PB and SG essential components in undifferentiated ADSCs (time 0) showed 
that there is a significant increase of adipocyte differentiation after 4, 7 and 14 days of 
adipogenesis induction. Interestingly, this increase was due to adipocyte maturation, 
i.e. size of lipid vesicles, and not to the number of differentiated cells. Our data show 
that PB are in low number and, was never shown before that ADSCs have TIA1/R 
cytoplasmic granules in undifferentiated cells. There is an increase of PB and TIA1/R 
granules during differentiation and those granules seems to be important for late 
adipocyte maturation once siRNA of PB and SG components drives to an early 
differentiation. Also, SG are formed after oxidative stress induction and those granules 
are almost deprived of eIF4E showing that the composition of those granules may vary 
when comparing to differentiated cells. 

 

Key Words: Processing bodies; stress granules; Adipose Derived Stem Cells; 

cell differentiation.   
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 O RNA mensageiro no citoplasma: Início da tradução e grânulos de 

regulação pós-transcricional 

 Durante toda a “vida” de um RNA mensageiro (mRNA) diversos fatores 

(proteínas e RNAs) se ligam a este, formando complexos denominados messenger 

ribonucleoprotein particles (mRNPs). A formação dos mRNPs se inicia no núcleo e o 

destino do mRNA depende da combinação desses fatores. Por exemplo, uma vez no 

citoplasma, o mRNA pode se localizar em regiões específicas da célula e essa 

localização depende das proteínas que compõem os mRNPs. Em um trabalho 

realizado com embriões de Drosophila foram analisados 3.370 mRNAs e foi 

observado que 71% destes têm localização predeterminada (LÉCUYER et al., 2007). 

Como exemplo de mRNPs, temos o complexo necessário para dar início à tradução, 

formado pela ligação de Poly(A)-Binding Protein (PABP) à eIF4G, ambas unidas ao 

mRNA, sendo essencial para que o processo de tradução seja completo (TARUN et 

al., 1997).  

Durante o estresse celular, a proteína TIA1 em combinação com outras 

proteínas, forma mRNPs de estocagem do mRNA que podem interagir com grânulos 

de degradação de mRNA (KEDERSHA; ANDERSON, 2007). Diversos são os destinos 

que um mRNA pode ter dependendo das proteínas a ele associadas. Para o 

entendimento de como ocorre a formação desses complexos é necessário o 

conhecimento da estrutura básica de um mRNA, bem como a maneira pelo qual as 

proteínas podem interagir com o RNA e também com outras proteínas por meio de 

domínios específicos. 

 O RNA mensageiro compõem aproximadamente 5% de todo o RNA de uma 

célula eucariótica. Durante o início da sua síntese, pela RNA Polimerase II (Pol II) no 

núcleo, é adicionado a 7-guanidina trifosfato denominado como cap na região 5´ do 

mRNA (SHATKIN, 1976). Logo, o mRNA é processado e há a remoção dos íntrons 

por splicing, seguido da clivagem e adição de uma cauda poliadenilada (PoliA) na 

região 3´ do mRNA, onde são adicionadas em torno de 150 adeninas. No citoplasma, 

a estrutura do mRNA maduro é dada pela presença do cap na região 5´, duas regiões 

não traduzida UTR (untranslated region), uma região codificante ORF (open reading 

frame) e a cauda PoliA na região 3´ (figura 1.1). Essa estrutura funciona como a 

“identidade” do mRNA.  
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De modo geral, o cap e a cauda PoliA conferem proteção contra a ação das 

ribonucleases; já as UTRs conferem sítios de ligação e formação de mRNPs 

(BENTLEY, 2014), sendo caracterizadas como as regiões do mRNA que mais sofrem 

ação de proteínas reguladoras. São às regiões UTRs onde as proteínas de início de 

tradução, transporte, degradação e outras se ligam para determinar o destino do 

mRNA (MIGNONE et al., 2002). O tamanho das regiões UTRs pode variar de algumas 

dezenas até várias centenas de nucleotídeos e essa regulação depende não só do 

tamanho da UTR, mas também da sua estrutura e sequência (GU et al., 2014; LEDDA 

et al., 2005).    

 

Figura 1.1: Estrutura do RNA mensageiro.  
Fonte: Do autor 
Legenda: No citoplasma, a estrutura do RNA mensageiro é composta por um cap na região 5´, duas 
regiões UTRs: uma na região 5´e outra na 3´, uma região de tradução ORF e a cauda PoliA na região 
3´.  

As proteínas ligadoras ao RNA ou as RNA-Binding proteins (RBPs) são 

proteínas que possuem em sua composição regiões de reconhecimento de RNA. 

Centenas de RBPs estão presentes na célula e a afinidade das RBPs por RNAs pode 

ser promíscua ou altamente específica. Por exemplo, PABP se liga a mais de mil 

mRNAs diferentes, enquanto que Penicillin-Binding Protein 2 (PBP2) se liga apenas a 

aproximadamente dez mRNAs. Algumas RBPs, como ACO1, tem grande preferência 

por mRNAs mitocondriais, estando relacionado a uma mesma via metabólica (HOGAN 

et al., 2008). 

 Existem diversos domínios em uma RBP que reconhecem RNA. O RNA 

recognition motif (RRM) é um dos mais abundantes e é uma região da proteína que 

reconhece e se liga a uma grande variedade de RNAs, com alta afinidade. Já foram 

identificadas mais de 3.500 proteínas com RRM e, em média, 44% das RBP possuem 

de dois a seis RRMs, e estão presentes em todos os processos pós-transcricionais. 

Mais de 30 estruturas de RRMs já foram identificadas e são formadas, geralmente, 

por regiões hidrofóbicas com estrutura de quatro folhas β antiparalelas e duas α 

hélices, contendo por volta de 90 aminoácidos que reconhecem quatro nucleotídeos. 

Além de RNAs, as RRMs também podem reconhecer DNA e, até mesmo, intermediar 
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a interação com outras proteínas (revisado por (KENAN; QUERY; KEENE, 1991; 

MARIS; DOMINGUEZ; ALLAIN, 2005). Por exemplo, PABP tem afinidade pela região 

poliadenilada de todos os mRNAs e essa proteína possui quatro RRMs em sua porção 

N-terminal que reconhecem tanto o mRNA, como eIF4G (DEO et al., 1999; KÜHN; 

PIELER, 1996). 

1.1.1. Início da tradução 

 O início da tradução é dado pela triagem do mRNA pelo ribossomo até o códon 

de iniciação (AUG), formando o ribossomo 80S seguido da síntese da proteína. Em 

eucariotos, essa triagem pode acontecer dependente ou independente de cap.  

 A via canônica da tradução é aquela dependente de cap e pode ser dividida em 

diversos estágios. Os eukariotic initiation factors (eIFs) são um grupo de fatores 

envolvidos no início da tradução. A primeira etapa desse processo é a formação do 

complexo ribossomal 43S que será responsável pela triagem do mRNA à procura do 

códon de iniciação AUG, códon de início da síntese da proteína. O tRNA da metionina 

(Met-tRNAi
met) é um tRNA específico para o início da tradução e, juntamente com eIF2 

e guanosina trifosfato (GTP), formam o complexo ternário. Esse complexo se liga a 

eIF3, eIF1, eIF1A e à subunidade ribossomal 40S para formar o complexo de pré-

início 43S (figura 1.2 – etapa 1) (DEVER, 2002; KOZAK, 1991). O começo da 

montagem do complexo de iniciação se dá pela formação do complexo eIF4F (figura 

1.2 – etapa 2). O eIF4E tem alta afinidade e se liga diretamente ao cap do mRNA e, 

juntamente com eIF4G e eIF4A, formam o complexo eIF4F. O eIF4A no complexo 

eIF4F é uma RNA helicase que tem como objetivo desfazer estruturas secundárias do 

mRNA na porção 5´ UTR. Para que a sua atividade helicase seja estimulada é 

necessário o fator eIF4B ou eIF4H,  que se liga diretamente a eIF4A (figura 1.2 – etapa 

2) (ROGERS et al., 2001). A etapa seguinte é a circularização do mRNA onde eIF4G, 

presente no complexo eIF4F, interage diretamente com PABP (figura 1.2 – etapa 3) 

(CRAIG et al., 1998; WAKIYAMA; IMATAKA; SONENBERG, 2000). A PABP também 

se liga a eIF3 do complexo de pré-início 43S(MARTINEAU et al., 2008). A etapa 

seguinte é a triagem do mRNA pelo complexo 43S (figura 1.2 – etapa 4). A DHX29 se 

liga à subunidade ribossomal 40S no complexo 43S dando início a triagem no sentido 

5´ para 3´ até o pareamento do códon com o anticódon na sequência nucleotídica 

AUG (HASHEM et al., 2013). O eIF1 no complexo 43S desempenha um papel 

importante no correto reconhecimento de AUG (MARTIN-MARCOS et al., 2013). Uma 

vez formando o pareamento do códon-anticódon, o complexo é denominado 48S. 
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Nesse momento, eIF5 e eIF5B hidrolisam GTP por guanosina difosfato (GDP) no fator 

eIF2 do complexo 48S (figura 1.2 – etapa 4) (PISAREVA; PISAREV, 2014). A última 

etapa do início da tradução é a formação do ribossomo 80S. O eIF5B auxilia na 

dissociação de eIF1, eIF1A, eIF3 e eIF2-GDP do ribossomo 40S (PESTOVA et al., 

2000; UNBEHAUN et al., 2004) que, ao associar-se ao complexo 60S dissociado de 

eIF6, provoca a formação do complexo ribossomal 80S, dando-se início à síntese da 

proteína (figura 1.2 – etapa 5) (CECI et al., 2003). 

 

Figura 1.2: Formação do complexo de início de tradução. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: A formação do complexo 43S ocorre pela junção de eIF2, GTP e Met-tRNAi

Met  (etapa 1). O 
início da formação do complexo de tradução se dá pela ligação de eIF4F ao cap (etapa 2) juntamente 
com o complexo 43S (etapa 3).Em seguida, ocorre a triagem do mRNA pelo complexo 43S até a 
sequência AUG, onde há a junção códon-anticódon formando o complexo 48S (etapa 4). A subunidade 
40S com a 60S formam o ribossomo 80S que dá início à síntese proteica (etapa 5). 
 

 Em alguns casos, o ribossomo 80S pode ser formado independente do cap. O 

Internal Ribosome Entry Sites (IRES) é a via não canônica de início da tradução na 

qual o complexo 43S interage diretamente com estruturas secundárias no mRNA 

(figura 1.3) e que foram descritos primeiramente em vírus. O mRNA do Poliovírus não 
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tem cap e possui uma região 5´ UTR excepcionalmente longa, rica em estruturas 

secundárias e com aproximadamente oito AUG “não conservados” a montante (mais 

próximo à extremidade 5´) do códon AUG verdadeiro, que da início à ORF. Devido a 

formações secundárias na 5´ UTR, o ribossomo tem a capacidade de interagir 

diretamente com mRNA e iniciar a tradução, sem a necessidade das proteínas 

ligadoras ao cap (PELLETIER; SONENBERG, 1988). Diferentes vírus utilizam 

proteínas distintas para a tradução por IRES: o mRNA do vírus da hepatite C (HCV), 

por exemplo, necessita de eIF2 e eIF3 para que o ribossomo consiga se ligar ao 

mRNA (LUKAVSKY, 2009); já o vírus da encefalomiocardite (EMCV) precisa dos 

fatores eIF2, eIF3 e IF4G (PESTOVA; SHATSKY; HELLEN, 1996). 

 Alguns mRNAs da própria célula também podem ser traduzidos por IRES. A 

tradução de eIF4G durante infecção por Picornavírus é alternada entre tradução 

dependente de cap para IRES (GAN; RHOADS, 1996). Diversos outros mRNAs 

podem ser traduzidos por IRES, alguns exemplos são o fator de crescimento de 

fibroblasto 2 (FGF2) (VAGNER et al., 1995), fator de crescimento endotelial vascular 

(AKIRI et al., 1998), c-Myc (NANBRU et al., 1997) entre vários outros.  

 

 

Figura 1.3:  Internal Ribosomal Entry Sites (IRES). 
Fonte: Do autor. 
Legenda: Figura representativa do início da tradução por IRES. A triagem de alguns mRNAs pelo 
ribossomo 40S seguido da montagem do ribossomo 80S pode acontecer independente de cap, a partir 
de IRES. Estruturas secundárias no mRNA podem interagir diretamente com o ribossomo 40S e com 
alguns fatores de início da tradução próximos ao códon de início AUG.  

1.1.2 O ciclo do RNA mensageiro: Papel dos Processing Bodies e dos Grânulos 
de Estresse 

 A expressão gênica em eucariotos é regulada em vários níveis incluindo a  

estocagem e degradação de mRNAs. O mRNA que está sendo traduzido pode passar 

para um estágio de estocagem e/ou degradação dependendo dos mRNPs a ele 

associados. Processing bodies (PB) e grânulos de estresse (GE) são um dos 
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principais sítios citoplasmáticos de estocagem e degradação do mRNA, em 

eucariotos. 

  No início da década de 90, estudos mostraram que o decapeamento (remoção 

do cap) e a desadenilação (remoção da cauda poliA) eram necessários para a 

degradação do mRNA (BEELMAN; PARKER, 1995). Pouco tempo depois, foi 

reportado que XRN1, uma exoribonuclease que está no sentido 5´ para o 3´, 

encontrava-se em sítios citoplasmáticos e que esses sítios, possivelmente, seriam 

locais de turnover ou degradação/reciclagem do mRNA e de outras moléculas 

(BASHKIROV et al., 1997). Foi observada, também, a presença de GW182, uma 

proteína envolvida na maquinaria de degradação do mRNA, em grânulos 

citoplasmáticos (EYSTATHIOY et al., 2002). Não demorou muito para mostrarem que 

essas proteínas estão presentes nos mesmos grânulos (EYSTATHIOY et al., 2003) e 

foram denominados Processing Bodies ou P Bodies (PB).  

Os PB são grânulos resultante de agregação de mRNPs que estão 

constitutivamente presentes nas células e funcionam como centros de estocagem e 

de degradação do mRNA. Mais de 30 proteínas fazem parte dos PB e foi reportado 

que o cap dos mRNAs é fundamental para formação destes grânulos. O número e 

tamanho dos PB são proporcionais à quantidade de mRNAs não traduzidos. 

Experimentos realizados com leveduras mostraram que células privadas de glicose, o 

que reduz o número de mRNAs em processo de tradução, ex. em polissomos,  

apresentam maior número de PB em seu citoplasma. Quando tratadas com 

ciclohexamida, o que retêm os mRNAs em polissomos, ocorreu diminuição da 

formação desses grânulos. Isso mostrou que, possivelmente, os mRNAs saem da 

maquinaria de tradução e vão para os PB (TEIXEIRA et al., 2005). De fato, há uma 

troca dos mRNAs que estão nos polissomos para os PB e vice-versa (BRENGUES; 

TEIXEIRA; PARKER, 2005). Os PB não somente contêm mRNA como também são 

dependentes dele, visto que em leveduras o tratamento com RNAse foi capaz de 

desmontar os PB. Nesses grânulos não há tradução, já que não possuem proteínas 

ribossomais (TEIXEIRA et al., 2005) e diversos trabalhos demonstraram que, além de 

processos biológicos da própria célula, os PB possuem importante função no ciclo 

replicativo de diversos vírus (revisado por: (LLOYD, 2013). 

Apesar de a sua composição exata e a ordem com que as proteínas vão se 

associando para formar os PB são desconhecidas, é possível ressaltar alguns pontos 
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importantes e bem descritos de um PB, tais como; os componentes fundamentais na 

degradação do mRNA e a interação proteína-proteína para formar esses grânulos.  

 A reação de decapeamento é catalisada pela DCP2 com o auxilio do seu 

ativador DCP1(DUNCKLEY; PARKER, 1999). Existem duas proteínas DCP1 em 

humanos: a DCP1a e a DCP1b, que compartilham 70% de homologia na porção N-

terminal e 30% na proteína inteira (LYKKE-ANDERSEN, 2002). Tanto DCP1a como 

DCP1b interagem com DCP2 e participam na formação de PB (FENGER-GRØN et 

al., 2005). DCP2 possui na sua porção N-terminal uma região de interação com DCP1, 

além de um domínio MutT/Nudix que tem atividade decapeadora (SHE et al., 2008). 

Apesar da possibilidade da re-adição de cap em mRNAs já decapeados no citoplasma 

(SCHOENBERG; MAQUAT, 2009), é consenso que, uma vez removido o cap de um 

RNAm no interior de um PB, este mRNA será degradado. Apesar de DCP2 ser 

fundamental no decapeamento do mRNA, ela não é essencial para a formação do PB. 

Ensaios de depleção de DCP2 mostraram que, não só os PB continuam se formado 

sem a presença de DCP2, como também há um aumento no número desses grânulos 

(ANDREI; INGELFINGER; HEINTZMANN, 2005).  O complexo Lsm1-7 envolvido no 

processo de degradação do mRNA também foi observado colocalizando com DCP2 e 

XRN1 (INGELFINGER et al., 2002). Apesar de DCP1 ser o ativador direto de DCP2, 

outras proteínas que fazem parte dos PB, tais como, RCK-p54, TTP e Hedls auxiliam 

e aumentam a atividade de DCP2 (FENGER-GRØN et al., 2005) indicando que o 

conjunto de diversas proteínas é necessário para atividade correta dos PB.  

 No processo de degradação do mRNA, antes da remoção do cap pela DCP2, 

há um encurtamento da cauda poli-A. Esse processo é conhecido como 

desadenilação que é a maior causa de degradação de mRNAs em eucariotos (CHEN; 

SHYU, 2011). A desadenilação também é um pré-requisito para a formação dos PB, 

tendo as desadelinases Pam2 e Pam3 do complexo CCR4/NOT como parte do 

encurtamento da cauda poli A (ZHENG et al., 2008).   

 Outro elemento envolvido na degradação do mRNA em PB é a maquinaria de 

microRNAs (miRNAs). Os miRNAs são pequenos RNAs não codificantes com 

tamanho entre 17 e 21 nucleotídeos que, ao parearem com o mRNA alvo, tem função 

de inibir a tradução ou disparar a degradação do mRNA (figura 1.4). Assim como o 

mRNA, o microRNA também é transcrito pela RNA Pol II e, ainda no núcleo, o pré-

miRNA sofre ação da enzima Drosha, seguido de exportação para o citoplasma, por 
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exportina 5. No citoplasma, o miRNA é processado pela Dicer em fragmentos de 

aproximadamente 21 nucleotídeos, associa-se ao complexo RISC que proporciona a 

interação do miRNA com o mRNA alvo (figura 1.4) (revisado por: (HA; KIM, 2014). 

Proteínas argonautas e GW182 fazem parte do RISC que, por sua fez, fazem parte 

dos PB, atuando na degradação do mRNA nesses grânulos (LIU et al., 2005). Os 

miRNAs fazem parte dos PB mas não são exclusivos desses grânulos tendo também 

atividade funcional fora deles. 

Figura 1.4: Via de degradação por miRNA. 
Fonte: Do autor 
Legenda: O pré-miRNA é transcrito pela RNA Pol II no núcleo e processado pela Drosha. No 
citoplasma, o miRNA é clivado pela Dicer em fragmentos de aproximadamente 21 nucleotídeos. Em 
seguida, associa-se ao complexo RISC e, por último, o miRNA se associa ao mRNA alvo por 
pareamento de complementaridade, fato que inibe sua tradução ou causa a clivagem do mRNA alvo. 

 
 Outro fator importante na formação de um PB é a agregação dos mRNPs em 

grânulos. No processo de formação dos grânulos são fundamentais as interações 

proteína-proteína. A proteína Enhancer of mRNA-decapping protein 3 (EDC3) interage 

diretamente com DCP2, pelo domínio Lsm localizado na região C-terminal, e interage 

com ela mesma, pelo domínio Yjef, localizado em sua porção N-terminal. Dessa forma, 

EDC3 interage com outra EDC3 formando agregados. Quando a região de interação 

proteína-proteína de EDC3 é mutada, não há a formação de PB (DECKER; TEIXEIRA; 

PARKER, 2007). Outras proteínas componentes de PB também podem interagir 

consigo mesma, como a LSM4 que interage com ela mesma a partir de domínios tipo 

príon (príon-like domain) ou Q/N-Rich domain (REIJNS et al., 2008). Domínios tipo 

príon são regiões da proteína ricas em glutamina e asparagina com aproximadamente 

80 aminoácidos, contendo em torno de 30 glutaminas, podendo variar de tamanho e 

composição. Em Drosophila melanogaster, mais de 3% das proteínas contêm 

domínios tipo príon (MICHELITSCH; WEISSMAN, 2000). Esses domínios estão 

envolvidos em uma série de processos biológicos como a formação de grânulos de 

estresse (GILKS et al., 2004), e em uma série de doenças como as 

neurodegenerativas (GITLER; SHORTER, 2011).   
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 Além das proteínas mencionadas, diversas outras estão envolvidas na 

composição dos PB como eIF4E, eIF4E-T, TTP, RCK-p54 dentre outras (tabela 1.1). 

A composição exata dos PB é desconhecida e novas proteínas continuam sendo 

descritas como componentes desses grânulos.  

 Baseado nessas informações, a figura 1.5 descreve, resumidamente, o 

processo de formação de um PB e sua relação com a maquinaria de tradução e 

degradação do mRNA.  

 

Figura 1.5: Formação dos Processing Bodies (PB). 
Fonte: Do autor. 
Legenda: Os PB são grânulos citoplasmáticos de degradação e estocagem do mRNA que são 
formados por agregados de proteínas e mRNAs. Proteínas relacionadas com a degradação do mRNA 
fazem parte da constituição desses grânulos. Como exemplo, estão a maquinaria de miRNA, proteínas 
decapeadoras como DCP1 e DCP2 e proteínas desadeniladoras. Muitas proteínas possuem domínios 
tipo príon responsáveis por essa interação proteína-proteína, formando, portanto, o grânulo. Uma vez 
no citoplasma, o mRNA pode ir para maquinaria de tradução nos polissomos e destes para o PB, ou ir 
direto para um PB. No PB, o mRNA pode ser degradado ou retornar para o polissomo para ser 
traduzido. Além das proteínas destacadas no esquema, dezenas de outras proteínas fazem parte 
desses grânulos. 

 Os PB além de terem intercâmbio direto com os polissomos, em condições de 

estresse, esses grânulos podem interagir com outros grânulos citoplasmáticos 

denominados grânulos de estresse (GE). Os PB não só interagem com GE como 

também compartilham diversas proteínas (tabela 1.1). A interação entre esses dois 

grânulos sugere que pode haver troca de mRNAs entre eles e que os mesmos mRNAs 
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podem estar tanto em PB, como em GE. De fato, foi demonstrado que os mesmos 

mRNAs podem ser encontrados em ambos os grânulos e que há a troca de mRNA 

entre eles (KEDERSHA et al., 2005). Outro fato interessante é que a formação de GE 

é dependente de um PB preexistente, mas os PB não são dependentes de GE 

(BUCHAN; MUHLRAD; PARKER, 2008). Foi observado em leveduras que, em 

resposta ao estresse celular, primeiro há um aumento na quantidade de PB e, em 

seguida, a formação dos GE a partir de PB preexistentes (BUCHAN; YOON; PARKER, 

2011). Diferentemente dos PB, os GE estão presentes nas células transitoriamente 

durante o período de estresse celular, já que, assim que a célula se recupera do 

estresse, os mRNA nele contidos retornam aos polissomos, ou são enviados para 

degradação (KEDERSHA; ANDERSON, 2002).  

Em contraste aos PB, os GE possuem maquinaria de início de tradução como 

eIF2α, eIF4E, eIF4G, eIF3, eIF4A, PABP (BUCHAN; YOON; PARKER, 2011; 

KEDERSHA et al., 2002, 1999; KIMBALL et al., 2003) e até mesmo a subunidade 

ribossomal 40S (GROUŠL et al., 2009; KEDERSHA et al., 2002). GE não possuem 

maquinaria de degradação, dessa forma são grânulos apenas de estocagem de 

mRNAs (BUCHAN; YOON; PARKER, 2011; KIMBALL et al., 2003). Os GE são 

também dependentes de mRNA e possuem mRNAs não traduzidos (KEDERSHA et 

al., 2000). Estímulos como infecção viral, estresse oxidativo, estresse de retículo 

endoplasmático, privação de nutrientes, choque térmico entre outros, podem levar à 

formação de GE. Cada um desses estímulos ativam distintas kinases (PKR, PEKR, 

GCN2, HRI e Z-DNA) que, por sua vez, fosforilam eIF2α, primeiro passo para a 

formação do GE (KEDERSHA et al., 2000, 2002; ROJAS; ARIAS; LOPEZ, 2010). 

Como mencionado anteriormente, eIF2 é pré-requisito para a síntese de proteína ao 

se ligar à Met-tRNAi
Met na subunidade ribossomal 40S, para formar o complexo 43S. 

O eIF2 é formado por três diferentes subunidades (eIF2α, eIF2β e eIF2γ). A 

subunidade eIF2α possui uma serina na posição 51 que é passível de fosforilação e, 

ao ser fosforilado, eIF2α bloqueia a troca de GDP-GTP e, consequentemente, a 

ligação do tRNA ao eIF2 que, por sua vez, não se liga ao ribossomo 40S, tendo como 

resultado a não formação do complexo 43S e a inibição da síntese proteica (PAVITT 

et al., 1998; SOKABE; FRASER, 2014). Apesar de ser consenso que a fosforilação de 

eIF2α seja o gatilho para a formação de grânulos de estresse, já foi observado que o 

estresse com peróxido de hidrogênio pode induzir a formação de GE, de forma 

independente da fosforilação de eIF2α (EMARA et al., 2012).  
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Assim como nos PB, mRNPs se agregam para formar os GE por meio da 

interação proteína-proteína. Domínios tipo príon já foram identificados em proteínas 

fundamentais para a montagem de GE, tais como TIA1 (T-cell internal antigen 1) e 

TIAR (TIA1-related protein). Em condições normais, TIA1 e TIAR são nucleares e 

participam do splicing de mRNAs (GUINER et al., 2001). TIA1 e TIAR possuem mais 

de 80% de homologia e ambas têm três domínios RRMs (RRM1, RRM2 e RRM3), 

sendo que cada um desses domínios apresenta 79, 89 e 91% de identidade entre 

TIA1 e TIAR, além do fato de RRM3 ter alta afinidade e interação com mRNA. Na 

porção C-terminal destas proteínas há um domínio tipo príon (PRD) com 51% de 

identidade entre elas. Tanto TIA1 como TIAR possuem duas isoformas que 

apresentam aproximadamente 95% de identidade (GUINER et al., 2001; KEDERSHA; 

ANDERSON, 2002; KEDERSHA et al., 1999). Outro fator importante na formação de 

GE são os microtúbulos e estudos mostraram que a utilização de drogas que inibem 

a formação de microtúbulos também inibem a formação de GE. Entretanto, uma vez 

formados, os microtúbulos não são necessários para a manutenção do grânulo 

(BARTOLI; BISHOP; SAUNDERS, 2011). 

Baseado nessas informações, a figura 1.6 representa, resumidamente, a 

formação de GE. Durante a primeira etapa de resposta ao estresse (no exemplo, 

estresse oxidativo) a kinase HRI fosforila eIF2α, que reduz a disponibilidade de eIF2α-

GDP-tRNAmet. Em seguida, juntamente com a exportação de TIA1 e TIAR do núcleo 

para o citoplasma, ocorre a ligação de outras binding proteins ao mRNA, além das 

interações proteína-proteína que são responsáveis pela formação desses grânulos 

citoplasmáticos em resposta ao estresse. 
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Figura 1.6: Formação do grânulo de estresse. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: O GE é formado pela fosforilação de eIF2α que impede a ligação do tRNA à eIF2, prevenindo 
a formação do complexo 43S. TIA1 e TIAR são exportadas para o citoplasma onde se ligam ao mRNA 
pelos domínios RRM. A montagem em grânulo ocorre pela interação proteína-proteína das proteínas 
TIA e G3BP pelos domínios tipo príon. Diversos fatores incluindo os fatores de início da tradução e a 
subunidade ribossomal 40S fazem parte das proteínas que compões os GE. 
 

 Em resumo, podemos estabelecer que o mRNA no citoplasma pode estar em 

dois estados: em tradução, quando o ribossomo 80S está sintetizando a proteína 

associado ao mRNA ou o mRNA pode estar em um estado de não-tradução ou 

“inatividade traducional”, sem a associação de ribossomos 80S. Esta última alternativa 

pode estar relacionada ao transporte, estocagem ou degradação do mRNA. Dois sítios 

importantes para a degradação e estocagem dos mRNAs são os PB e os GE, sendo 

que os  GE são exclusivamente estruturas de estocagem. Os PB podem interagir 

fisicamente com GE e trocarem mRNA  e, uma vez nesses grânulos, os mRNAs 

podem voltar a se associar ao ribossomo 80S e serem traduzidos, ou enviados para 

os PB para degradação. A figura 1.7 mostra a dinâmica entre a tradução, PB e GE. 



 

31 
 

 

Figura 1.7. Ciclo do mRNA: da tradução ao PB e GE. 
Fonte: Adaptada de Ross Buchan e Roy Parker; Eukaryotic Stress Granules: The Ins and Outs of 
Translation, Molecular Cell Review, 2009. 
Legenda: O mRNA no citoplasma pode se associar a complexos de tradução para síntese de proteína 
que pode passar por ciclos de tradução. A tradução pode ser inibida e o mRNA degradado por 
decapeamento ou pode se desassociar de ribossomos e mRNPs de PB se ligarem ao mRNA formando 
PB. Os PB podem interagir com GE trocando mRNAs. Os mRNAs nascentes podem ir diretamente 
para PB ou GE e, desses grânulos, é possível o mRNA voltar a se associar à maquinaria de tradução 
para síntese proteica.  
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Tabela 1.1. Componentes de PB e GE. Exemplo de algumas proteínas 

presentes em PB e GE 

Nome da proteína Função PB GE 

DCP1 Ativador de DCP2 X  

DCP2 Enzima decapeadora X  

PAM2 Desadenilase X  

PAM3 Desadenilase X  

CCr4 Desadenilase X  

EDC1 Ativador de decapeamento X  

eIF4E-T Repressor de tradução X  

GW182 Função em miRNA X  

Hedls Ativador de decapeamento X  

LSM1-7 Ativador de decapeamento X  

eRF1 Terminador de tradução X  

eRF4 Terminador de tradução X  

Subunidade r40S Tradução   X 

DDX3/Ded1 RNA Helicase   X 

eIF2α Início da tradução   X 

eIF3 Início da tradução   X 

eIF4A Início da tradução   X 

eIF4B Início da tradução   X 

eIF4G Início da tradução   X 

G3BP Endonuclease   X 

FXR1 Associado a poliribossomos   X 

HuR Proteína ligadora a elementos ricos em AU   X 

TIA1/TIAR Splicing   X 

Proteínas argonautas Atividade miRNA X X 

RCK/p54 RNA Helicase X X 

eIF4E Início da tradução X X 

Xrn1 Exonuclease X X 

TTP Proteína ligadora a elementos ricos em AU X X 
 

1.2 Células-tronco 

“O avanço em nosso conhecimento e entendimento das células-tronco 

tem fundamentalmente mudado a maneira que nós vemos a fisiologia e a 

biologia humana sem mencionar as doenças. Tem se tornado claro nos últimos 

anos que não somente nosso corpo é mais moldável do que se acreditava, mas 

o número e os tipos de células-tronco que desempenham um papel na geração 

e regeneração de tecidos humanos, de longe, ultrapassam as expectativas 

originais.” Sean Sanders, Custom Publishing Editor do periódico Science. 
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1.2.1 Breve Histórico das células-tronco 

 Células-tronco são células indiferenciadas, que não são especializadas e 

possuem duas características principais: a capacidade de autorrenovação e 

diferenciação (figura 1.8). A autorrenovação é o processo pelo qual a célula se divide 

para gerar células filhas e mantém o pool da população ao longo da vida. Isso requer 

não só que a célula entre em ciclo celular, mas que mantenha a capacidade de 

diferenciação. É um processo importante durante todo o desenvolvimento embrionário 

e para manutenção do tecido adulto (HE; NAKADA; MORRISON, 2009). A 

diferenciação é a característica que a célula-tronco tem em se transformar em 

diferentes tipos celulares funcionais (BECKER; MCCULLOCH; TILL, 1963; TILL; 

MCCULLOCH, 1980). 

 O termo células-tronco foi utilizado pela primeira vez em 1868, quando o 

biólogo alemão Ernst Haeckel descreveu que um organismo unicelular evolui para um 

organismo multicelular. Haeckel foi um dos principais defensores da teoria da 

evolução de Charles Darwin e na terceira edição do seu livro intitulado Anthropogenie, 

sugere o uso do termo células-tronco para ovos fertilizados (HAECKEL, 1873; 

RAGAN, 1997; RAMALHO-SANTOS; WILLENBRING, 2007). Em 1909, o hematólogo 

Alexander Maximow sugeriu a teoria de que as células sanguíneas eram procedentes 

de uma célula ancestral (MAXIMOW, 1909), dando indício de que uma célula 

sanguínea multipotente teria a capacidade de se diferenciar em outros tipos celulares. 

Juntamente com Maximow, outros pesquisadores também começaram a utilizar o 

termo células-tronco (RAMALHO-SANTOS; WILLENBRING, 2007). 

  Na década de 50, foi dado um salto importante no âmbito do estudo das 

células-tronco e da terapia celular. Nessa década, deu-se início a diversos trabalhos 

de transplante de medula óssea em murinos. Em 1957 foi publicado um trabalho com 

o primeiro transplante alogênico de medula óssea realizado em humano (THOMAS et 

al., 1957). O Dr. Thomas, responsável por este feito, foi agraciado com o prêmio Nobel 

de medicina de 1990 pelo seu trabalho em transplante de medula óssea. 

   Alguns anos depois, em 1963, os Drs. Andrew Becker, Ernest McCulloch e 

James Till mostraram que diferentes tipos de células do sangue são provenientes de 

um mesmo tipo celular, sugerindo assim a primeira evidência de uma célula-tronco 

sanguínea (BECKER; MCCULLOCH; TILL, 1963). 
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Ainda na década de 60, foi descoberto que as células da medula óssea 

possuem duas populações de células-tronco, as que se diferenciam em células do 

sangue e outra população que se diferencia em tipos celulares de outros tecidos, como 

osso, cartilagem e gordura (FRIEDENSTEIN; PIATETZKY-SHAPIRO; PETRAKOVA, 

1966; PITTENGER et al., 1999). Anos mais tarde, essas células foram definidas como 

células-tronco mesenquimais (CAPLAN, 1991). 

 No começo da década de 80, trabalhos apresentados por dois grupos de 

pesquisa distintos mostraram que células derivadas de embriões de camundongo 

teriam a capacidade de se diferenciar em uma série de tipos celulares distintos. Essas 

células foram denominadas como células-tronco embrionárias (EVANS; KAUFMAN, 

1981; MARTIN, 1981). Vinte anos mais tarde seria produzida a primeira linhagem de 

célula-tronco embrionária humana (THOMSON et al., 1998) e, em 2008, a 

pesquisadora brasileira Dra. Lygia da Veiga Pereira estabeleceu a primeira linhagem 

brasileira de células-tronco embrionárias, denominada BR-1 (FRAGA et al., 2011).  

 Outro marco importante foi o trabalho realizado por Yamanaka que, em 2006, 

mostrou que é possível reprogramar geneticamente células diferenciadas e induzi-las 

a uma condição semelhante às células-tronco embrionárias, conhecidas como 

células-tronco pluripotente induzidas (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). Esse 

trabalho rendeu o prêmio Nobel de medicina de 2012 a Yamanaka.  

 

Figura 1.8 – Características das células-tronco. 
Fonte: National Academies. Stem Cell: Na overview of the Science and issue. 
Legenda:  Uma célula-tronco tem a capacidade de se autorrenovar e de se diferenciar em diferentes 
tipos celulares. Figura adaptada de Catherine Twomey da National Academies, Understanding Stem 
Cells: An overview of the Science and issue. 

 As células-tronco podem ser divididas de acordo com a sua capacidade de 

diferenciação. As células-tronco totipotentes são células que têm a capacidade de 

originar um indivíduo completo, isto é, gerar todos os tecidos embrionários incluindo 
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seus anexos, como a placenta e cordão umbilical. Essas são células encontradas até 

a formação da mórula, constituída por 16 células após a fecundação (YU; THOMSON, 

2008). As células-tronco pluripotentes são aquelas que têm a capacidade de se 

diferenciar em tipos celulares dos três folhetos embrionários (mesoderma, ectoderma 

e endoderma), mas não dão origem a nenhum anexo embrionário. As células-tronco 

embrionárias e as pluripotentes induzidas (IPSCs) são exemplos de células 

pluripotentes (MARTIN, 1981; TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). As células-tronco 

multipotentes podem se diferenciar em um número limitado de tipos celulares, sendo 

encontradas em diversos tecidos e são chamadas também de células-tronco do tipo 

adulta. Exemplos de multipotentes estão àquelas encontradas no cérebro que dão 

origem a diferente tipos de células neuronais, as que estão presentes no estroma de 

tecidos, também conhecidas como células-tronco mesenquimais, e as que dão origem 

às células sanguíneas, chamadas de células-tronco hematopoiéticas (WAGERS; 

WEISSMAN, 2004). As células-tronco unipotentes, como o próprio nome indica, são 

aquelas que dão origem a um único tipo celular e são especializadas na reparação de 

tecidos, como as células satélite nos músculos, células da pele e as que dão origem 

as células germinativas (SEALE; ASAKURA; RUDNICKI, 2001; WATERS; 

RICHARDSON; JAHODA, 2007). 

 Os tipos celulares que vêm despertando maior interesse para aplicação na 

medicina ou que já são usados na terapia celular são as células-tronco pluripotentes 

e multipotentes. Por este motivo, será dada ênfase às células-tronco pluripotentes e 

aos mecanismos envolvidos na autorrenovação e manutenção da pluripotência, além 

das células-tronco multipotentes e os mecanismos moleculares envolvidos no seu 

processo de diferenciação. 

1.2.2 As Células-tronco pluripotentes 

 As células-tronco embrionárias (CTE) são células-tronco pluripotentes obtidas 

da massa celular interna do blastocisto após fertilização in vitro (REUBINOFF et al., 

2000; THOMSON et al., 1998). Essas células têm como características: a capacidade 

de se manterem indiferenciadas ilimitadamente (autorrenovação); de serem capazes 

de diferenciação em qualquer tipo celular originadas dos três folhetos embrionários 

(ectoderma, endoderma e mesoderma) e de formarem teratomas quando injetadas 

em camundongos (SHAMBLOTT et al., 1998). Essa capacidade ilimitada de 

autorrenovação se deve ao fato de que essas células possuem alta expressão da 

proteína telomerase, a qual é significativamente reduzida após a diferenciação 
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(ARMSTRONG et al., 2005). Quando em cultura, essas células formam colônias que, 

para serem mantidas, é necessária uma camada de células alimentadoras, 

representadas, geralmente, por fibroblastos de camundongo (EVANS; KAUFMAN, 

1981; MARTIN, 1981). 

Foi descrito que as células alimentadoras expressam alguns fatores que se 

ligam a receptores de superfície de membrana e desencadeiam uma cascata de 

sinalização que mantem a célula em um estado indiferenciado. Entre esses fatores 

estão: Leukaemia Inhibitory Factor (LIF), Transforming growth fator beta (TGF-β), 

Fibroblast growth fator (FGF) e Bone Morphogenetic Protein (BMP) (AMIT et al., 2000; 

SATO et al., 2003; YING et al., 2003). Após se ligarem aos seus receptores 

específicos de membrana, esses fatores desencadeiam a ativação de quinases que, 

por sua vez, ativarão a expressão gênica de fatores de transcrição. Por exemplo, 

BMPs são um grupo de proteínas da subfamília de TGF-β (CHEN; ZHAO; MUNDY, 

2004), que, ao se ligarem ao receptor de BMP II, recrutam e fosforilam o receptor de 

BMP I. O receptor BMP I agora ativo, subsequentemente fosforila SMAD1/5/8 que 

forma um complexo com SMAD4 que se transloca para o núcleo, ativando a expressão 

gênica de fatores de transcrição específicos (figura 1.9)(SEBALD et al., 2004). 

 

 

 

Figura 1.9. Cascata de sinalização em células-tronco pluripotentes. 
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Fonte: Do autor. 
Legenda: Esquema simplificado da cascata de sinalização na manutenção da pluripotencialidade de 
células-tronco pluripotentes. LIF se liga ao receptor de membrana que, juntamente com outros fatores, 
fosforila STAT3 que é translocado. BMPs ativam a cascata de fosforilação formando o complexo 
SMAD1/5/8 com SMAD4 que é translocado para o núcleo. TGF-β recruta SMAD2 e SMAD3 que uma 
vez fosforilado, forma um complexo com SMAD4 sendo translocado para o núcleo. FGF se liga ao 
receptor de membrana e ativa diversas vias de sinalização incluindo a via ERK, que é translocado para 
o núcleo. Todos os fatores translocados para o núcleo interagem com promotores no DNA ativando a 
expressão de genes de pluripotência. 

As CTEs possuem diversas proteínas de superfície de membrana que são 

utilizados como marcadores: à fosfatase alcalina, stage-specific antigen–3 (SSEA3), 

SSA4, tumor-recognition antigens 1-60 (TRA-1-60) e TRA-1-81, GCTM-2, domínio 

transmembrana AC133, laminina, entre outros (CARPENTER; ROSLER; RAO, 2003). 

Além dos marcadores de superfície, as CTEs possuem mecanismos 

moleculares de manutenção da pluripotência que, em conjunto, mantêm as células 

em um estado indiferenciado. Dois fatores de transcrição, OCT4 e NANOG foram as 

primeiras proteínas identificadas como essenciais, tanto para o desenvolvimento 

embrionário, como para a manutenção de pluripotência (CHAMBERS et al., 2003; 

NICHOLS et al., 1998). Mais tarde, outro fator foi associado à pluripotência, Sox-2 

(AVILION et al., 2003). Interessante, a regulação da expressão desses três fatores, 

OCT4, NANOG e Sox-2 é mediada por um feedback positivo onde um regula a 

expressão do outro em um complexo circuito regulatório (BOYER et al., 2005; LOH et 

al., 2006). Além desses fatores, outros também estão envolvidos e foram descritos na 

manutenção da pluripotencialidade (WANG et al., 2006). Esses fatores, juntos, 

formam uma complexa malha de regulação. Por exemplo, spalt-like transcription 

factor4 (Sall4) se liga ao promotor POU class 4 homeobox 1(Pou4f1) regulando a 

expressão de OCT4 (ZHANG et al., 2006). Esses fatores não só interagem com o DNA 

ativando a expressão de outros genes, mas também há a interação de proteína-

proteína e a maioria das proteínas são alvos de NANOG e OCT4 (WANG et al., 2006). 

Mecanismos de remodelamento do DNA e RNAs não codificantes como microRNAs 

são outros fatores essenciais expressos nas CTEs indiferenciadas (KLOOSTERMAN; 

PLASTERK, 2006; SANTOS; DEAN, 2004). O conjunto de interação entre todos esses 

fatores os torna responsáveis pela pluripotencialidade das CTEs. 

 Estudos recentes em reprogramação de células somáticas mostrou o papel 

fundamental desses fatores. As células-tronco pluripotente induzidas (IPSC) são 

células somáticas que, uma vez reprogramadas, adquirem características de células 

pluripotentes. Yamanaka publicou seu trabalho em 2006 onde, transduziu fibroblastos 

murinos com vetores lentivirais contendo fatores essenciais para a manutenção do 
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estado indiferenciado das CTEs. Os fatores de transcrição Oct-4, Sox2, Klf4 e c-Myc 

foram capazes de reprogramar a célula diferenciada em uma célula semelhante à 

CTEs. As IPSCs possuem as mesmas características das CTEs: capacidade de 

autorrenovação, possibilidade de se diferenciar em qualquer tipo celular dos três 

folhetos embrionários, são teratogênicas e necessitam de células alimentadoras para 

sua manutenção (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; TAKAHASHI et al., 2007). 

 Desde a primeira publicação das IPSCs, em 2006, foram publicados mais de 

890 artigos contendo no título ou no abstract o nome Induced Pluripotent Stem Cells, 

o que reflete uma média de um artigo publicado a cada três dias (consulta realizada 

no PubMed em dezembro de 2014). Diversos trabalhos vêm reproduzindo a técnica 

de Yamanaka utilizando diferentes fatores e em diferentes tipos celulares. Um dos 

fatores utilizados por Yamanaka é o C-Myc que é um fator de transcrição envolvido 

no ciclo celular, apoptose e é um oncogene relacionado com a progressão de diversos 

tipos de câncer, e, por estes motivos, c-Myc aumenta a tumorigênese dessas células. 

Assim, um dos objetivos da comunidade científica tem sido a produção de IPSCs sem 

utilizar c-Myc, visando que as células sejam menos, ou não tumorigênicas para 

poderem ser utilizadas na terapia celular. O próprio Yamanaka em 2008 produziu 

IPSCs a partir de fibroblastos de camundongo e de humanos sem a utilização do C-

Myc(NAKAGAWA et al., 2008). 

  Além dos fatores de pluripotência, os miRNAs também estão envolvidos na 

pluripotencialidade dessas células (CARD et al., 2008; ZOVOILIS et al., 2009). 

Recentemente, foi mostrado que a expressão conjunta dos miRNA 302/367 em 

fibroblastos de camundongos e de humanos foi suficiente para reprogramar essas 

células em IPSC, sem a utilização dos fatores de Yamanaka (ANOKYE-DANSO et al., 

2011). 

 Uma vez as células removidas das células alimentadoras e cultivadas em meio 

de cultura contendo outros fatores, as CTE e IPSCs irão se diferenciar em células 

especializadas de qualquer tecido dos três folhetos embrionários dependendo do meio 

de diferenciação utilizado (SMITH, 2001). Os métodos e mecanismos de diferenciação 

das células pluripotentes não serão abordados.  

1.2.3 As células-tronco multipotentes 

 Como mencionado anteriormente, as células multipotente são aquelas que têm 

capacidade de diferenciação limitada quando comparadas com as totipotentes e 
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pluripotentes. Essas células podem se diferenciar em alguns tipos celulares e sua 

capacidade de diferenciação depende do seu tipo, por exemplo, no cérebro, as 

células-tronco neuronais dão origem aos neurônios, astrócitos e oligodendrócitos 

(KORNBLUM, 2007).  As células-tronco hematopoiéticas, por sua vez, dão origem a 

todas as células do sangue (SEITA; WEISSMAN, 2010). Já as células-tronco 

mesenquimais de medula óssea podem se diferenciar em células de diversos tecidos 

como cartilaginoso, ósseo, muscular entre outros (PITTENGER et al., 1999). 

 Outro tipo de célula tronco multipotente são as células-tronco derivadas de 

tecido adiposo (ADCS). Essas células são de fácil obtenção, pois são retiradas do 

material descartado de cirurgias de lipoaspiração e de cirurgia bariátrica, além de 

serem células de fácil isolamento, cultivo e diferenciação (REBELATTO et al., 2008). 

Segundo a Sociedade Brasileira de Cirurgia Plástica, no ano de 2011, foram 

realizadas mais de 200 mil lipoaspirações, tornando o estudo dessas células mais 

interessante já que o material para obtenção dessas células é descartado. Além disso, 

ADSCs vem ganhando destaque na pesquisa de terapia celular, pois podem ser 

utilizadas em transplantes autólogos e alogênicos (GIMBLE; KATZ; BUNNELL, 2007). 

 As ADSCs foram isoladas pela primeira vez em 2001, por um grupo da 

universidade da Califórnia, nos Estados Unidos. As células foram obtidas de 

lipoaspiração e foi mostrada sua capacidade de diferenciação em diversos tipos 

celulares (ZUK et al., 2001). Primeiramente, foram descritas como células-tronco 

mesenquimais derivadas de tecido adiposo (LOCKE; WINDSOR; DUNBAR, 2009) 

mas o termo mesenquimais para definir as células derivadas de tecido-adiposo é cada 

vez menos utilizado. Em substituição a essa nomenclatura, atualmente elas são 

descritas como células-tronco estromais de tecido adiposo por possuírem marcadores 

do tecido estromal (BOURIN et al., 2013). Também são citadas somente como células-

tronco derivadas de tecido adiposo. 

 Um conjunto de características foram estabelecidas pela sociedade 

internacional para terapia celular, como pré-requisitos para definir a célula-tronco 

mesenquimal (HORWITZ et al., 2005). Elas devem: ter aderência ao plástico quando 

mantidas em meio de cultura padrão; in vitro, devem ter capacidade de diferenciação 

em, pelo menos três linhagens, adipogênese, condrogênese e osteogênese e serem 

positivas ou negativas para marcadores de superfície específicos. Devem ser 
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negativas para os marcadores CD34, CD45, HLA-DR, CD14 e/ou CD11b e/ou CD79a 

e positivas para: CD73, CD90 e CD105. 

 Os mecanismos moleculares de diferenciação das células-tronco dependem do 

tipo celular em que ela irá se diferenciar e, in vitro, isso depende das condições de 

cultura (tabela 1.2). Por exemplo, a diferenciação osteogênica, para formação de 

osteoblasto, é induzida pela presença de dexometasona, ácido ascórbico e beta 

glicerol fosfato (JAISWAL; HAYNESWORTH; CAPLAN, 1997). Durante o início da 

diferenciação osteogênica, as células-tronco mudam morfologicamente, sua 

conformação fibroblastoide para uma conformação cuboide e secretam proteínas da 

matriz extracelular (MEC), principalmente colágeno do tipo I. Num estágio mais tardio, 

há o aumento da expressão de fosfatase alcalina e o acúmulo de cálcio (PITTENGER 

et al., 1999). Ao nível molecular, a diferenciação osteogênica é promovida por BMP2 

e BMP6 (FRIEDMAN; LONG; HANKENSON, 2006). BMP2 promove a acetilação de 

runt-related transcription factor 2 (Runx2), o principal fator de transcrição da 

osteogênese. Este fato resulta no aumento de Runx2 que, ao se ligar ao promotor de 

alguns genes específicos, promove a indução da expressão de genes de 

diferenciação em osteoblasto como osterix (Osx), colágeno do tipo 1 alfa-1 (Col1a1), 

osteocalcin (OC) e bone sialo protein (BSP) (VATER; KASTEN; STIEHLER, 2011). 

 A diferenciação adipogênica é dada pela adição dos fatores 1-metil-3-

isobutilxantina, dexametasona, insulina e indometacina (tabela 1.2). A adipogênese 

pode ser dividida em dois estágios: a diferenciação das células-tronco em células 

progenitoras pré-adipócitos e a diferenciação dos pré-adipócitos em adipócitos.  

Morfologicamente, as células-tronco com características fibroblastoides assumem o 

formato esférico, com acúmulo de lipídios em vacúolos que podem ser corados com 

OilRed O, que são de fácil observação ao microscópio. Essa é uma das características 

que torna a diferenciação adipogênica um modelo de diferenciação atrativa para 

estudos básicos celulares e moleculares de células-tronco. Durante a diferenciação, 

as células secretam componentes da MEC como fibronectina, laminina e colágeno do 

tipo 1, 3, 4, 5 e 6 (KUBO et al., 2000). O glicocorticoide dexametasona induz o acúmulo 

de fatores de transcrição, incluindo CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) e 

peroxisome proliferative-activated receptor-γ (PPARγ) que são fatores fundamentais 

na diferenciação adipogênica (SHUGART; UMEK, 1997). O IBMX aumenta a atividade 

de dexametasona e bloqueia Runx2, fator de transcrição de diferenciação osteogênica 

(YANG et al., 2008). A insulina pode ser um dos fatores de indução mais importantes 
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desta diferenciação, promovendo o acúmulo de triglicerídeos através do fator Akt-

TCS2-mTORC1 (ZHANG et al., 2009). A indometacina inibe a diferenciação em 

osteoblasto e promove o comprometimento da célula em diferenciação adipogênica, 

ligando-se a PPARγ (LEHMANN et al., 1997).  

Tabela 1.2. Fatores de indução a diferenciação celular in vitro. 

Diferenciação Fatores  

Adipogênese 1-metil-3-isobutilxantina, Dexametasona, Insulina e indometacina 

Condrogênese Fator de transformação do crescimento (TGF-β) 

Osteogênese Dexametasona, β-Glicerol fosfato e Ascorbato 

 

 O mecanismo molecular da diferenciação adipogênica acontece em uma 

sequência de eventos bem definidos. O comprometimento celular começa com a 

ativação e acúmulo dos fatores de transcrição C/EBP-β e C/EBP-δ nas primeiras 

horas de indução (TANG; OTTO; LANE, 2003). Ambas C/EBPs estimulam a 

expressão de PPARγ e C/EBPα (CAO; UMEK; MCKNIGHT, 1991; TONTONOZ et al., 

1994) que, através de feedback positivo, regulam a expressão entre si (WU et al., 

1999) e ativam a expressão de genes que irão manter a célula em um estado 

diferenciado. Entre esses genes estão adipocyte-specific fatty acid binding protein 

(aP2), phosphoenolpyruvate carboxikinase (PERCK), glyphosate dehydrogenase, 

fatty acid synthase, insulin-sensitive glucose transporter 4 (GLUT-4) e receptores de 

insulina (ROSEN et al., 2000). A PPAR-γ pertence a uma família de receptores 

nucleares e possui duas isoformas: a PPAR-γ1 e PPAR-γ2. Ambas participam no 

processo de diferenciação adipogênica, sendo que PPAR-γ1 seria expressa em um 

estágio mais precoce da diferenciação (figura 1.9) (SIERSBÆK; NIELSEN; 

MANDRUP, 2010). 

 Outros fatores também estão presentes na diferenciação adipogênica. Kruppel-

likefactor (KLF) é uma família de proteínas envolvidas na proliferação, apoptose e 

diferenciação. A KLF15 é ativada por C/EBP-β e C/EBP-δ que, por sua vez, induz a 

ativação de insuline-sensitive GLUT-4 (GRAY et al., 2002). A KLF6 inibe a expressão 

de pre-adipocyte factor (pref-1). A Pref-1 é importante para a manutenção da célula 

pré-diferenciada e a inibição da expressão dessa proteína permite que a célula entre 

em diferenciação de pré-adipócito em adipócito (LI et al., 2005). Nem todas as KLFs 

participam na indução da diferenciação, KLF2 e KLF7 são fatores anti-adipogênicos 

(KANAZAWA et al., 2005; WU et al., 2005). Diversos outros fatores também estão 

envolvidos na diferenciação adipogênica. A expressão de GATA2 e GATA3, por 
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exemplo, diminui durante a adipogênese e a superexpressão de GATA2 diminui a 

diferenciação adipogênica (TONG et al., 2005). 

 Os fatores de transcrição desempenham papel fundamental na diferenciação 

celular, independentemente do tipo de diferenciação. Cada fator ativa a transcrição de 

centenas de genes e os mesmos fatores podem desencadear a diferenciação em tipos 

celulares diferentes. As BMP-2, 4, 6, 7 e 9, por exemplo, desencadeiam a 

diferenciação adipogênica e osteogênica (KANG et al., 2009), sugerindo que outros 

níveis de regulação possam estar envolvidos no processo de diferenciação. De fato, 

um trabalho publicado recentemente pelo nosso grupo em que foi realizado análise 

de ribosome profile em ADSCs, foi observado que há uma extensa regulação pós-

transcricional durante a diferenciação adipogênica (SPANGENBERG et al., 2013). 

 

Figura 1.10: Esquema de diferenciação adipogênica. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: Fatores de diferenciação ativam C/EBP-β e C/EBP-δ que acumula na célula ativando os 

fatores de transcição PPARγ e C/EBPα. Esses fatores ativam genes de diferenciação como 

Receptores de insulina, GLUT4, PERCK e aP2. KLF6 inibe a expressão de Perf1 que juntamente com 

os demais fatores induzem a diferenciação em adipócito. 

 

 Uma vez que os Processing bodies e os grânulos de estresse são sítios de 

regulação pós-transcricional e pouco se sabe sobre os mecanismos pós-

transcricionais envolvidos na manutenção e diferenciação de células-tronco adultas, 

o estudo da dinâmica e função desses grânulos em células-tronco se torna 

interessante. De fato, em um estudo recente, foi mostrado que em células satélite 

musculares, que são células-tronco unipotentes, há o acúmulo do RNA mensageiro 

Myf5, responsável pela diferenciação miogênica, em grânulos citoplasmáticos 
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formados por proteínas de PB. O acúmulo acontece durante o estado indiferenciado 

das células satélite e, uma vez que a célula é estimulada para diferenciação, os 

grânulos são desmontados e os mRNAs deslocados para maquinaria de tradução, 

desencadeando a diferenciação celular (CRIST; MONTARRAS; BUCKINGHAM, 

2012). A hipótese do nosso trabalho é a de que grânulos citoplasmáticos estão 

presente em células-tronco estromais e desempenham um papel importante na 

diferenciação dessas células. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivos gerais. 

 Estudar a dinâmica dos grânulos citoplasmáticos que contém as proteínas TIA 

e dos processing bodies (PB) em células-tronco mesenquimais humanas durante o 

estresse oxidativo e a diferenciação adipogênica. 

2.2. Objetivos específicos. 

 Estabelecer a cultura primária de células-tronco mesenquimais humanas, pré-

adipócitos, fibroblastos humanos, pré-adipócitos humanos e a cultura da linhagem 

tumoral HeLa. 

 Identificar, em células-tronco mesenquimais em condições normais, estresse e 

diferenciação adipogênica a localização de proteínas que são componentes 

conhecidos de grânulos de estresse (GE) e de PB. 

 Determinar se os se os grânulos citoplasmáticos em ADSC possuem RNA 

mensageiro em sua composição se a montagem é dependente de mRNA. 

 Estabelecer a importância dos grânulos citoplasmáticos que contém as 

proteínas TIA e dos PB no potencial de manutenção das células-tronco mesenquimais 

e na diferenciação. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Cultura celular 

Neste trabalho foram utilizadas culturas primárias de células-tronco 

mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADSC) isoladas de duas fontes 

diferentes, ADSC obtidas de cirurgia batiátrica e de lipoaspiração. Também foram 

utilizadas células de cultura primária de fibroblastos, cultura primária de células-tronco 

de medula óssea, cultura primária de pré-adipócito e células HeLa. 

ADSCs-Bariátrica são células isoladas de tecido adiposo obtidas de cirurgia 

bariátrica. Essas células foram isoladas e caracterizadas pelo laboratório de terapia 

celular da PUC-PR. Brevemente, o isolamento realizado pelo grupo colaborador 

consistia em digestão enzimática utilizando-se 100 mL de tecido adiposo lavado com 

tampão fosfato-salina (PBS), seguido de digestão com 1 mg/mL de colagenase tipo 1 

por 30 minutos a 37°C, sob agitação constante. Em seguida, foram realizadas duas 

filtragens de 100 µm e 40 µm, respectivamente. As células foram centrifugadas a 800 

g por 10 minutos e, finalmente, plaqueadas em uma confluência de 1x105 células por 

centímetro quadrado (céls/cm2) em meio DMEM-F12 suplementado com 15% de soro 

fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina e estreptomicina. A caracterização das células 

foi realizada por análise de marcadores de superfície específicos (CD105 (SH2), 

CD90, CD166, CD29, CD14, CD34, CD45, CD73 (SH4),CD31, CD117) por citometria 

de fluxo e por diferenciação osteogênica, adipogênica e condrogênica (REBELATTO 

et al., 2008). Foram utilizadas células derivadas de sete doadores após assinatura do 

termo de consentimento. Desses, dois eram do sexo feminino, três masculinos e dois 

não identificados com idade entre 41 e 62 anos. Durante o desenvolvimento do 

trabalho essas células foram mantidas em meio DMEM-F12 (Gibco – 121000-046 e 

21700-075) suplementado com 15% SFB (Gibco–12657-029) e 1% de antibiótico 

(penicilina 100 μg/mL e estreptomicina 100 μg/mL). 

ADSC-Lipo são células derivadas de tecido adiposo proveniente de 

lipoaspiração, adquiridas comercialmente (Lonza–PT5006). Foram utilizadas células 

de quatro doadores distintos (tabela 3.1) e mantidas em meio de cultura ADSC™ 

Growth Medium (Lonza – PT4505). 

                                                           
 Fabricante e número referencial de catálogo. 
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As células-tronco mesenquimais derivadas de medula óssea (CTM-MO) foram 

isoladas e caracterizadas pelo laboratório de células tronco da PUC-PR. O aspirado 

de medula óssea foi diluído em uma proporção 1:3 em meio IMDM e transferido para 

um tubo com Histopaque para isolamento das células mononucleares, seguido de 

duas lavagens com meio IMDM. As células foram então plaqueadas em uma 

densidade de 1x105 céls/cm2 e cultivadas em meio IMDM suplementado com 15% de 

SFB e 1% de antibiótico (REBELATTO et al., 2008). Foram utilizadas células de dois 

doadores diferentes, mantidas em meio DMEM-F12 suplementado com 15% de SFB 

e 1% de antibiótico (penicilina 100 μg/mL e estreptomicina 100 μg/mL). 

Tabela 3.1. Informações ADSCs-Lipo   

Célula Idade do doador Gênero do doador Lote 

ADSC1 58 Mulher negra 320660 

ADSC2 51 Homem caucasiano IF4166 

ADSC3 38 Mulher asiática 2F3051 

ADSC4 40 Mulher caucasiana 353102 

 

As células de cultura primária de pré-adipócitos foram adquiridos da Lonza 

(PT5005) e mantidas em meio de cultura próprio (Lonza – PT9502) que consiste em 

meio de cultura suplementado com 10% de SFB, 0,1% de gentamicina e 1% de L-

Glutamina.  

Os fibroblastos dermais de cultura primária foram adquiridos da ATCC (ATCC 

– PCS-201-012, lote 60213728) e foram mantidos em meio específico (ATCC – PCS-

201-041) que consiste em meio de cultura suplementado com 10% de SFB, L-

Glutamina, Insulina, ácido ascórbico, hemissuccinato de hidrocortisona e fator de 

crescimento de fibroblasto β (FGF-β). Durante a execução dos experimentos, o meio 

foi gradativamente substituído para meio DMEM-F12 e meio ADSC™ Growth Medium 

(Lonza – PT4505). 

As células de cultura primária foram utilizadas entre as passagens 4 e 5 e 

plaquadas na densidade de 1x105céls/cm2 para a realização dos experimentos. 

Foram utilizadas também células HeLa da ATCC (ATCC - CCL-2). Essas 

células foram mantidas em meio DMEM-F12 suplementado com 10% de SFB e 1% 

de antibiótico (penicilina 100 μg/mL e estreptomicina 100 μg/mL) e 1x105céls/cm2 

foram plaqueadas para a realização dos experimentos. 
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As células foram mantidas congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas 

em criotubos contendo 1x106 células por tubo com 1mL de solução com 90% de SFB 

e 10% de DMSO, até o momento de uso. Antes do descongelamento das células, 2 

garrafas de 75 cm2 foram mantidas por 30 minutos em estufa a 37oC/5% de CO2 

contendo 8 mL de meio de cultura, de acordo com o tipo celular que seria 

descongelado. Os criotubos foram retirados do nitrogênio e colocados em banho-

maria por no máximo 2 minutos. As células eram removidas do criotubo e adicionadas 

a um tubo cônico contendo 5 mL de meio de cultura a 37oC seguido de centrifugação 

a 2.000 rpm por 5 minutos, a temperatura ambiente. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 4 mL de meio, dos quais 

2 mL foram adicionados a cada garrafa de 75 cm2 que já estava incubada na estufa. 

As células foram mantidas em estufa a 37oC/5% CO2. Ao atingirem confluência de 80 

a 90% as células foram lavadas uma vez com PBS e foi adicionado 1 mL de 

tripsina/EDTA às células e as garrafas retornadas a estufa. Quando aproximadamente 

90% das células desprendiam da garrafa, estas eram transferidas para um tubo cônico 

contendo meio de cultura a 37oC e centrifugadas a 2.000 rpm por 5 minutos. O meio 

de cultura era removido e as células ressuspendidas em meio para contagem, seguido 

de plaqueamento para a realização dos experimentos ou manutenção das células em 

cultura.  

3.2 Diferenciação adipogênica 

 As células foram submetidas à diferenciação adipogênica utilizando meio de 

indução comercial Hmscm esenchymal Stem Cell Adipogenic Differentiation Medium( 

Lonza PT-3004) contendo meio de cultura específico com 10% de SFB e com os 

fatores IBMX, dexametasona, indometacina, L-glutamina, gentamicina e insulina 

recombinante humana, as concentrações não são fornecidas pelo fabricante. A figura 

3.1 mostra como a diferenciação adipogênica foi conduzida. No dia -2 as células foram 

plaqueadas; nos dias zero e 6 foi adicionado meio de diferenciação adipogênica; nos 

dias 3 e 9 o meio foi substituído por meio de manutenção (ADSC™ Growth Medium 

ou DMEM-F12); nos dias 1, 4, 7 e 12 os experimentos de análise de diferenciação e 

imunofluorescência foram conduzidos. 
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Figura 3.1 Linha do tempo da diferenciação adipogênica. Figura representativa do curso de 

diferenciação adipogênica. No dia -2 as células foram plaqueadas e nos dias 0 e 6 o meio foi substituído 

por meio de diferenciação adipogênica. Nos dias 3 e 9 o meio foi substituído por meio de manutenção 

e os experimentos de quantificação de diferenciação e imunofluorescência foram conduzidos após 1, 

4, 7 e 12 dias de diferenciação. 

3.3 Análise de proteínas por Western Blot 

 O ensaio de Western Blot (WB) foi realizado para análise dos níveis de 

expressão proteica. As células foram lavadas uma vez com PBS a 4oC e 

imediatamente foram adicionados 100 µL de tampão de lise (100 mM Kcl; 5 mM MgCl2; 

20 mM Tris pH 7.5; 0,5% NP40; 1 mM DTT; Inibidor de protease) a cada poço de placa 

de 6 poços. As células foram desprendidas com rodo e transferidas para um microtubo 

para incubação em gelo por 30 minutos. Após centrifugação, o sobrenadante foi 

coletado e armazenado a -20oC até prosseguimento do WB. 

 A concentração de proteína foi medida pelo método de Bradford que consiste 

na intensidade da reação de Coomassie Brilliant Blue G-250 com a proteína e medição 

por espectrofotômetro (BRADFORD, 1976). Foi adicionado ao lisado tampão de 

amostra (300 mM Tris-Cl pH 6.8, 10% β-mercapto-etanol, 10% SDS, 25% glicerol e 

azul de bromofenol) e mantidas por 5 minutos a 95oC para desnaturação das 

proteínas. Foram adicionados 30 µg de amostra em gel SDS-PAGE 10%. A corrida foi 

realizada a 100 V até a frente de migração sair do gel. As proteínas então foram 

transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose (GELife Science - 10600002) 

com voltagem constante de 60V por 3 horas a 4oC. Após a transferência, as 

membranas foram bloqueadas em solução de 5% de leite em pó desnatado diluídos 

em Tris-Buffered Saline (TBS) contendo 0,05% de Tween-20 por 60 minutos sob 

agitação constante. Após o bloqueio, a membrana foi lavada três vezes com 

TBS/0,05% Tween 20 (TBS-T) por 5 minutos. Em seguida, o anticorpo primário (tabela 



 

49 
 

3.2) foi diluído em solução de bloqueio e incubado com a membrana por 60 minutos 

sob agitação, seguido de três lavagens com TBS-T por 5 minutos. O anticorpo 

secundário conjugado com peroxidase HRP (tabela 3.2) foi diluído em solução de 

bloqueio e incubado por 60 minutos sob agitação. Após três lavagens com TBS-T por 

5 minutos, as membranas foram incubadas com solução de revelação 

quimioluminescente ECL (Invitrogen - WP20005) seguido de exposição da membrana 

em filme fotográfico (Kodak) e revelação em solução de revelação e fixação.  

3.4 Estresse celular, tratamento com cicloheximida e RNAse 

 Para os ensaios de análise de grânulos de estresse, as células foram 

submetidas a estresse oxidativo com arsenito de sódio (Sigma Aldrich - 7784-46-5). 

As células foram plaqueadas 48 horas antes de cada experimento. O estresse se deu 

com a adição de solução de 0,5 mM de arsenito de sódio por 40 minutos em estufa a 

37oC/5% de CO2. Após incubação, o meio foi removido e as células foram lavadas 

duas vezes com PBS por 5 minutos e, logo em seguida, as células foram fixadas com 

paraformaldeído (PFA) 4% para análise por imunofluorescência, ou encaminhadas 

para lise e análise por WB. 

 O tratamento com cicloheximida foi realizado logo antes da indução 

adipogênica. As células foram tratadas com 0,1 mg/mL de cicloheximida (Sigma-

Aldrich - C7698) por 10 minutos a 37oC/5% de CO2. Em seguida, as células foram 

lavadas com PBS e meio de indução adipogênica foi adicionado. 

 O tratamento com RNAse foi realizado 24 horas após o plaqueamento das 

células e consistiu em lavagem das células com PBS seguido de permeabilização com 

tampão contendo 0,5% de Triton-X100 e 10 µL/mL de inibidor de protease PMSF em 

PBS por 2 minutos. Em seguida as células foram tratadas com 10 mg/mL de RNAse 

A (Sigma-Aldrich) por 5 minutos seguido de fixação com 4% de PFA para posterior 

ensaio de imunofluorescência. 

3.5 Imunofluorescência 

 Os ensaios de imunofluorescência foram realizados em placas LabTek™ 

(Thermo – 154534) de 8 poços. A relação dos anticorpos utilizados consta na tabela 

3.2. As células foram plaqueadas e, antes de fixação com PFA 4% por 10 minutos, as 

células foram lavadas uma vez com PBS. Após a fixação, as células foram lavadas 

três vezes com PBS por 5 minutos. 
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A permeabilização foi realizada com 0,5% de Triton X-100 em PBS por 10 

minutos seguido de 3 lavagens com PBS por 5 minutos. O bloqueio foi realizado com 

3% de BSA em PBS seguido de incubação do anticorpo primário (tabela 3.2) por 60 

minutos e lavagem com PBS por três vezes de 5 minutos. O anticorpo secundário 

(tabela 3.2) foi incubado por 60 minutos seguido de três lavagens com PBS sendo a 

primeira por 5 minutos, a segunda por 30 minutos e a terceira por 5 minutos. As células 

foram montadas com meio de montagem contendo DAPI (Vector Lab – H1200) e 

seladas com lamínula para posterior análise ao microscópio. 

Tabela 3.2. Anticorpos primários e secundários utilizados para IF e WB 

Anticorpos primários Aplicação Diluição Hospedeiro Marca/Referência 

TIA1 IF/WB 1:50/1:200 Cabra SantaCruz/SC-1751 

TIAR IF/WB 1:800/1:2000 Coelho CellSignaling/8509 

TIA1/R IF/WB 1:50/1:200 Coelho SantaCruz/SC-28237 

RCK IF/WB 1:400/1:800 Coelho MBL/PD009 

DCP1a IF 1:50 Camundongo SantaCruz/SC-100706 

TTP IF/WB 1:100/1:400 Coelho Abcam/ab33058 

eIF4E IF 1:400 Coelho CellSignaling/9742 

eIF4B IF 1:600 Camundongo SantaCruz/SC-376062 

RPS6 IF 1:50 Camundongo SantaCruz/SC-74459 

RPSL7 IF 1:200 Coelho CellSignaling/2403 

eIF2α IF 1:200 Coelho CellSignaling/9722 

eIF2α-Fosforilado IF 1:200 Coelho CellSignaling/3398 

FXR1 IF 1:50 Cabra SantaCruz/SC-10554 

CD63 IF 1:200 Camundongo Abcam/ab59479 

Digoxigenina IF 1:400 Camundongo Abcam/ab420 

PABP IF 1:50 Camundongo SantaCruz/SC-32318 

Anticorpos secundários     

Coelho IgG-CFL 647 IF 1:400 Burro SantaCruz/SC-362291 

Camundongo IgG-CFL 405 IF 1:400 Burro SantaCruz/SC-362248 

Camundongo IgG-TR IF 1:400 Cabra SantaCruz/SC-2781 

Cabra IgG-TexasRed IF 1:400 Camundongo SantaCruz/SC-3916 

Coelho - Alexa 488 IF 1:600 Burro Thermo 

Coelho - Alexa 594 IF 1:600 Burro Thermo 

Coelho IgG-HRP WB 1:2000 Cabra Thermo/31460 

Cabra IgG-HRP WB 1:2000 Burro SantaCruz/SC-2020 
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3.6 Fluorescence in situ hybridization (FISH) 

 A técnica de FISH foi realizada baseado em Serpeloni et al, 2011. 

Resumidamente, as células plaqueadas em Labtek foram fixadas com PFA 4% por 20 

minutos e imediatamente permeabilizadas em tampão específico (0,2% triton em 2X 

SSPE (SSPE 20x: 3M NaCl; 0,2M tampão fosfato pH 7,4 e 20mM EDTA) por 20 

minutos). Após sequência de lavagens, as células foram incubadas por 30 minutos a 

30°C em tampão de hibridação (10% dextran, 2X SSPE, 35% formamida, 0,5% tRNA 

de levedura). Em seguida, as células foram incubadas por 3 minutos a 65°C em 

tampão de hibridação contendo 0,5 U/µL de RNAse OUT e 1 ng/µL de oligoDT 

conjugado à digoxigenina. Imediatamente após incubação, as lâminas foram mantidas 

a 37°C/5% de CO2 por 12 horas. As células foram submetidas à sequência de 

lavagens com tampão SSC (GIBCO) seguido de imunofluorescência utilizando anti-

digoxigenina. 

3.7 Microscopia e processamento de imagem 

 Foram utilizados quatro equipamentos de microscopia. Leica moledo 

DMI6000CS (Confocal), Leica modelo DMI6000B, Nikon A1R (Confocal), Olympus 

DeltaVision. 

Para que as imagens fossem fidedignas entre os diferentes microscópios, as 

imagens foram analisadas utilizando o software ImageJ. As imagens foram adquiridas 

e salvas no formato de arquivo original de cada equipamento (ex.: arquivos com a 

extensão .dv arquivos provenientes do microscópio DeltaVision) e com auxílio de plug-

ins específicos, as imagens puderam ser abertas no ImageJ e, dessa forma, excluindo 

as imagens obtidas em confocal, os tratamentos de brilho/contraste e sobreposição 

das imagens seguiu exatamente os mesmos parâmetros estabelecidos para a todas 

as imagens, independente do microscópio utilizado. 

3.8 Contagem dos grânulos 

 Os grânulos de TIA1/R e PB foram contados manualmente utilizando o recurso 

cell counter no ImageJ. Foram contados grânulos de pelo menos 40 células por 

condição. A média de grânulos foi calculada pelo número total de grânulos, dividido 

pelo número de células contadas. Para análise estatística foram utilizados os métodos 

de teste t e anova utilizando o software Prism 5.0. 
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3.9 Construção de plasmídeos 

O gene de TIA1 foi clonado em plasmídeos de expressão que contem as 

proteínas yellow fluorescence protein (pEYFP-N1, Clontech) ou a cyan fluorescence 

protein (pECFP-N1, Clontech) (figura 3.2).  

 

Figura 3.2 Mapa dos plasmídeos utilizados. Mapa dos plasmídeos de pECFP, pEYFP. 

Primeiramente, foram desenhados iniciadores para a amplificação do gene 

TIA1 (forward5´ ATGAATTCTGAGGACGAGATGCCC 3´ e reverse 5´ 

ATGGGCCCCTGGGTTTCATACCCTGCC 3´). A reação em cadeia da polimerase 

(PCR) foi realizada utilizando tampão de PCR 1x; 2,5 mM de MgCl2; 1,25 mM de 

dNTPs; 1 U de taq DNA polimerase e 10 pmol de cada iniciador, num volume final de 

25 µL. A reação foi incubada em termociclador a 94°C por 5 minutos seguido de 30 

ciclos de 94°C por 20 segundos; 60°C por 30 segundos e 72°C por 3 minutos, 

finalizado por uma última etapa de 72ºC por 5 minutos. Após amplificação de TIA1, o 

produto foi aplicado em gel de agarose1% seguido de corrida eletroforética a 80 V. A 

banda do gel correspondente ao produto de TIA1 foi removida do gel e o produto de 

PCR foi purificado com o kit illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE 

HealthCare - 28-9034-70). O DNA de TIA1 purificado foi clonado em vetor pGEM-T 

Easy (Promega – A1360) de acordo com instruções do fabricante. Dez nanogramas 

de DNA foram misturados a 5 µL de 2x Rapid Ligation Buffer, 1 µL de T4 DNA ligase, 

1 µL de pGEM-T e volume final completado para 10 µL de água DNAse free seguido 

de incubação por 1 hora em temperatura ambiente. 

A transformação do produto de ligação de TIA1 em pGEM-T (pGEM-T-TIA1) foi 

realizada em bactéria E. coli DH5α. Dois microlitros do produto de ligação foram 

misturados a 50 µL de DH5α seguido de incubação em gelo por 20 minutos. Em 

seguida, foi realizado choque-térmico por 40 segundos a 42°C e imediatamente 
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incubado por 2 minutos em gelo. Foram adicionados 950 mL de meio LB e a mistura 

foi incubada por 1 hora e 30 minutos a 37°C sob agitação. Finalmente, 100 µL da 

transformação foram adicionados a placas de LB ágar contendo ampicilina, IPTG e X-

Gal e incubadas por 16 horas em estufa a 37°C. Foi realizado PCR das colônias 

brancas e, posteriormente, as colônias confirmadas positivas foram crescidas sob 

agitação em meio LB contendo ampicilina, durante 16 horas a 37°C. Foi realizada a 

lise das bactérias seguida de purificação do plasmídeo utilizando o kit de miniprep 

(QIAGEN – 27104), de acordo com instruções do fabricante. Uma vez tendo o 

plasmídeo purificado foi realizado a digestão enzimática do plasmídeo pGEM-T-TIA1 

utilizando as enzimas de restrição ApaI (New England Biolabs) a 25°C por 2 horas. 

Após o período de incubação foi adicionado a enzima de restrição EcoR1 (New 

England Biolabs) e incubado por mais 2 horas a 37°C. O produto da digestão foi 

aplicado em gel de agarose 1% seguido de purificação do DNA com kit illustra GFX 

PCR DNA and Gel Band Purification (GE HealthCare - 28-9034-70) para obtenção do 

gene de TIA1. Foi realizada a ligação de TIA1 aos plasmídeos pECFP e pEYFP 

previamente incubadas com as enzimas de restrição ApaI e EcoR1. Uma vez 

realizada a ligação o produto foi transformado em E. coli DH5α, como descrito 

previamente.  

Foram selecionadas 10 colônias de cada transformação e realizado PCR de 

colônia para confirmação da inserção de TIA1 ao plasmídeo. Uma vez confirmado por 

PCR de colônia foram selecionados 2 clones positivos que foram enviados para 

sequenciamento para confirmação da integridade do inserto.  

3.10 Transfecções de plasmídeos 

 As transfecções foram realizadas com três lipídios catiônicos distintos, 

FuGENE HD, Oligofectamina e Lipofectamina 2000. Para FuGENE HD (Promega – 

E2311) 4 ug de plasmídeo foram adicionados a 100 µL de meio OptiMem (Invitrogem 

– 51985034) e incubado em temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, foram 

adicionados 10 µL de FuGENE HD (Promega) e incubado por mais 20 minutos em 

temperatura ambiente. Após a incubação, o volume total foi adicionado ao poço da 

placa de 6 poços com células previamente plaqueadas contendo 0,9 mL de meio de 

cultura. Após 4 horas, o meio foi completado para 2 mL. 

Para as transfecções com Oligofectamina (Invitrogen – 12252-011), 4 µL do 

reagente foram misturados a 12 µL de meio OptiMem. Em outro microtubo foram 
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misturados 4 µg de plasmídeo com 185 µL de meio OptiMem e, após 5 minutos de 

incubação a temperatura ambiente, as duas soluções foram misturadas e incubadas 

por mais 20 minutos a temperatura ambiente. Essa solução foi adicionada ao poço da 

placa de 6 poços com células previamente plaqueadas contendo 0,9 mL de meio de 

cultura. Após 4 horas, o meio foi completado para 2 mL. 

As transfecções com Lipofectamina 2000 (Invitrogen - 11668019) foram 

realizadas misturando 4 µg de plasmídeo com 250 µL de OptiMem em um microtubo 

e, em outro microtubo, 10 µL de Lipofectamina 2000 com 240 µL de OptiMem e 

incubado por 5 minutos, a temperatura ambiente. Após o tempo de incubação, as 

soluções foram misturadas em um mesmo tubo e incubadas por mais 20 minutos a 

temperatura ambiente e adicionados ao poço da placa de 6 poços, com células 

previamente plaqueadas contendo 1,5 mL de meio de cultura. 

Outro método de transfecção de plasmídeo utilizado foi a nucleotransfecção 

utilizando o Nucleofector™2b (Lonza - AAB-1001) que consiste em eletroporação com 

kits e métodos já pré-definidos. Utilizamos o kit Human MSC Nucleofector® (Lonza – 

VAPE-1001). Após tripsinização, 4-5x105 células foram misturados com 2 µg de 

plasmídeos e 100 µL de solução de transfecção e transferidos imediatamente para a 

cubeta.  A eletroporação seguiu os métodos U-23 ou C-17, ambos recomendados para 

utilização em células-tronco mesenquimais. Após a eletroporação, as células foram 

adicionadas a uma placa da placa de 6 poços, com meio pré-aquecido a 37oC e 

mantidas em cultura por 24 e 48 horas. Foi utilizado o plasmídeo pEGFP (Clontech) 

para os ensaios de padronização da transfecção. 

3.11 Silenciamento gênico por pequenos RNAs de interferência (siRNA) 

 Para os ensaios de siRNA foi utilizado um mix de diferentes oligos (QIAGEN) 

específicos para o mRNA de TIA1, TIAR, DCP2, RCK, TTP (tabela 3.3) e um controle 

negativo AllStars Negative Control siRNA (QIAGEN - SI03650318) que consiste em 

um oligo de siRNA que não possui homologia com nenhum gene conhecido de 

mamífero (a sequência não é fornecida pelo fabricante). Para cada poço de placa de 

96 poços, 50 nM de oligo de siRNA foram misturados a 2,5 µL de meio OptiMem e 2,5 

µL de OptiMem foram misturados com 0,9 µL de X-Treme siRNA transfection reagente 

(Life – 04476093001). Após 5 minutos de incubação a temperatura ambiente, as duas 

soluções foram misturadas e incubadas a temperatura ambiente por 20 minutos. Em 

seguida, a solução foi adicionada ao poço contendo 45 µL de meio de cultura. As 
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células foram mantidas com o meio contendo a solução de transfecção por 24 horas 

antes de substituição por meio fresco.  

Tabela 3.3. Sequência dos alvos dos oligos de siRNA 

Alvo Sequência do alvo (5´-3´) 

TIA1R UUGGGUGGUCGUCAAAUCCGA 

TIA1R ACCAAUUGGGCCACUCGUAAA 

TIA1 CACAACAAAUUGGCCAGUAUA 

TIA1 AACGAUUUGGGAGGUAGUGAA 

RCK UCCGUGCAAGAGAGCAAGUUA 

RCK CCGAAAUGGCUUAUGCCGCAA 

TTP UAGCAUAUUUAAGGAGGCAA 

TTP UAGAAUCUUAUGUGCUGUGAA 

DCP2 CUGGUUAUCAGAGUAAUGAA 
 

3.12 siRNA e diferenciação adipogênica 

 Foi realizado experimento de diferenciação adipogênica juntamente com 

siRNA. Para isso, 48 horas após o plaqueamento das células, o meio de cultura foi 

substituído por meio de indução adipogênica (Lonza – PT3004) conforme descrito no 

item 3.2. A adição do meio de diferenciação foi realizada durante a segunda incubação 

da preparação da solução de transfecção dos oligos de siRNAs. Após os 20 minutos 

de incubação, a reação de transfecção foi adicionada ao poço e a placa mantida em 

estufa por 1, 4, 7 e 12 dias. 

3.13 Quantificação de diferenciação adipogênica 

 A quantificação adipogênica foi mensurada de forma indireta pela intensidade 

de fluorescência. Após o período de diferenciação, a marcação dos adipócitos foi 

realizada com AdipoRed (Lonza – PT7009) que consiste em solução de corante 

vermelho Nilo otimizado para utilização de quantificação em larga escala.  

Para quantificação com AdipoRed os experimentos foram realizados em placa 

de 96 poços. A placa foi retirada da estufa e mantida em temperatura ambiente por 10 

minutos. O meio de cultura foi cuidadosamente removido e 200 µL de PBS foi 

adicionado ao poço para lavagem das células. Imediatamente após, o PBS foi 

removido e adicionado 200 µL de PBS e 5 µL de AdipoRed. Após 10 minutos de 

incubação a placa foi lida em leitor de fluorescência (TECAN Infinity 200) configurado 

para agitar a placa por 3 segundos, seguido de 9 leituras para cada poço em pontos 
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distintos. A leitura foi realizada em comprimento de onda de emissão/excitação de 

485/572 nm. 

 Para plotagem dos dados, a média da RFU (Relative Fluorescence Unit) das 9 

leituras de cada poço foi convertida em porcentagem em relação ao controle negativo 

do siRNA de cada intervalo de tempo. Dessa forma, os dados de dias diferentes 

puderam ser colocados em um mesmo gráfico já que a RFU de 4 e 12 dias de 

diferenciação é muito diferente, impossibilitando a comparação dos dados entre os 

dias com os dados brutos. 

 

 

 

  



 

57 
 

4. RESULTADOS 

Os experimentos foram realizados com células-tronco derivadas de tecido 

adiposo (ADSC) de duas fontes distintas: ADSCs obtidas de cirurgia bariátrica 

(ADSCs-Bariátrica) e ADSCs obtidas de lipoaspiração (ADSCs-Lipo). Os grânulos de 

estresse (GE) e os P bodies (PB) foram caracterizados em condições normais de 

cultura, durante o estresse oxidativo e durante a diferenciação adipogênica. Em 

ADSC-Lipo foi realizado o silenciamento de componentes desses grânulos, seguido 

da indução à diferenciação adipogênica. Serão mostradas somente as fotos de 

sobreposições das imagens de Imunofluorescência e não cada canal 

independentemente. 

As células utilizadas foram de doadores em condições clínicas distintas. As 

ADSCs-Bariátricas foram adquiridas de pessoas obesas que possuem um perfil 

inflamatório generalizado e, possivelmente, outras patologias, como diabetes e 

hipertensão (“Overweight, obesity, and health risk.”, 2000). As ADSC-Lipo, são de 

doadores em condição clínicas mais saudáveis, já que, segundo a sociedade 

brasileira de cirurgia plástica e a american society of plastic surgeons, alguns pré-

requisitos são necessários para cirurgia, como uma série de exames médicos e 

físicos, além de não estarem em uso de medicamentos, álcool e fumo. 

4.1 Em ADSCs proteínas de grânulos de estresse compõem grânulos 

citoplasmáticos em condições normais de cultura e possuem baixa quantidade 

de PB 

Uma vez que os PB exercem uma função importante na regulação pós-

transcricional em eucariotos, e que os GE não são formados em condições normais 

de cultura, foi questionado qual seria a distribuição destes grânulos em ADSCs em 

condições padrão de cultura. 

Para isso, foi realizado ensaio de imunofluorescência (IF). Foram selecionados 

doze anticorpos que reconhecem proteínas de grânulos citoplasmáticos e um 

anticorpo que reconhece uma proteína ausente tanto em PB quanto em GE, como 

controle negativo. 

Primeiramente, foi validada a eficiência dos anticorpos em reconhecer 

proteínas de GE e de PB em células HeLa, que é uma linhagem celular utilizada e 

bem caracterizada para o estudo de grânulos citoplasmáticos. Células HeLa em 

condições normais não apresentam GE (KEDERSHA; ANDERSON, 2002). As 
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proteínas eIF4E, eIF4B, Fragile X mental retardation related-1 (FXR1), PABP, eIF2α, 

proteína ribossomal subunidade menor 6 (RPS6) e proteína ribossomal subunidade 

maior 7 (RPL7) aparecem dispersos no citoplasma (Figura 4.1 A-G). A FXR1 (figura 

4.1 C) apresentou uma distribuição pontilhada dentro e fora dessas células e, ainda, 

estão em um plano focal diferente, indicando que se trata, provavelmente, de uma 

marcação inespecífica. Já eIF2α-fosforilado tem baixa expressão nessas células 

(figura 4.1 H).  

As proteínas TIA1 e TIAR são nucleares em condições não estressantes 

(ANDERSON; KEDERSHA, 2009). Foram selecionados três anticorpos que 

reconhecem a proteína TIA: um anticorpo que reconhece tanto TIA1 como TIAR (anti-

TIA1/R) e outros dois específicos para cada proteína TIA (anti-TIAR e anti-TIA1). A 

distribuição da proteína TIA em células HeLa não estressadas foi principalmente 

nuclear (figura 4.1 I-K), com exceção da presença de alguns grânulos citoplasmáticos 

com anti-TIA1 em poucas células (figura 4.1 K).  

Como marcadores de PB selecionamos RCK, TTP e DCP1a (figura 4.1 L-N). 

Foi possível observar a presença de PB distribuídos no citoplasma de células HeLa 

não estressadas. Os grânulos estavam presentes em todas as células e com média 

de 14 grânulos por célula (figura 4.1 O). 
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Figura 4.1: Distribuição de PB e proteínas de GE em células HeLa não estressadas.  
Fonte: Do autor. 
Legenda: Ensaio de IF mostrando a distribuição de proteínas de PB e GE em células HeLa. A-G. 
Distribuição dispersa no citoplasma das proteínas eIF4E, eIF4B, FXR1, PABP, eIF2α, RPS6 e RPL7. I-
J. As proteínas TIA1 e TIAR utilizando os anticorpos anti-TIA1/R e anti-TIAR aparecem 
predominantemente nuclear. K. A proteína TIA1 utilizando anticorpo anti-TIA1 aparece 
predominantemente nuclear com alguns pontos no citoplasma de algumas células. L-N. Os PB estão 
dispersos por todo o citoplasma.O. Percentagem de quantidade de células com grânulos. (TIA1/R 7%, 
PB 100%). n=3; Barra = 20 µm 
 

Um fato interessante foi a distribuição de PB e de proteínas de GE em ADSCs 

que não estão submetidas a estresse é distinta às células HeLa. 

Em ADSC-Lipo a distribuição de eIF4E, EIF4B, RPL7, PABP e eIF2α é dispersa 

no citoplasma (figura 4.2 A-E), e eIF2α-fosforilado tem expressão muito baixa (figura 

4.2 F), assim como nas células HeLa. Diferentemente do constatado em células HeLa, 

em ADSC-Lipo, cultivadas em condições normais, foi observado a presença de 

grânulos citoplasmáticos contendo FXR1, RPS6 e TIA1/R (figura 4.2 G - I). Apesar de 

não ter sido possível verificar a colocalização dos grânulos contendo essas proteínas, 

a distribuição em número desses grânulos é muito similar (figura 4.2 O). TIA1/R possui 

em média 22 grânulos por célula e 87% das células possuem grânulos (figura 4.2 O) 

com diâmetro médio de 0,9 µm. Os grânulos estão dispersos por todo o citoplasma 

sem ter um padrão de localização específico. A presença de grânulos de TIA1/R em 

ADSC foi observada somente com o anticorpo anti-TIA1/R e não com os anticorpos 

anti-TIA1 e anti-TIAR (figura 4.2 J e K). O número de PB é muito reduzido e até mesmo 

ausente em muitas células (figura 4.2 L-O), tendo em média 1.968 ± 0.201 PB por 

célula e aproximadamente 10% das células não possuem esses grânulos (figura 4.2 

O). 

 



 

62 
 



 

63 
 

 

 



 

64 
 

 

Figura 4.2: Distribuição de PB e proteínas de GE em ADSCs-Lipo não estressadas.  
Fonte: Do autor 
Legenda: A-E Ensaio de IF mostrou que as proteínas eIF4E, EIF4B, RPL7, PABP E eIF2α possuem 
distribuição dispersa no citoplasma. F. eIF2α fosforilado tem baixa expressão. G-I. ADSCs possuem 
grânulos deFXR1, RPS6 e TIA1/R citoplasmáticos. J-K. As proteínas TIA1 e TIAR utilizando os 
anticorpos anti-TIA1 e anti-TIAR têm distribuição dispersa no citoplasma e com expressão 
predominantemente nuclear. L-N. Há poucos PB em ADSCs estando até completamente ausente em 
algumas células.O. Quantificação dos grânulos. n=4; Barra = 50 µm 

Para avaliar a presença de grânulos em ADSCs-Bariátrica foram utilizados os 

anticorpos para TIA1/R, TIA1 e DCP1a. Essa bateria de anticorpos é suficiente para 

determinar se as mesmas particularidades observadas em ADSC-Lipo estariam 

presentes nas células originadas de cirurgia bariátrica. Assim como nas ADSCs-Lipo, 

foi observado que o citoplasma destas células contém grânulos de TIA1/R (figura 4.3 

A) mas em maior quantidade (106.9 ± 10.19 grânulos por célula). O diâmetro médio 

desses grânulos é de 1,2 µm e estão em 97% das células. Além de presente em 

grânulos, TIA1/R também aparece disperso no citoplasma e no núcleo dessas células.  

ADSC-Bariátrica também possui número de PB é muito reduzido e até mesmo 

ausente em muitas células, tendo em média 4.575 ± 0.5573 PB por célula. Ensaios de 

colocalização utilizando microscopia confocal e anticorpos para as proteínas TIA1/R 

e DCP1a mostraram que grânulos contendo essas proteínas, em geral, são 

independentes em ADSC-Bariátrica e, em poucos casos, os grânulos estão 

parcialmente sobrepostos (figura 4.3 B e C). 
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Figura 4.3: Distribuição de TIA1/R e PB em ADSCs-Bariátrica não estressadas.  
Fonte: Do autor e Crisciele Kuligovski 
Legenda: A. ADSCs-Bariátrica possuem grânulos de TIA1/R (vermelho) distribuídos no citoplasma e 
poucos de PB (verde). B-C. Alguns PB estão próximos aos grânulos de TIA1/R com pouca interação 
entre eles (amarelo). D. Não há grânulos de TIA1 citoplasmáticos em ADSCs-Bariátrica marcadas com 
anti-TIA1. n=5 

4.2. Fibroblastos não possuem grânulos de TIA/R em células não estressadas 

Fibroblastos são células fenotipicamente muito semelhantes às ADSCs. Os 

mesmo marcadores para determinar uma ADSCs são encontrados em fibroblastos. A 

diferença fundamental entre estes tipos celulares, que compartilham muitas vezes o 

mesmo nicho tecidual, é a capacidade de diferenciação. Os fibroblastos têm potencial 

de diferenciação muito reduzido e até mesmo ausente em relação às ADSCs (ALT et 

al., 2011; ZYCH et al., 2014).  

Por esse motivo, foi realizado em fibroblastos ensaios de IF com anticorpos 

para as proteínas TIA1, TIA1/R e RCK para determinar se células fenotipicamente 

próximas às ADSCs teriam grânulos de TIA1/R. A TIA1/R foi localizada principalmente 

no núcleo de fibroblastos primários humanos (figura 4.4 A). Ainda, assim como TIA1, 
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não foram observados grânulos no citoplasma utilizando anti-TIA1/R (figura 4.4 B). Os 

PB estão presentes em todas as células distribuídos pelo citoplasma (figura 4.4 C). 

 

Figura 4.4. Distribuição de TIA1/R e PB em fibroblastos não estressados. 
Fonte: Do autor 
Legenda: A-B. Ensaio de IF em fibroblasto mostrando a distribuição de TIA1/R utilizando tanto o 
anticorpo anti-TIA1/R como anti-TIA1 aparece dispersa no citoplasma e predominantemente nuclear 
em fibroblastos. C. Os PB estão distribuídos em todas as células. n=3; Barra = 50 µm 

4.3 Células-tronco mesenquimais humanas derivadas de MO (CTM-MO) também 

possuem grânulos citoplasmáticos de TIA1/R em condições normais 

 Para determinar se a presença dos grânulos de TIA1/R é uma condição 

exclusiva de ADSCs obtidas tanto de lipoaspiração como de bariátrica, analisamos 

células tronco mesenquimais derivadas de medula óssea. Foi realizado ensaio de IF 

utilizando anti-TIA1/R e anti-DCP1a. Assim como nas ADSCs, as CTM-MO também 

possuem grânulos de TIA1/R dispersos no citoplasma com a presença de poucos PB 

distribuídos no citoplasma (figura 4.5).  

 

Figura 4.5. Distribuição de TIA1/R e PB em CTM-MO.  
Fonte: Do autor. 
Legenda: Ensaio de IF em células-tronco mesenquimais de medula óssea mostrando a presença de 
grânulos de TIA1/R (vermelho) distribuídos no citoplasma e com baixa incidência de PB (verde). n=3. 
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4.4 Grânulos de estresse são formados em ADSCs-Lipo mas não em ADSCs-

Bariátrica durante o estresse oxidativo 

 Devido ao fato que as ADSCs têm grânulos citoplasmáticos em células não 

estressadas, e que esses grânulos possuem proteínas componentes de grânulos de 

estresse, foi analisado o comportamento dessas proteínas em ADSCs submetidas a 

estresse.  

Para isso, foi analisada a formação de GE em células submetidas a estresse 

oxidativo, utilizando arsenito de sódio como indutor.  Em células HeLa foi observado 

que as proteínas eIF4E, EIF4B,TIAR, TIA1, FXR1, PABP e RPS6 possuíam uma 

distribuição em grânulos após indução com arsenito (figura 4.6 A-H). Durante o 

estresse também foi notado o aumento citoplasmático de eIF2α-fosforilado no 

citoplasma das células (figura 4.6 I e N), acompanhado da diminuição de eIF2α (figura 

4.6 J e N) e RPL7 (figura 4.6 K e N). Os PB foram evidenciados e, após indução ao 

estresse, tiveram seu número aumentado (de 13.00 ± 1.080 para 25.80 ± 1.158) (figura 

4.6 L e M e figura 4.9). 
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Figura 4.6. Distribuição de GE e PB em HeLa submetidas a estresse oxidativo. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: Ensaio de IF em células HeLa submetidas a estresse oxidativo com 0,5 mM de arsenito de 
sódio por 40 minutos. A-G É possível observar a presença de GE formados com as proteínas eIF4E, 
EIF4B, TIA1/R, TIAR, TIA1, FXR1, PABP e RPS6. I-K e N. A expressão de eIF2α fosforilado aumenta 
após a indução de estresse juntamente com adiminuição da expressão de eIF2α e RPL7. n=3; Barra = 
20 µm. 

Em ADSC-Lipo foi possível observar a formação de grânulos de estresse, mas 

estes têm composição diferente às células HeLa. TIA1/R, TIA1, TIAR, FXR1, eIF4B, 

PABP e RPS6 são componentes de GE em ADSC-Lipo (figura 4.6 A-G), mas não 

eIF4E (figura 4.7 H). Também foi observado um aumento da intensidade de 

fluorescência de eIF2α-fosforilado no citoplasma (figura 4.7 I e N) acompanhado da 

diminuição de eIF2α (figura 4.7 J e N) e RPL7 (figura 4.7 K e N). Grânulos de estresse 

formados por eIF4B, PABP e RPS6 são dispersos por todo o citoplasma e em grande 

quantidade. Curiosamente, GE formados por TIA e FXR1 estão predominantemente 

mais distantes do núcleo. No que se refere aos PB, foi observado um comportamento 

similar ao das células HeLa, ocorrendo aumento desses grânulos (de 1.968 ± 0.2011 

para 18.00 ± 1.581) (figura 4.7 L e M e 4.9). 
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Figura 4.7. Distribuição de GE e PB em ADSCs-Lipo submetidas a estresse oxidativo.  
Fonte: Do autor. 
Legenda: Ensaio de IF em células HeLa submetidas a estresse oxidativo com 0,5 mM de arsenito de 
sódio por 40 minutos.A-G. Há a formação de GE em ADSCs-Lipo com as proteínas TIA1/R, TIA1, TIAR, 
FXR1, eIF4B, PABP e RPS6. H. eIF4E compõe apenas alguns GE em ADSC-Lipo sendo até ausente 
na maioria das células. I-K e N. A expressão de eIF2α fosforilado aumenta após a indução de estresse 
juntamente com adiminuição da expressão de eIF2α e RPL7.L-M. Durante o estresse oxidativo há um 
aumento na quantidade de PB em ADSC-Lipo. n=4; Barra = 20 µm. 

Interessante e inesperadamente, em ADSC-Bariátrica, foi observado que os 

grânulos evidenciados pelo anti-TIA1/R foram significativamente reduzidos (figura 4.9) 

e a formação de grânulos de estresse é limitada, sendo até mesmo ausente em 

algumas células (figura 4.8). Nas ADSCs-Bariátrica também foi observado um 

aumento no número de PB após indução ao estresse (de 4.575 ± 0.5573 para 24.20 

± 4.236) (figura 4.8 e 4.9). 

 

Figura 4.8. Distribuição de GE e PB em ADSC-Bariátrica durante estresse oxidativo.   
Fonte: Do autor 
Legenda: Ensaio de IF em ADSCs-Bariátrica submetidas a estresse oxidativo com 0,5 mM de arsenito 
de sódio por 40 minutos. Há a diminuição significativa de grânulos de TIA1/R (vermelho) em ADSC-
Bariátrica após indução ao estresse, juntamente com aumento de PB utilizando DCP1a (verde). n=3 
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Figura 4.9. Quantidade de PB por células em ADSC-Lipo, ADSC-Bariátrica e HeLa após indução 
ao estresse. 
Fonte: Do autor 
Legenda: Após indução a estresse oxidativo há um aumento na quantidade de PB de ±1,96 para ±18 
em ADSC-Lipo; ±4,97 para ±24,2 em ADSC-Bariátrica e ±13 para ±28,5 em HeLa. n=3. 

Os fibroblastos humanos também foram submetidos ao estresse oxidativo e 

ensaio de IF revelaram a formação de GE e o aumento de PB do mesmo modo que 

foi observado em HeLa (figura 4.10). 

 

Figura 4.10. Distribuição de GE e PB em fibroblasto submetido a estresse oxidativo. 
Fonte: Do autor 
Legenda: Ensaio de IF em fibroblastos submetidos a estresse oxidativo com 0,5 mM de arsenito de 
sódio por 40 minutos. A-B Há a formação de GE em fibroblastos utilizando tanto anti-TIA1/R como 
TIA1. C. Há um aumento na quantidade de PB após indução a estresse. n=3; Barra = 20 µm. 

4.5 Alguns grânulos de TIA1/R estão contidos em vesículas 

 Recentemente, o grupo de Camussi e colaboradores mostrou que as células-

tronco mesenquimais produzem grande número de vesículas extracelulares 

(exossomos e microvesículas), e que um dos componentes proteicos dessas 

vesículas é TIA1/R. Dessa forma, foi analisada a possibilidade de que esses grânulos 

de TIA estivessem contidos em estruturas tipo exossomos. Para responder essa 

questão foram realizados ensaios de colocalização utilizando anti-TIA1/R e anti-CD-

63. CD-63 é uma proteína membro da família tetraspanine e está presente na 

membrana de exossomos e lisossomos (DENZER et al., 2000; FUKUDA, 1991).

 Alguns grânulos da cor amarela (verde - TIA1/R e vermelho – CD-63) foram 
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observados nas imagens sobrepostas indicando que, ao menos parcialmente, TIA1/R 

colocaliza com CD-63. Estas observações sugerem que uma porção das proteínas 

TIA1/R esteja contida em vesículas CD-63 positivas (figura 4.11). 

 

Figura 4.11. Grânulos de TIA1/R estão contidos em vesículas em ADSC-Lipo. 
Fonte: Do autor 

Legenda: Alguns grânulos de TIA1/R estão contidos em vesículas CD-63 positivas, proteína presente 

em exossomos e lisossomos. n=2 Barra = 20 µm. Imagem confocal. 

4.6 Grânulos de TIA1/R em ADSCs possuem mRNA 

 Dentre as moléculas que compõem os grânulos citoplasmáticos o mRNA possui 

papel fundamental na formação e manutenção do grânulo (TEIXEIRA et al., 2005). 

Para determinar se os grânulos de TIA1/R em ADSC possuem mRNA foram 

realizados ensaios de FISH utilizando sondas oligo-dT para visualizar a grande 

maioria do mRNA dessas células. 

 Primeiramente, células HeLa submetidas ao estresse oxidativo com arsenito de 

sódio foram utilizadas como controle positivo. De fato, foi observado em HeLa a 

presença de mRNA em GE (figura 4.12 B). 
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Figura 4.12. Grânulos de estresse possuem mRNA em HeLa. 
Fonte: Do autor 
Legenda: Ensaio de IF e FISH foi realizado em HeLa. O painel esquerdo (A) representa células HeLa 
em condições normais de cultura com mRNA disperso pelo citoplasma. No painel do lado direito (B) é 
possível observar a presença de mRNAs em GE (amarelo) em células HeLa após indução ao estresse. 
n=2; Barra = 20 µm.   

Os ensaios de FISH revelaram que mRNA está presente em quantidades 

consideráveis nos grânulos de TIA1/R em ADSC-Bariátrica, em condições padrão de 

cultura. Além disso, foi observado que a grande maioria dos grânulos de TIA1/R possui 

mRNA, mas nem todos os grânulos de mRNA estão contidos em grânulos de TIA1/R 

(figura 4.13).  

 

Figura 4.13. Grânulos de TIA1/R possuem mRNA em ADSC-Bariátrica. 
Fonte: Patrícia Shigunov 
Legenda: Ensaios de FISH revelaram que ADSC-Bariátrica possuem grânulos de mRNA (verde) em 
grânulos no citoplasma e que os grânulos de TIA1/R (vermelho) possuem mRNA em sua composição 
(amarelo). Imagem confocal. 

Em ADSC-Lipo foi observado também a presença de grânulos contendo mRNA 

em condições padrão de cultura (figura 4.14A) e que após o estresse oxidativo, o 

mRNA está presente em grânulos de tamanho maior (figura 4.14B). Porém, a 
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visualização dos grânulos contendo mRNA foi mais evidente nas ADSCs-Bariátrica 

que nas ADSC-Lipo. Isto pode ser devido ao fato de que nas células isoladas de tecido 

adiposo proveniente de cirurgia bariátrica, o número de TIA1/R é cinco vezes maior. 

Além disso, os ensaios com ADSC-Bariátrica foi utilizando microscopia confocal.   

 

Figura 4.14. ADSC-Lipo possuem grânulos de mRNA.  
Fonte: Do autor. 
Legenda: Ensaios de FISH revelaram que (A) ADSC-Lipo possuem grânulos de mRNA (vermelho) 
citoplasmáticos em condições padrão de cultura e (B) quando submetidas a estresse o mRNA aparece 
em grânulos maiores. Barra = 20 µm 

 Os grânulos de TIA1/R não só contem mRNA como são dependentes dele para 

que os grânulos se mantenham formados. Tratamento com RNAse A levaram a 

desmontagem dos grânulos de TIA1/R em ADSC-Bariátrica, indicando que esses 

grânulos são dependentes de mRNA (figura 4.15). A permeabilização celular para a 

realização do tratamento com RNAse literalmente destrói as células o que dificulta 

encontrar um campo com diversas células impossibilitando uma análise mais precisa. 

 

Figura 4.15. Grânulos de TIA1/R são dependentes de mRNA. 
Fonte: Crisciele Kuligovski. 
Legenda: Tratamento de ADSC-Bariátrica com RNAse mostrou que os grânulos de TIA1/R são 

dependentes de mRNA uma vez que estes desapareceram após o tratamento. Imagem confocal.  
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4.7 Grânulos de TIA são visíveis com anti-TIA1/R, mas não com anti-TIAR e anti-

TIA1 

 Considerando a peculiaridade dos grânulos de TIA1/R presentes nas células-

tronco multipotentes, se faz necessário frisar que esses grânulos são visualizados 

exclusivamente com um dos anticorpos utilizados contra a proteína TIA. Para facilitar 

a comparação, a figura 16 mostra lado a lado as IFs realizadas para visualizar as 

proteínas TIA com os três anticorpos utilizados neste trabalho, em ADSC-Lipo, em 

condições de cultura não estressantes. Como já foi descrito acima, em ADSCs a 

presença de grânulos de TIA em condições normais de cultura está limitada ao 

anticorpo anti-TIA1/R da Santa Cruz Biotechnology (figura 4.16). Almejando 

esclarecer esta discordância, uma abordagem diferente foi realizada para determinar 

se esses grânulos de fato existiam, ou se tratava de um artefato de técnica e qualidade 

do anticorpo. Para tanto, foram construídos plasmídeos para expressar a proteína 

TIA1 fusionada com proteínas fluorescentes e, assim, determinar a localização dessa 

proteína.  

 

Figura 4.16. Grânulos de TIA são visíveis somente com anti-TIA1/R. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: ADSCs possuem grânulos de TIA citoplasmáticos em células não estressadas. A-A´. A 
visualização desses grânulos está limitada à utilização do anticorpo anti-TIA1/R. B-C. Não é possível 
visualizar grânulos de TIA utilizando os anticorpos anti-TIA1 e anti-TIAR. As linhas pontilhadas no painel 
superior indicam a região aumentada representado no painel inferior. Barra = 50 µm 
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4.8 É possível obter alta eficiência de transfecção em ADSCs somente com 

nucleotransfecção e não com lipídios catiônicos 

Antes de mostrar os resultados referentes à fusão de TIA com proteínas 

fluorescentes será considerada a padronização da transfecção de células-tronco 

adultas que são sabidamente alvos difíceis de serem transformados. 

O plasmídeo de expressão pEGFP que contém a Green Fluorescent Protein 

(GFP) foi utilizado para verificar a eficiência de transfecção. Dois métodos de 

transfecção distintos foram empregados: um com lipídios catiônicos de três classes 

e/ou fabricantes distintos, e outro por transfecção direta do plasmídeo utilizado o 

eletroporador Nucleofector da Lonza. 

Os lipídios catiônicos utilizados foram a Lipofectamina 2000, FugeneHD, e 

Oligofectamina. Após 24 horas de transfecção, as células foram analisadas por 

citometria de fluxo. Uma baixa quantidade de células positivas foi observada para os 

três reagentes testados. Com a Lipofectamina 2000 foi obtido 17% de células positivas 

para GFP, 8% com Oligofectamina e 16% com FugeneHD (figura 4.17). 

A nucleotransfecção com Nucleofector é uma eletroporação com reagentes 

específicos e com condições já pré-determinados pelo fabricante. Duas configurações 

recomendadas pelo fabricante para células-tronco foram testados, o U23 e C17. O 

número de células positivas para GFP foi de até 85% com o método U23 e 60% com 

o método C17 (figura 4.17). 

 

Figura 4.17. Transfecção de plasmídeos em ADSCs. 
Fone: Do autor. 
Legenda: Foi padronizada a transfecção de plasmídeos em ADSCs. Foram utilizados três lipídios 
catiônicos distintos, mas foi obtido no máximo 17% de células positivas para GFP. Foi obtido até 85% 
de transfecção utilizando eletroporação. 
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4.9 Anti-TIA1/R reconhece, pelo menos, TIA1.  

 Para determinarmos a localização da proteína TIA1 em ADSCs foi realizada a 

clonagem do gene de TIA1 fusionado com os genes de Cyan Fluorescent Protein 

(pCFP) ou Yellow Fluorescent Protein (pYFP). Todas as fusões foram realizadas na 

porção carboxi-terminal da proteína TIA1. 

 Após a clonagem de TIA1 em pGEM-T (pGEM-T-TIA1) foi feita a clonagem nos 

plasmídeos de expressão em eucariotos. A clonagem foi confirmada por digestão 

(figura 4.18 A) e foi realizado o sequenciamento para verificar se os plasmídeos 

estavam em fase correta de leitura. 

 Primeiramente, os plasmídeos foram transfectados em células HeLa a fim de 

verificar a funcionalidade do plasmídeo em expressar TIA1. A transfecção foi realizada 

com Lipofectamina 2000 e, após 24 horas, as células foram submetidas a estresse 

oxidativo e analisadas por microscopia de fluorescência. Foi possível observar a 

formação de grânulos de estresse não só nas células submetidas a estresse, mas 

também nas células controle (figura 4.18 B). 

 

Figura 4.18. Expressão da proteína TIA1 recombinante em HeLa. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: Após a fusão do gene de TIA1 com os genes para expressão de proteínas fluorescentes, os 
plasmídeos foram transfectados em HeLa. Foi observado que houve a formação de GE até mesmo nas 
células que não foram induzidas a estresse. 
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 Foi realizada a transfecção dos plasmídeos em ADSCs-Bariátrica. 

Interessantemente, apesar de observados grânulos de TIA1 em células não 

estressadas, houve uma diminuição significativa desses grânulos no citoplasma 

(figura 4.19 B) em comparação com células não transfectadas (ver figura 4.2 I). 

Quando submetidas a estresse não foi observada a formação de GE típicos nessas 

células (figura 4.19 C). Juntamente com a transfecção do plasmídeo, foram realizados 

ensaio de imunofluorescência com o anticorpo TIA1/R, e foi observado que o anticorpo 

reconhece a proteína TIA1 recombinante (figura 4.19 B e C). Além disso, ensaios de 

Western Blot (WB) foram realizados e mostraram que, tanto o anticorpo anti-TIA1 

como anti-TIA1/R, reconhecem a proteína do tamanho de aproximadamente 70 kDa, 

que corresponde a proteína TIA1 conjugada com YFP (figura 4.19 D faixa 4 e 6).  

 

Figura 4.19. Anti-TIA1/R reconhece a proteína recombinante TIA1. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: A. ADSC-Bariátrica transfectadas com pECFP. B e C. ADSC-Bariátrica transfectadas com 
pECFP-TIA1 e IF utilizando anti-TIA1/R mostrando a colocalização desses grânulos. D. WB de ADSC-
Bariátrica transfectadas com pEYFP-TIA utilizando os anticorpos anti-TIA1/R e anti-TIA1 indicando que 
ambos os anticorpos reconhecem a proteína TIA1 recombinante o que corresponde a banda de 
aproximadamente 70 kDa. 

 Apesar de ter sido observado a formação de grânulos de TIA1 em ADSC-

Bariátrica e que esses grânulos diminuem quando submetidas ao estresse, assim 

como foi observado nos ensaios de imunofluorescência nessas células, não demos 
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continuidade com os experimentos com a proteína recombinante devido ao fato de 

células HeLa possuírem GE em condições padrão de cultura. 

4.10 Os PB e grânulos de TIA1/R em ADSC estão relacionados ao potencial de 

diferenciação  

 Nos resultados anteriores foi mostrada a presença de grânulos de TIA1/R e 

baixo número ou ausência de PB em ADSCs. Considerando que células 

fenotipicamente muito semelhantes, mas que carecem do potencial de diferenciação, 

os fibroblastos, não apresentam esse arranjo particular de grânulos, a seguinte 

hipótese de trabalho foi levantada: os grânulos citoplasmáticos presentes nas células-

tronco adultas estão relacionados ao potencial de diferenciação dessas células. Para 

responder a essa questão, três abordagens foram delineadas: ensaios de IF em 

ADSCs antes e após a diferenciação adipogênica; submissão das ADSCs à 

diferenciação após tratamento com drogas que desmontam os grânulos e, finalmente, 

ensaios de RNA de interferência para alguns componentes dos grânulos, em células 

submetidas à diferenciação. 

4.11 A quantidade de PB aumentam em ADSC durante as primeiras horas de 

diferenciação 

ADSCs-Lipo e ADSCs-Bariátrica possuem em média 22.60 ± 3.462 e 106.9 ± 

10.19 grânulos de TIA/R por célula respectivamente. Após 24 horas de diferenciação 

adipogênica foi observado que em ADSC-Lipo, apesar de aumentar o número esses 

grânulos (31.50 ± 3.841) a diferença não é estatisticamente significativa (figura 4.20 A 

e C). Em ADSC-Bariátrica a quantidade desses grânulos se mantem praticamente 

inalterado (105.0 ± 10.72) (figura 4.20 C). Por outro lado, há um aumento significativo 

na quantidade de PB tanto em ADSC-Lipo (1.968 ± 0.2011 para 25.20 ± 1.744) (figura 

4.20 B e C) como ADSC-Bariátrica (4.575 ± 0.5573 para 9.092 ± 1.259) (figura 4.20 

C) após 24 horas de indução adipogênica. 
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Figura 4.20. Quantificação de PB e grânulos de TIA1/R em ADSCs após 24 horas de diferenciação 
adipogênica. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: ADSC foram induzidas à diferenciação adipogênica e, após 24 horas, foi realizado ensaio 
de IF. Não há um aumento significativo de grânulos de TIA1/R em ADSCs (A e C). A quantificação de 
PB revelou que tanto ADSC-Lipo (B e C) como ADSC Bariátrica (C) há um aumento significativo após 
24 horas de indução a diferenciação adipogênica.  Barra = 20 µm. p=0,05. 

Foi observado também que, tanto em ADSCs-Bariátrica como ADSC-Lipo, há 

um aumento na quantidade de PB nos primeiros dias de diferenciação adipogênica e, 

após 12 dias, a quantidade de grânulos se assemelha às células HeLa (figura 4.21 A). 

Durante a diferenciação foi observado também que os grânulos de TIA1/R diminuem 

e praticamente desaparecem após 14 dias de diferenciação (figura 4.21 B). 
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A figura 4.20 mostra ADSC-Bariátrica em condições normais com grande 

quantidade de grânulos de TIA1/R (figura 4.21 C) seguido da diminuição desses 

grânulos e aumento de PB após 7 e 14 dias de diferenciação (figura 4.21 D e E). 

 

 

Figura 4.21. A quantidade de grânulos de TIA1/R diminui e o número de PB aumenta ao longo 
da diferenciação. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: Há um aumento significativo de PB nas primeiras horas de diferenciação adipogênica em 
ADSC-Lipo(A) seguido de diminuição na quantidade de PB após 14 dias de diferenciação. Os grânulos 
de TIA1/R praticamente desapareceram após 14 dias de diferenciação em ADSC (B). (C). ADSC-
Bariátrica sem indução à diferenciação e após 7 dias (D) e 14 dias (E) de diferenciação indicando a 

diminuição de grânulos de TIA1/R e aumento em número de PB. 

4.12 Tratamento com cicloheximida diminui significativamente a diferenciação 

de ADSC em adipócitos 

 Após ter sido verificado que há um aumento de PB e de grânulos de TIA1/R 

após as primeiras horas de diferenciação adipogênica, indagamos se esses grânulos 

teriam algum papel importante para a diferenciação. Para responder essa questão, 

ADSCs-Bariátrica foram tratadas com cicloheximida, uma droga capaz de desmontar 

grânulos de estresse em células HeLa, uma vez que ela mantém o ribossomo 

associado ao mRNA, impedindo que o mRNA fique disponível e possa se associar 

aos GE(GILKS et al., 2004)  . Primeiramente, foi mostrado que a cicloheximida 

também é capaz de desmontar grânulos de TIA em ADSC-Bariátrica (figura 4.22 A e 
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B). Esse dado indica que os grânulos de TIA1/R de ADSCs de alguma forma 

interagem com polissomos.   

Após 1 hora de tratamento com a droga foi adicionado às células meio de 

diferenciação adipogênica e elas foram mantidas em cultura por 21 dias na ausência 

de cicloheximida. Foi observado que houve uma diminuição no acúmulo de lipídios 

nas células tratadas com cicloheximida (figura 4.22 C e D) e, além disso, a quantidade 

de células que entraram em diferenciação foi diminuída (figura 4.22 E). Devido ao fato 

de que a cicloheximida tem um efeito pleiotrópico sobre as células afetando a tradução 

e, assim, muitos outros processos celulares, partimos para uma terceira abordagem, 

a fim de determinar mais claramente a relação entre os grânulos e a diferenciação 

dessas células, utilizando como ferramenta, a técnica de RNA de interferência. 

Figura 4.22. Diferenciação adipogênica após tratamento com cicloheximida diminui acumulo de 
lipídios. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: ADSCs foram tratadas com cicloheximida por uma hora, seguido de diferenciação 
adipogênica por 21 dias. A. ADSC-Bariátrica controle, sem tratamento com cicloheximida. Imagem 
confocal B. ADSC-Bariátrica após tratamento com cicloheximida. Os grânulos de TIA1/R desaparecem 
após o tratamento. Imagem confocal C. 21 dias de diferenciação adipogênica sem tratamento.  D. 21 
dias de diferenciação adipogênica após tratamento com cicloheximida. A quantidade de lipídios 
acumulados nas células diminui significativamente. E. A quantidade de células que entrou em 
diferenciação também diminuiu nas células tratadas com cicloheximida. 
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4.13 Silenciamento de alvos específicos de grânulos de TIA1/R e PB resulta em 

diferenciação prematura em adipócitos  

 Foi realizado silenciamento gênico por RNA de interferência (RNAi) de alvos 

específicos de PB e de TIA1/R, a fim de desmontar somente os grânulos de interesse. 

 A técnica de RNA de interferência baseia-se na biologia de microRNAs (ver 

figura 1.6) e consiste na transfecção de oligos de RNA sintéticos de aproximadamente 

21 nucleotídeos que, uma vez no citoplasma e associado à maquinaria de miRNA, 

pode levar à degradação ou inibição do RNA mensageiro alvo (WILSON; DOUDNA, 

2013).   

 Foram selecionados como alvos para o silenciamento gênico TIAR, TIA1, 

DCP2, RCK e TTP. Também foi feita a combinação dos oligos de TIA1 e TIAR e a 

combinação de TIAR com RCK e de DCP2 com RCK. Como controle negativo foi 

utilizado um oligo que não possui mRNA eucariótico como alvo.  

4.13.1 siRNA em ADSCs diminui a quantidade de grânulos citoplasmáticos 

O silenciamento dos mRNAs alvos em ADSC-Lipo foi realizado 

concomitantemente com a indução à diferenciação adipogênica. Após 24 horas de 

silenciamento foi verificado, por WB, a diminuição da expressão das proteínas e, por 

IF, a desmontagem dos grânulos. A figura 4.23 A mostra a diminuição da expressão 

das proteínas RCK (78%), TTP (68%), DCP2 (45%), TIA1 (21%), TIAR (74%), TIA1/R 

(38%). A normalização foi realizada em relação à expressão de HPRT e para a 

quantificação, o controle negativo foi utilizado como referência. 
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Figura 4.23. Silenciamento de TIA e componentes de PB em ADSCs. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: A. Western Blot após 24 horas de transfecção dos diferentes siRNAs e 24 horas de 
diferenciação adipogênica. B. Quantificação do nível de expressão das proteínas de interesse. Há uma 
diminuição significativa de TIAR, RCK e TTP. A quantificação foi realizada com auxílio do software 
ImageJ.  

Para os ensaios de IF foram utilizados siRNAs para TIAR e RCK que foram os 

alvos com diminuição proteica mais significativos. A avaliação do silenciamento para 

RCK foi realizado utilizando ADSCs transfectadas com siRNA para RCK e ADSCs 

transfectadas com o siRNA para o controle negativo. Foi verificado por IF os grânulos 

citoplasmáticos utilizando anti-RCK e anti-TIA1/R, a fim de observar se o 

silenciamento de RCK poderia afetar os grânulos de TIA1/R. Neste experimento não 

foi realizada a contagem de grânulos por célula e não foram avaliadas quantas células 

possuíam grânulos. As imagens revelam que há uma aparente diminuição de PB após 

24 horas de silenciamento e diferenciação celular quando comparado com o controle 

negativo (figura 4.24 A e B) e que o siRNA para RCK parece não afetar os grânulos 

de TIA1/R (Figura 4.24 C).  
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Figura 4.24. Silenciamento de RCK em ADSCs. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: As células foram transfectadas com oligos de siRNA e concomitantemente foi realizada a 
indução a diferenciação adipogênica. Os ensaios de IF foram realizados após 24 horas da transfecção. 
A. ADSCs transfectadas com siRNA controle negativo e IF para RCK. B. ADSCs transfectadas com 
siRNA para RCK e IF para RCK, com nítida observação da diminuição na quantidade de PB. C. ADSCs 
transfectadas com siRNA para RCK e IF para TIA1/R. A desmontagem dos PB não afeta os grânulos 
de TIA1/R. Barra=50 µm 

 Assim como no ensaio siRNA para RCK também foi realizado o silenciamento 

com siRNA para TIAR e IF utilizando anti-RCK e anti-TIA1/R. A fim de verificar se o 

silenciamento de TIAR poderia afetar os PB. O siRNA de TIAR não afetou os grânulos 

de RCK (figura 4.25 A). Apesar de não ter sido quantificado, o silenciamento de TIAR 

parece diminuir a quantidade global grânulos de TIA1/R quando comparado com o 

controle negativo, mas alguns grânulos permanecem remanescentes após o 

silenciamento (figura 4.25 B e C). 
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Figura 4.25. Silenciamento de TIAR em ADSCs. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: As células foram transfectadas com oligos de siRNA e concomitantemente foi realizada a 
indução a diferenciação adipogênica. Os ensaios de IF foram realizados após 24 horas da transfecção 
A. ADSCs transfectadas com siRNA para TIAR e IF para RCK. O silenciamento de TIAR não afeta a 
constituição dos grânulos de RCK. B. ADSCs transfectadas com siRNA controle negativo e IF para 
TIA1/R. C. ADSCs transfectadas com siRNA para TIAR e IF para TIA1/R. O silenciamento de TIAR 
parece afetar globalmente os grânulos de TIA1/R apesar desses grânulos não desaparecerem por 
completo. Barra=50 µm 

4.13.2 O silenciamento de componentes de PB e de GE aumenta o acúmulo de 
lipídios em ADSC durante a diferenciação adipogênica 

Uma vez verificada a eficiência dos siRNAs em desmontar os grânulos foi 

questionado qual seria o efeito do silenciamento desses componentes na 

diferenciação. Para isso, ADSCs-Lipo foram transfectadas com siRNA para RCK e 

TIAR, concomitantemente com a indução da diferenciação adipogênica por 7 dias. Foi 

possível observar que houve um aumento de lipídios nas células silenciadas após 7 

dias de diferenciação (figura 4.26 A-D) e que esse aumento está relacionado a um 

maior acumulo de lipídios nas células que entram em diferenciação, já que a 

quantidade de células diferenciadas é o mesmo (figura 4.26 E).  
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Figura 4.26. Silenciamento de TIAR e RCK em ADSCs e diferenciação adipogênica. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: As ADSCs foram transfectadas com os siRNAs para TIAR e RCK, seguido de diferenciação 
adipogênica por 7 dias. A. Diferenciação adipogênica sem a utilização de siRNAs. B. Diferenciação 
adipogênica utilizando siRNA para o controle negativo. C. Diferenciação adipogênica e siRNA para 
TIAR. D. Diferenciação adipogênica e siRNA para RCK. E. Porcentagem de células que entraram em 
diferenciação. Foi considerado como célula diferenciada qualquer nível de acúmulo de lipídios. n=3. 

Barra = 400 µm. 

Em um segundo ensaio, em maior escala, foi realizada a indução adipogênica 

concomitantemente com o silenciamento dos demais mRNA alvos com os siRNAs 

selecionados (TIA1, TIAR, TIA1/R, RCK, DCP2, TTP e controle negativo). As células 

foram mantidas em cultura por 4, 7 e 12 dias e, após este período, as células foram 

marcadas com AdipoRed e a quantificação foi realizada por RFU (Relative 

Fluorescence Unit). Observamos que houve um aumento consistente na diferenciação 

nos primeiros quatro dias com os siRNAs para TIAR, RCK e TTP (figura 4.27 A) que 

se estendeu até o décimo segundo dia de diferenciação. Quando compilados os dados 

de todos os doadores, a diferença chega a 200% para os silenciamentos de TIAR e 

RCK, em relação ao controle negativo (figura 4.27 B).  
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Figura 4.27. Grânulos de TIA e PB estão envolvidos na diferenciação adipogênica.  
Fonte: Do autor. 
Legenda: A. ADSC-Lipo foram induzidas à diferenciação adipogênica que foi realizada juntamente com 
siRNAs para os diferentes mRNA alvos e mantidas em cultura por 4, 7 e 12 dias. A. Silenciamentos 
para TIAR, RCK e TTP consistentemente aumentaram a diferenciação adipogênica em todos os 
doadores. B. Dados de todos os doadores compilados. Há um aumento de até 200% na diferenciação 
após 12 dias de diferenciação para TIAR e RCK.*p=0.01, **p<0,0001 

 

 Nossos resultados indicam que os grânulos de TIA e os PB estão envolvidos 

no processo de diferenciação de ADSCs e que, quando esses grânulos não estão 

presentes nas células, há um aumento de até 200% na diferenciação. A partir disso 

foi questionado se somente a desmontagem dos grânulos seria suficiente para que as 

células entrassem em diferenciação per se. 

4.13.3 Somente a desmontagem dos grânulos não é suficiente para induzir a 
diferenciação adipogênica em ADSC 

 Para responder se somente o silenciamento e a desmontagem dos grânulos 

seria capaz de induzir as células à diferenciação foi realizado o silenciamento dos 

mesmos alvos utilizando siRNAs e as células foram mantidas com meio de cultura 

sem a adição de meio de diferenciação. Como controles formam utilizados: ADSCs 

sem diferenciação e sem siRNA (Sem Dif.), ADSCs induzidas a diferenciação e sem 



 

90 
 

siRNAs (Ctl Dif.) e ADSCs sem indução a diferenciação e transfecção com controle 

negativo de siRNA (Ctl. Neg.). As ADSCs foram mantidas em cultura por 12 dias e a 

diferenciação foi mensurada por RFU. Observamos que somente a desmontagem dos 

grânulos não foi suficiente para que essas células entrassem em diferenciação (figura 

4.28). 

 

Figura 4.28. A desmontagem de grânulos citoplasmáticos não é suficiente para induzir a 
diferenciação adipogênica sem adição dos fatores de diferenciação. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: Somente o silenciamento de componentes de PB e de grânulos de TIA não foi suficiente 
para induzir ADSCs à diferenciação adipogênica, sem que houvesse adição de meio de cultura 
contendo os fatores de indução adipogênica. 

 

4.13.4 O silenciamento em pré-adipócitos não é capaz de induzir as células à 
diferenciação adipogênica. 

 Buckingham e colaboradores mostraram que grânulos de RCK estão presentes 

em células musculares pré-diferenciadas e esses grânulos estariam envolvidos no 

processo rápido de diferenciação dessas células em fibras musculares (CRIST; 

MONTARRAS; BUCKINGHAM, 2012). Também é sabido que durante as primeiras 

horas de diferenciação adipogênica a célula começa a se diferenciar em pré-adipócito 

para só então se diferenciar em adipócito (FINK; ZACHAR, 2011). Nossos resultados 

mostraram que após 24 horas de indução à diferenciação há um aumento significativo 

de PB e de grânulos de TIA1/R. Foi questionado se o papel dos grânulos estaria 

envolvido na diferenciação da célula pré-diferenciada. Para responder essa questão, 

pré-adipócitos foram transfectados com oligos de silenciamento para TIA1, TIAR, 

RCK, DCP2 e TTP e essas células foram mantidas em cultura sem indução a 

diferenciação por 21 dias. Como controle foram utilizados as células sem transfecção 
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e induzidas a diferenciação as células transfectadas com oligos de siRNA de controle 

negativo sem indução a diferenciação. As células foram coradas com AdipoRed e 

analises foram realizadas em microscopia de fluorescência. Foi observado que o 

silenciamento desses grânulos não foi suficiente para induzir essas células a 

diferenciação (figura 30). Indicando que o estimulo de diferenciação é necessário para 

que a diferenciação ocorra tanto nas ADSCs como em células pré-diferenciadas e que 

a desmontagem dos grânulos não é o suficiente per se para induzir essas células a 

entrarem em diferenciação.  

 

Figura 4.29. O silenciamento em pré-adipócitos não foi suficiente para induzir as células à 
diferenciação adipogênica. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: Foi realizado RANi de componentes de PB e TIA e as células foram mantidas em cultura por 
21 dias sem a adição de meio de diferenciação. Somente o silenciamento de não foi suficiente para 
induzir pré-adipócitos à diferenciação adipogênica, sem que houvesse adição de meio de cultura indutor 
de diferenciação. A seta indica uma célula diferenciada e corada com AdipoRed. N=3. Barra=400 µm. 
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5. DISCUSSÃO 

 O RNA mensageiro tem a função primordial de carregar a informação das 

ações que a célula vai exercer. Desde que o mRNA começa a ser transcrito no núcleo 

até se associar à maquinaria de tradução e, de fato, ser traduzido, há um longo 

caminho. O mRNA “maduro” está sujeito a diversos níveis de regulação como a 

exportação do núcleo para o citoplasma, transporte para locais específicos da célula, 

estocagem, tradução e degradação. Esses processos são controlados por conjuntos 

de proteínas específicas de regulação do mRNA que, associados a este, formam as 

messenger ribonucleoprotein particles (mRNPs)  (MITCHELL; PARKER, 2014). Os 

mRNPs são um conjunto de proteínas ligadas ao mRNA que formam complexos que 

vão determinar o destino desse mRNA. Por sua vez, mRNPs estão agregados em 

estruturas mais complexas, os grânulos de mRNA. Dois desses complexos 

amplamente estudados são os Processing bodies (PB) e os grânulos de estresse (GE)  

(DECKER; PARKER, 2012).  

Os PB são ausentes ou escassos em ADSCs indiferenciadas e GE são distintos 

a células diferenciadas. 

 A quantidade de PB em uma célula diferenciada é variada, mas é consenso 

que a expressão desses grânulos é constitutiva e presente, se não em todas, mas na 

grande maioria das células. Nossos resultados mostraram que ADSCs possuem baixa 

quantidade de PB por célula (1.968 ± 0.2011) e mais de 10% das células não possuem 

PB. Uma das funções de um PB é a degradação do mRNA que é dependente de 

diversas proteínas envolvidas na desestabilização do mRNA como a desadenilação 

(CHEN; SHYU, 2013), seguido do decapeamento pela DCP2 e degradação pela 

ribonuclease XRN1 no sentido 5´ para o 3´  (CHEN; SHYU, 2013). Além disso, os PB 

estão em constante “comunicação e intercâmbio” com os polissomos (BRENGUES; 

TEIXEIRA; PARKER, 2005) e a montagem da maioria dos grânulos depende dos 

mRNAs que deixam a maquinaria de tradução (BUCHAN; YOON; PARKER, 2011). 

Ensaios de incorporação de aminoácidos radioativos e de perfil polissomal, mostraram 

que ADSCs possuem baixa taxa de transcrição, quando comparado com outras 

células de mamíferos diferenciadas nas mesmas condições de cultura 

(SPANGENBERG et al., 2013). Dessa forma, pode se pensar que, como 

consequência de baixa tradução, poucos mRNAs provenientes de polissomos acabam 

ficando “disponíveis” e livres de ribossomos, o que poderia levar a uma baixa 

quantidade de PB.  
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Outra explicação plausível para o baixo número de PB em ADSCs é que os 

mRNAs são constantemente reciclados por outra maquinaria de degradação que não 

os PB. Apesar da maquinaria de miRNAs fazer parte dos PB essas proteínas têm 

atividade nucleolítica independente de estarem ou não nesses grânulos. O complexo 

RISC da maquinaria de miRNA é formado por diversas proteínas, entre elas as 

proteínas Argonautas (Ago). Em eucariotos, são encontradas quatro proteínas 

Argonautas diferentes e Ago2 é a única com atividade nucleolítica. O mRNA alvo ao 

ter total complementariedade com o miRNA é clivado e degradado (VALENCIA-

SANCHEZ, 2006). Os exossomos de degradação são outros sítios de degradação do 

RNA e são formados por um complexo de várias exonucleases que degradam o 

mRNA no sentido 3` para 5´, diferente da XRN1 encontrada em PB. Esses exossomos 

também são formados por RNAs helicases e estão presentes tanto no núcleo como 

no citoplasma, e participam da degradação não só de mRNAs, mas também de RNA 

ribossomal, non-coding RNAs e small nuclear RNAs (TOURRIÈRE; CHEBLI; TAZI, 

2002).  

Em relação aos grânulos de estresse, observamos dois fenômenos distintos. 

As ADSCs-Bariátricas, quando induzidas a estresse oxidativo, tiveram seus grânulos 

de TIA1/R desmontados e quase não houve a formação de grânulos de estresse. Já 

em ADSCs-Lipo houve a formação de grânulos de estresse, mas a composição 

desses grânulos é distinta das células diferenciadas, já que não possuem eIF4E.  

 Como mencionado anteriormente, o perfil polissomal das ADSCs-Bariátricas 

indica que estas células têm baixa atividade traducional (SPANGENBERG et al., 

2013). Dessa forma, poucos mRNAs estariam disponíveis para se associarem a 

grânulos de estresse. A análise do perfil polissomal de ADSCs-Lipo realizado em 

nosso laboratório (Origa, C. comunicação pessoal) identificou que essas células 

também possuem baixo nível de tradução, com polissomos de picos relativamente 

baixos em relação a células diferenciadas. Entretanto, se comparamos os perfis 

polissomais das ADSCs das duas fontes, as ADSCs-Lipo mostraram uma atividade 

de tradução maior, provavelmente como mais mRNA engajados na tradução e, assim, 

mais mRNAs disponíveis para formar grânulos quando as células são submetidas ao 

estresse oxidativo.  

Já o fato de ADSC-Lipo praticamente não possuírem eIF4E pode ser pelo 

estágio de formação do GE. A eIF4E é uma proteína que se liga ao cap e faz parte do 
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complexo eIF4F para formar o complexo de início da tradução (JACKSON; HELLEN; 

PESTOVA, 2010). Uma possibilidade é que o tipo de estresse causado possa formar 

GE com composição distinta em ADSCs-Lipo. De fato, isso é possível em 

Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, pois o estresse induzido por choque-térmico 

leva à formação de GE contendo eIF3 (GROUSL et al., 2009), já células submetidas 

a  estresse nutricional, formam GE que não contêm eIF3 (BUCHAN; MUHLRAD; 

PARKER, 2008). 

ADSCs possuem grânulos citoplasmáticos compostos por proteínas de GE em 

células indiferenciadas e não submetidas a estresse 

Em nossos resultados constatamos que em ADSCs indiferenciadas e não 

estressadas há grânulos citoplasmáticos contendo as proteínas FXR1, RPS6 e 

TIA1/R.  

Além dos PB e GE, cuja função em células eucarióticas especializadas é 

vastamente conhecida (KEDERSHA; ANDERSON, 2007), outros grânulos de mRNA 

citoplasmáticos que compartilham componentes de PB e GE, importantes na biologia 

de células específicas, têm sido descritos e também estão envolvidos no 

processamento do mRNA. Os neuronal granules (NG) são grânulos citoplasmáticos 

encontrados em células neuronais responsáveis pelo transporte de mRNAs para 

locais específicos nos dendritos. Fazem parte da sua composição as proteínas 

Staufen, RCK, Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP), proteínas ribossomais 

entre outras. Os NG carecem de eIF4E e eIF4G e não há tradução nesses grânulos, 

mas em resposta à atividade sináptica, os mRNAs contidos nesses grânulos são 

traduzidos (KIEBLER; BASSELL, 2006). Em C. elegans, o transporte de mRNAs em 

células neuronais também ocorre por grânulos citoplasmáticos semelhantes à PB e 

possuem em sua composição DCP1, FMRP, eIF4E entre outros (BARBEE et al., 

2006). Outro tipo de grânulos, os germ granules, são grânulos citoplasmáticos de 

células germinativas e podem ser encontrados em diversos organismos como C. 

elegans, Drosophila, Xenopus, zebrafish, ratos e camundongos. Eles estão presentes 

durante o desenvolvimento de células germinativas e, em alguns casos, podem ser 

observados até a etapa de fecundação. Fazem parte da sua composição as proteínas 

decapeadoras, PABP, TIA1 entre outras (VORONINA et al., 2011).  Assim, neste 

trabalho, temos descrito mais um tipo de grânulos específicos de, pelo menos, células-

tronco estromais com alguns componentes compartilhados com GE. Ensaios de 
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proteômica, atualmente em andamento, determinarão se existem proteínas 

específicas presentes nestes grânulos. 

Apesar de não termos verificado a colocalização dos grânulos citoplasmáticos 

contendo as proteínas FXR1, RPS6 e TIA1/R em ADSCs, vale ressaltar que, a 

distribuição em número entre eles é muito semelhante e já foi verificada, em 

eucariotos, a interação dessas proteínas, principalmente entre FXR1 e proteínas 

ribossomais (KHANDJIAN et al., 1996).  

A proteína FXR1 está associada a grânulos de estresse e, consequentemente, 

com mRNAs não traduzidos (MAZROUI et al., 2002) e alterna entre polissomos e GE 

em células neuronais, durante o estresse oxidativo (KIM; DONG; WEILER, 2006). 

Elementos ricos em AU (ARE) são sítios de regulação pós-transcricional localizados 

na região 3´ UTR. Vasudevan e Staitz (2007) mostraram que FXR1 em associação 

com Ago2, proteína da maquinaria de miRNA, estão envolvidos na ativação da 

transcrição de mRNAs que exclusivamente contêm AREs. Essa ativação ocorre 

durante a transição de células quiescentes para um estado proliferativo 

(VASUDEVAN; STEITZ, 2007). Esses dados indicam que FXR1 associada a proteínas 

ribossomais podem estar envolvidas tanto na repressão, como na ativação da 

tradução. Vale a pena ressaltar que, células-tronco mesenquimais, in vitro, são 

estimuladas a proliferar com a utilização de soro fetal bovino, enquanto que, in vivo, 

essas células estão em um estado quiescente  (AUGELLO; KURTH; DE BARI, 2010). 

A presença dos grânulos contendo FXR1 e/ou RPS6 e/ou TIA1/R em ADSCs pode 

estar relacionada tanto com a tradução durante a ativação celular, como na repressão 

traducional. Foi realizada em nosso laboratório a tentativa de identificação desses 

grânulos in situ, mas a condição e textura do tecido adiposo impossibilitaram qualquer 

análise de imunofluorescência ou imunohistoquímica.  

Sem dúvida, é indispensável a análise de colocalização entre essas proteínas 

para tentar identificar se, por acaso, trata-se de um mesmo grânulo ou de grânulos 

independentes, assim como verificar se há tradução nesses sítios. De qualquer modo, 

a identificação de grânulos em ADSCs é inédita e importante, uma vez que a 

comunidade científica tem bastante interesse na utilização destas células em terapia 

celular e pouco se sabe da sua biologia básica e, menos ainda, dos processos pós-

transcricionais de manutenção e diferenciação dessas células.  
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Em ADSCs derivadas de cirurgia bariátrica e lipoaspiração e em células-tronco 

mesenquimais derivadas de medula óssea identificamos a presença de grânulos de 

TIA1/R e esses grânulos contêm mRNA e não colocalizam, significativamente, com 

RCK. 

Curiosamente, somente o anticorpo contra as proteínas TIA1/R reconhece 

grânulos citoplasmáticos em ADSCs. Embora tenhamos mostrado que o anticorpo 

TIA1/R reconhece a proteína TIA1 recombinante, tanto por imunofluorescência como 

por WB, procuramos entender por que somente esse anticorpo reconhece os grânulos 

citoplasmáticos.  

Na célula existem duas proteínas TIAs: a TIA1 e TIAR e, cada uma delas, 

possui duas isoformas distintas e todas possuem peso molecular muito semelhante 

(aproximadamente 43 kDa), o que impossibilita diferenciar claramente essas proteínas 

por WB. Neste trabalho, utilizamos três anticorpos distintos para a proteína TIA: anti-

TIA1/R, anti-TIAR e anti-TIA1. O anti-TIA1/R é um anticorpo policlonal da Santa Cruz 

Biotechnology, produzido em coelho e que reconhece a porção N-terminal da proteína, 

mais especificamente entre os aminoácidos 70 e 140 e tem afinidade por ambas as 

proteínas TIA. Já o anti-TIAR é produzido pela Cell Signaling, é monoclonal também 

gerado em coelho e tem afinidade pela porção C-terminal da proteína TIAR. O anti-

TIA1, produzido pela Santa Cruz Biotechnology, é policlonal gerado em cabra e 

reconhece a porção carboxi-terminal da proteína TIA1. Não se sabe exatamente qual 

a região ou qual isoforma da proteína que foi utilizada para a produção do anti-TIA1 e 

anti-TIAR já que essas informações não são fornecidas pelo fabricante. Uma primeira 

justificativa pode ser justamente a diferença de regiões da proteína que os anticorpos 

reconhecem. A estrutura tridimensional dos grânulos de TIA1/R pode manter a porção 

C-terminal inacessível ao anticorpo, tornando impossível sua visualização com anti-

TIA1 e anti-TIAR. Outra possibilidade é que esses grânulos podem ser formados por 

alguma isoforma específica da proteína TIA. Ao realizarmos o alinhamento da 

sequência de aminoácidos e compararmos a sequência das proteínas TIA (realizado 

no ProteinBlast - NCBI) podemos verificar que a maior diferença entre as proteínas e 

isoformas está justamente na porção N-terminal, região que é reconhecida pelo 

anticorpo anti-TIA1/R.  

Ainda, os grânulos de TIA1/R em ADSCs podem ser constituídos por isoformas 

ainda não descritas da proteína TIA, devido ao processamento pós-transcricional ou 
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pós-traducional. Isso também poderia justificar o fato desse anticorpo reconhecer 

bandas de distintos tamanhos nos ensaios de WB. De fato, a proteína TIA pode sofrer 

processamento pós-traducional, como já demonstrado em células T, onde a proteína 

TIA pode ser clivada em um fragmento de 15 kDa e que esse fragmento se encontra 

em associação a grânulos citoplasmáticos de células não estressadas (ANDERSON; 

NAGLER-ANDERSON, 1990). Procuramos anticorpos alternativos comerciais que 

reconheçam a porção C-terminal da proteína TIA, mas não há nenhum disponível. 

Mais estudos se fazem necessários para determinar exatamente o porquê somente 

de esse anticorpo reconhecer esses grânulos citoplasmáticos. 

Nossos dados mostraram também que os grânulos de TIA1/R estão associados 

à mRNAs não traduzidos. Esses grânulos são dependentes de mRNA, uma vez que 

o tratamento com RNAse desmontou essas estruturas. Além disso, vimos que alguns 

grânulos de TIA1/R colocalizam com CD63. A CD63 é uma proteína de membrana e 

pode ser encontrada em exossomo de exportação extracelular (STOORVOGEL et al., 

2002). Esses exossomos, apesar de possuírem o mesmo nome, são diferentes 

daqueles de degradação de RNA mencionados anteriormente. Os exossomos são 

vesículas com diâmetro entre 30 e 100 nm formadas a partir do compartimento 

endossomal da célula e são secretados, se não por todas, mas de quase todos os 

tipos celulares. São enriquecidos com diversas proteínas, mRNAs, miRNAs e lipídios 

e sua composição é muito variada dependendo do tipo celular e o estado em que a 

célula se encontra (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013). Recentemente, diversos 

trabalhos têm mostrado o papel dos exossomos em células-tronco na comunicação 

célula-célula  (TETTA et al., 2013). Um trabalho interessante mostrou que células-

tronco mesenquimais em condições de estresse secretam vesículas que contêm 

mRNA associados à proteína TIA1, juntamente com mRNAs e miRNAs (COLLINO et 

al., 2010). A proteína CD63 também está associada ao processo de autofagia e 

lisossomos  (BAMPTON et al., 2005) e, Buchan e colaboradores (2013) mostraram 

que os grânulos de estresse são reciclados e enviados para degradação por autofagia  

(BUCHAN et al., 2013).  

Nossos dados, juntamente com os dados discutidos acima, sugerem que os 

grânulos de TIA1/R em ADSCs indiferenciadas possam ter uma ou mais das funções 

listadas a seguir: 1) Os grânulos de TIA1/R podem atuar como um grânulo de 

estocagem de mRNAs não traduzidos. Alguns desses mRNAs podem estar 

associados à diferenciação das células-troco, uma vez que é possível encontrar 
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mRNAs responsáveis pela diferenciação em grânulos citoplasmáticos (CRIST; 

MONTARRAS; BUCKINGHAM, 2012). Ainda, dados preliminares de ribonômica por 

imunoprecipitação de TIA1/R, obtidos em nosso laboratório, mostraram RNAs 

ribossomais e RNAs de diferenciação associados à proteína TIA1/R. Esse resultado 

preliminar também pode explicar o baixo nível de tradução observado em ADSCs; 2) 

Os grânulos de TIA1/R podem estar envolvidos na exportação de mRNAs para o meio 

extracelular por exossomos em vesículas CD63 positivas; 3) Os grânulos de TIA1/R 

podem funcionar como “agentes” responsáveis pela triagem de mRNAs para 

determinar quais transcritos devem ser estocados, degradados ou secretados.  

ADSC-Lipo vs ADSC-Bariátrica 

 Identificamos a presença de grânulos de TIA1/R em ADSC derivadas de 

cirurgia bariátrica e de lipoaspiração. A diferença na quantidade de grânulos entre 

essas células chega a ser de até 5 vezes. Acreditamos que essa diferença seja 

causada pela própria característica dessas células, já que são derivadas de pacientes 

em condições clínicas diferentes. As células derivadas de cirurgia bariátrica são 

provenientes de pacientes com obesidade mórbida. A obesidade está associada ao 

aumento significativo de macrófagos no estroma do tecido adiposo, em resposta ao 

estresse celular, devido ao acúmulo de gordura. Esse aumento de macrófagos leva a 

um processo inflamatório crônico causado pelo aumento de proteínas pró-

inflamatórias na corrente sanguínea. O quadro clínico também pode evoluir para 

diabetes por conta da resistência a insulina, além de falência de órgãos devido ao 

acúmulo de gordura nos tecidos (PATEL; BURAS; BALASUBRAMANYAM, 2013). Os 

pacientes de lipoaspiração não passam por esse acúmulo excessivo de gordura e, 

provavelmente, não possuem um processo inflamatório crônico.  

 Mesmo em números de grânulos diferentes entre esses dois tipos celulares, o 

fato é que, em ambas as células, os grânulos de TIA1/R praticamente desaparecem 

durante a diferenciação adipogênica. Também encontramos os grânulos de TIA1/R 

em células-tronco mesenquimais derivadas de medula óssea e, ainda, estão ausentes 

em fibroblastos, indicando que esses grânulos são específicos de células-tronco 

mesenquimais e células-tronco estromais, apontando, assim, para uma possível 

função na característica mais importante dessas células: atividade parácrina e 

diferenciação.  
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Os grânulos citoplasmáticos estão envolvidos na maturação de adipócito 

durante a diferenciação 

 O comportamento dos PB e dos grânulos de TIA1/R durante a diferenciação 

adipogênica apresentou uma dinâmica interessante, um pouco diferente entre os tipos 

celulares, mas que culminou em células diferenciadas com um padrão de grânulos 

semelhante à maioria das células adultas de mamíferos. Nossos resultados 

mostraram que, após 24 horas de indução da diferenciação, há um aumento 

significativo na quantidade de PB em ADSC. Após 12 dias de indução, a célula já 

apresenta fenótipo de adipócito e há uma redução na quantidade de PB em relação a 

24 horas de indução, mas há um aumento quando comparado com as células antes 

da indução. Além disso, os grânulos de TIA1/R diminuem gradativamente durante a 

diferenciação e praticamente desaparecem após 12 dias de indução. 

 A diferenciação adipogênica é um processo de múltiplos passos e diversos 

fatores já foram identificados como ativadores e repressores da adipogênese. Os 

fatores de transcrição C/EBP-β, C/EBP-δ, PPARγ e C/EBPα são descritos como os 

principais fatores responsáveis pela diferenciação adipogênica (CAO; UMEK; 

MCKNIGHT, 1991; TONTONOZ et al., 1994). Esses fatores ativam múltiplos genes 

relacionados à diferenciação em adipócitos e também genes que podem estar 

envolvidos na diferenciação de outras linhagens. A C/EBPα, por exemplo, está 

envolvida na diferenciação de adipócitos, de células dendríticas do sistema imune e 

de células CD34+(CAMMENGA et al., 2003; ROSEN et al., 2002; WELNER et al., 

2013). O fator PPARγ além de estar envolvido na diferenciação adipogênica, também 

foi descrito como participante na diferenciação de macrófagos (MOORE et al., 2001; 

ROSEN et al., 1999). O fato é que não são os fatores isolados que irão determinar o 

destino da diferenciação celular, e sim, o conjunto de diversos fatores.  

Além disso, a regulação pós-transcricional é um fator que não deve ser 

desconsiderado, uma vez que tem papel fundamental em determinar se o gene irá ou 

não ser traduzido em proteína. Neste âmbito, nosso laboratório, publicou 

recentemente um trabalho mostrando que há uma extensa regulação pós-

transcricional durante a diferenciação adipogênica. Foram isolados tanto os mRNAs 

totais, como aqueles que estão associados a polissomos de ADSCs-Bariátricas. Para 

determinar quais mRNAs estariam sendo regulados em nível pós-transcricional, os 

dados de sequenciamento de RNA da fração total foram comparados com a fração 
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polissomal. Foi verificado que quase 60% dos genes sofrem algum tipo de regulação 

pós-transcricional (SPANGENBERG et al., 2013). Analisando os dados apresentados 

nas tabelas do material suplementar deste trabalho, foi possível determinar, por 

exemplo, que o mRNA da proteína fatty acid binding protein 4 (FABP4), que é 

expressa exclusivamente em adipócitos, está presente na fração total de células não 

induzidas. Após três dias de indução adipogênica, o nível do transcrito de FABP4 é 

aumentado tanto na fração total, como na fração de mRNAs associados a polissomos 

(SPANGENBERG et al., 2013). Uma série de perguntas surgem destas observações: 

onde estão presentes esses mRNAs nas células não induzidas? Eles são rapidamente 

degradados? Estes são armazenados no citoplasma?  

Outra evidência do papel da regulação pós-transcricional na diferenciação 

celular foi publicado recentemente por outro grupo. Os pesquisadores descobriram 

grânulos citoplasmáticos que contêm RCK em células satélites de músculo 

esquelético. Nesses grânulos, o mRNA do gene Myf5, responsável pela diferenciação 

da célula em fibra muscular, está associado ao miRNA-31. Uma vez que a célula é 

ativada e a diferenciação engatilhada, o miRNA se desassocia do mRNA Myf5 que 

migra do grânulos de RCK para a maquinaria de tradução. Dessa forma, a célula 

rapidamente se diferencia em fibra muscular (CRIST; MONTARRAS; BUCKINGHAM, 

2012). 

 Em ensaios de silenciamento gênico por RNA de interferência (RNAi), 

observamos que a desmontagem dos grânulos de TIA1/R e dos PB levam a um 

aumento no acúmulo de adipócitos. Isso acontece já nos primeiros dias de 

diferenciação e esse acúmulo se estende até o décimo segundo dia. Esses dados 

sugerem que, pelo menos durante a diferenciação adipogênica, esses grânulos 

estejam participando na regulação pós-transcricional de genes envolvidos na 

maturação do adipócito. O fato que nenhum dos ensaios de RNAi aboliu 

completamente os grânulos da célula, deixa em aberto a possibilidade de que os 

grânulos remanescentes sejam suficientes para auxiliar o disparo e, assim, o efeito 

observado foi apenas na maturação da célula em diferenciação. 

 Com a finalidade de desmontar todos os grânulos citoplasmáticos, realizamos 

um ensaio utilizando a droga cicloheximida. A cicloheximida “sequestra” os 

ribossomos ao mRNA impedindo a formação de PB e grânulos de estresse, além de 

desmontar os grânulos pré-existentes (KEDERSHA; ANDERSON, 2009). As ADSCs 



 

101 
 

foram tratadas com a droga e, após o tratamento, foi verificado que os grânulos 

haviam desaparecido. Dessa forma, as células foram submetidas à diferenciação 

adipogênica. Observamos que há uma redução expressiva no acúmulo de lipídios nas 

células tratadas com cicloheximida. Esse efeito contrário ao observado nos ensaios 

com RNAi pode ser devido ao fato de que a droga não só tem efeito nos PB e GE, 

mas também bloqueia completamente a tradução (SCHNEIDER-POETSCH et al., 

2010). Esse efeito da droga pode impedir a tradução de mRNAs necessários para 

engatilhar a diferenciação, retardando o processo como um todo. Dessa forma, 

acreditamos que o efeito na diminuição da diferenciação adipogênica com 

cicloheximida tenha sido um efeito secundário da droga e não pela desmontagem dos 

grânulos. 

 Baseado nos experimentos realizados por Crist e colaboradores (2012) em 

células satélites, no qual mostram o papel de grânulos citoplasmáticos na 

diferenciação de células pré-diferenciadas, foi questionado se o papel dos grânulos 

citoplasmáticos não estaria relacionado ao processo de diferenciação de células pré-

diferenciadas. Durante a diferenciação adipogênica, as células primeiramente se 

diferenciam em pré-adipócitos para depois se diferenciarem em adipócitos (TANG; 

LANE, 2012). Dessa forma, realizamos o silenciamento de componentes de PB e de 

TIA1/R em pré-adipócitos, a fim de verificar se o silenciamento seria suficiente para 

induzir as células à diferenciação adipogênica, sem a utilização de meio de indução. 

As células foram mantidas em cultura por 21 dias após o silenciamento, sem a adição 

de meio de diferenciação e verificamos que o RNAi de componentes de PB e de TIA 

não foi suficiente para induzir as células pré-diferenciadas a entrarem em  

diferenciação, uma vez que não ouve mudança fenotípica dessas células. Apesar do 

silenciamento não ter surtido efeito na diferenciação, não podemos excluir o papel dos 

grânulos da diferenciação de pré-adipócitos, já que alguns pontos devem ser 

levantados. Primeiramente, já que não verificamos nestas células, se os grânulos são 

desmontados com o silenciamento e nem qual a distribuição desses grânulos durante 

a diferenciação. Outro fato a considerar é a presença de insulina no meio de 

diferenciação. A insulina é o agente responsável pela indução de acúmulo de 

triglicerídeos na célula para formar o adipócito (ZHANG et al., 2009) e, in vitro, são 

excluídos todos os fatores externos encontrados in vivo. Talvez a combinação de 

silenciamento com fatores de indução específicos possam levar as células à 

diferenciação.  
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A seguir, será sugerido um possível modelo que tenta conciliar os dados que já 

foram discutidos e o conjunto de resultados obtidos neste trabalho. Este modelo serve, 

ao mesmo tempo, como nova hipótese de trabalho e deixa implícito as perspectivas 

deste trabalho que caracteriza, pela primeira vez, grânulos de mRNA citoplásmicos 

em células-tronco estromais. 

Modelo do papel dos grânulos citoplásmicos em células-tronco estromais: 

Durante a manutenção do estado indiferenciado de ADSCs as células estão 

constantemente transcrevendo mRNAs responsáveis pela diferenciação em diversas 

linhagens, e também mRNAs ribossomais. Esses mRNAs são estocados em grânulos 

de TIA1/R. Os grânulos, além da função de estocagem  de transcritos responsáveis 

pela diferenciação, regulam os níveis de proteínas ribossomais e, deste modo, de 

ribossomos das ADSCs. Por outro lado, os grânulos também têm função de carregar 

informações de manutenção do estado indiferenciado para células vizinhas, por meio 

de exossomos. Uma vez que o estímulo para diferenciação é recebido pela célula, os 

mRNAs ribossomais contidos nos grânulos de TIA1/R são rapidamente traduzidos e, 

assim, disponibilizando grande quantidade de ribossomos para atuarem na tradução. 

Além disso, os mRNAs responsáveis pela diferenciação correspondente ao estímulo 

recebido, deixam os grânulos de TIA1/R e são associados aos ribossomos para 

tradução. Os mRNAs responsáveis pela diferenciação de linhagem diferente daquela 

do estímulo recebido são enviados a PB para rápida degradação. Esse processo se 

mantém até a célula assumir características de célula diferenciada e, gradativamente, 

os grânulos de TIA1/R desaparecem na célula e a quantidade de PB torna-se basal, 

o que corresponde com o observado em células diferenciadas. 
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Figura 5.1. Modelo do papel dos grânulos citoplásmicos em células-tronco estromais. 
Fonte: Do autor. 
Legenda: ADSCs indiferenciadas acumulam mRNAs de ribossomos e de diferenciação em grânulos 
de TIA1/R. Os grânulos de TIA1/R podem ir para exossomos e serem secretados para o meio 
extracelular ou interagirem com PB e maquinaria de tradução. Durante a diferenciação há um aumento 
de PB e os mRNAs responsáveis pela diferenciação são traduzidos, assim como os mRNAs de 
ribossomos.Os mRNAs responsáveis pela diferenciação em outras linhagens são degradados em PB.  



 

104 
 

6. CONCLUSÕES 

1. Células-tronco multipotente derivadas de tecido adiposo e de medula óssea 

possuem grânulos citoplasmáticos contendo a proteína TIA1/R em sua 

composição em células em condições padrão de cultura; 

2. ADSCs-Lipo possuem, além dos grânulos de TIA1/R, grânulos contendo as 

proteínas RPS6 e FXR1; 

3. Grânulos de TIA1/R em ADSCs-Bariátrica são maiores e 5 vezes mais 

abundantes em comparação com ADSC-Lipo; 

4. ADSCs possuem baixa quantidade de Processing bodies em células em 

condições padrão de cultura sendo até ausente em algumas células; 

5. Os grânulos de TIA1/R em ADSCs-Bariátrica induzidas a estresse celular são 

desmontados e apenas alguns grânulos de estresse são formados; 

6. ADSCs-Lipo induzidas a estresse formam grânulos de estresse com 

composição distinta às células diferenciadas; 

7. Há um aumento na quantidade de Processing bodies e grânulos de TIA1/R 

após 24 horas de indução adipogênica; 

8. Após 12 dias de diferenciação adipogênica ADSCs apresentam quantidade 

de Processing bodies semelhantes a células diferenciadas e os grânulos de 

TIA1/R praticamente desaparecem; 

9. Desmontagem dos grânulos com cicloheximida seguido de diferenciação 

adipogênica diminui significativamente o potencial de diferenciação de 

ADSCs; 

10. Desmontagem dos PB por RNA de interferência e silenciamento gênico de 

TIAR levam ADSCs a um maior acumulo de lipídios durante diferenciação 

adipogênica; 

11. Os PB e grânulos de TIA1/R estão envolvidos na diferenciação de ADSCs, 

mas não são essenciais para manutenção das células indiferenciadas. 

12. Silenciamento gênico de componentes de PB e de TIA não são suficientes 

para induzir células de pré-adipócitos a entrarem em diferenciação. 
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