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RESUMO

Schweich, L.C. Efeitos do &cido all-trans-retindico na proliferacdo, diferenciacgao,
inducéo de apoptose e expressdo génica em células tronco mesenquimais humanas.
[Dissertacdo de Mestrado]. Campo Grande: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul;
2017.

O acido all-trans-retindico (ATRA), é conhecido com uma das formas mais ativas da
vitamina A, que participa da regulacao da proliferacdo, diferenciacdo e apoptose de diversos
tipos celulares. Este metabdlito possui influéncia direta sobre a biologia dos adipdcitos,
atuando no processo de emagrecimento por meio da reducdo dos processos de
adipogénese e lipogénese. O propésito desta pesquisa foi avaliar o efeito do ATRA na
diferenciacao in vitro das células-tronco mesenquimais (CTM) humanas em adipdcitos bem
como a inducdo de apoptose ao longo desse processo. Para essa avaliagdo, as células
foram submetidas a tratamento com ATRA, nas concentragdes de 0,5, 5, 50 e 100uM, por
24, 48 e 72 horas. Depois a ICsy (20.75 pM) foi estabelecida e usada para tratamentos de 7
dias sendo as culturas de CTM, CTM induzida a diferenciacao por 7 dias e CTM induzida a
diferenciacdo por 14 dias. Para os ensaios de citometria de fluxo e de expressao génica foi
utilizada a ICsq em tratamentos de 12h. Verificou-se que as concentracbes de 20.75, 50 e
100uM causam reducéo significativa da viabilidade celular, tanto em CTM como em células
induzidas a diferenciacdo adipogénica o que sugere efeito citostatico/citotoxico. Quando
avaliado o ciclo celular observou-se que o0 ATRA aumentou a frequéncia de células em Sub-
Glem 4,02x e reduziu a frequéncia de células em G1 em 2,54x. Observou-se ainda que a
perda da integridade da membrana aumentou em 4,66x nas culturas tratadas com a ATRA.
J4a os eventos de apoptose aumentaram 33,56x. O ensaio de expressdo génica sugere que
o tratamento com ATRA leva a permeabilizagdo da membrana mitocondrial e consequente
liberacdo de moléculas pré-apoptéticas BAK e BAX (aumento da expressédo de 5,5 e 5,4,
respectivamente), e aumento da expressao de CASP3 (8,8x). Estes eventos podem ativar a
expressao de Bcl-2 (aumento de 4,1x), GADD45 (aumento 3,14x) e PPAR- y (aumento de
16x) bem como reduzir a expressdo de P53 (-1,38x). Sugere-se ainda que esses eventos
sdo mediados pelo aumento da expressdo do RARa (3,8x). Diante do exposto infere-se que
o ATRA pode ser uma boa estratégia para o desenvolvimento de terapias para o controle da
obesidade visto que ele interfere na diferenciacdo e morte celular de CTM, pré-adipdcitos e

adipdcitos.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, vitamina A, ATRA, diferenciacdo

celular.



ABSTRACT

Schweich, L.C. Effects of all-trans-retinoic acid on proliferation, differentiation,
induction of apoptosis and gene expression in human mesenchymal stem cells.

[Dissertation]. Campo Grande: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul; 2017.

All trans-retinoic acid (ATRA) is the most active form of vitamin A that participates
in the regulation of proliferation, differentiation and apoptosis of several cell types, but
principally in adipocytes, causing weight loss through the reduction of the processes of
adipogenesis and lipogenesis. The objective of this study was to evaluate the effect of ATRA
during in vitro differentiation of adipose-derived stem cells (ADSCs) in adipocytes as well as
the induction of apoptosis throughout this process. For this evaluation, the cells were
submitted to treatment with ATRA, at concentrations of 0.5, 5, 50 and 100 uM, for 24, 48 and
72 hours. Then the ICsq (20.75 uM) was established and used for 7 days in treatments with
ADSCs, ADSCs induced to differentiation for 7 days and 14 days. For flow cytometry and
gene expression assay the ICsq was used in 12h treatments. In flow cytometry and gene
expression assays the cells were treated at a concentration of 20.75 uM for 12h. When
evaluated the cell cycle it was observed that ATRA increased the frequency of cells in Sub-
G1 at 4.02x and decreased the frequency of cells in G1 in 2.54x. It was also observed that
loss of membrane integrity increased 4.66x and in apoptosis increased 33,56x, in ATRA
treated cultures. The gene expression assay suggests that the treatment with ATRA leads to
the permeabilization of the mitochondrial membrane and consequent release of prokoptotic
BAK and BAX molecules (increased expression of 5.5 and 5.4x, respectively), and increased
expression of CASP3 (8.8x). These events may activate expression of Bcl-2 (4.1x increase),
GADD45 (increase 3.14x) and PPAR- y (16x increase) as well as reduce p53 (-1.38x)
expression. It is further suggested that these events are mediated by increased RARa
expression (3.8x). Considering the results, it is inferred that ATRA may be a good strategy
for the development of therapies to control obesity, since it interferes not only in ADSCs

differentiation but also in apoptosis of ADSCs, preadipocytes and adipocytes.

KEY WORDS: mesenchymal stem cells, vitamin A, ATRA, cell differentiation.
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Introducéo

Nos dias atuais, a industrializacdo dos alimentos trouxe o0 aumento da ingestao
excessiva de calorias com ma qualidade de micronutrientes. Com a urbanizacéo e a
modernizacdo da sociedade houve um aumento do uso de transportes
automatizados e diminuicdo da atividade fisica diaria (FARIAS et al., 2009), essas
modificacbes no comportamento da populacdo tem contribuido para o
desenvolvimento da obesidade (MONTEIRO; MONDINI; COSTA, 2000).

Esta enfermidade ocorre pelo aumento de adipdcitos no corpo, por uma
renovacao constante e intensa destas células, sendo o aumento de peso resultante
da hiperplasia ou hipertrofia destas células. O fato de que os adipécitos provém de
células-tronco mesenquimais multipotentes, residentes no estroma do tecido adiposo
(SPALDING et al., 2008), nos da a possibilidade de averiguarmos desde o inicio de
seu desenvolvimento, fato este ainda néo relatado na literatura.

A prevencdo e o diagnostico precoce da obesidade sdo importantes para a
promocao da saude, melhora da qualidade de vida, reducdo da morbimortalidade da
populacdo e como consequéncia, reducdo dos altos gastos que esta enfermidade
tem trazido para o SUS para o tratamento das complicacdes decorrentes da mesma
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Frente ao exposto é de suma importancia lancar médo de novos conhecimentos
gue possam ser mais efetivos em especial para sua prevencdo. Esse estudo pode
ser fonte de uma nova terapia inovadora para o tratamento/prevencao da obesidade,
baseada na terapia com vitamina A. Podendo apresentar importante impacto nessa
guestdo de saude publica. Assim, € vislumbrado pelos pesquisadores a
possibilidade de melhoria da qualidade de vida de pacientes que sdo acometidos

pela obesidade, através da prevencéo de seu desenvolvimento.
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2. Revisao de literatura

2.1. Vitamina A: seus derivados e sua importancia

No ano de 1913, a vitamina A, mais conhecida como retinol, foi a primeira
vitamina lipossolivel reconhecida. E constituida por 20 carbonos em sua estrutura
(IOM, 2001). Seus derivados naturais ndo sao sintetizados pelo organismo e
necessitam serem ingeridos na alimentacéo, podendo ser obtidos de fontes animais
ou vegetais (ROSS; HARRISON, 2013). O figado € o principal sitio de depdsito da
vitamina A, sendo o 6rgdo responsavel pelo armazenamento, metabolismo e
distribuicdo da vitamina A para os tecidos periféricos (DAWSON et al.,, 2000).
Inicialmente o retinol serve como precursor passando por duas reacfes enzimaticas.
Primeiramente, o retinol é convertido em retinal ou retinoaldeido e depois,

irreversivelmente, a acido all-trans-retinéico (Figura 1) (QUADRO et al., 2003).

\ » 5 \/ J\ 11
&..\ AAA Ay ,)‘\l/%\/ o 12
| 12 S R
15

Retinol Retinal H"=p

(Vitamina A) /

Acido all-trans-retinéico ©° "OH

Figura 1 — Conversao do retinol (Vitamina A) em acido all-trans-retindico. Fonte: (BRODY, 1994)

Esta vitamina desempenha papéis importantes durante o desenvolvimento dos
mamiferos e na idade adulta através da manutencédo de varias funcfes teciduais,
incluindo o sistema nervoso central como um todo (OLSON 1993, TANUMIHARDJO
2004, TAFTI; GHYSELINCK, 2007), que agem por meio de diversos mecanismos a
partir da ligacéo e ativacdo de dois tipos de receptores nucleares, 0s receptores para
acido retindico (RAR) (a, B e d) e os receptores x retindide (RXR) (a, B e & ). Os
receptores RAR podem ser ativados pelo acido all-trans-retindico (ATRA) e pelo
acido 9-cis-retindico, enquanto que os receptores RXR sdo ativados apenas pelo
acido 9-cis-retindico. A forma ativa do receptor consiste em um heterodimero
formado pela unido de um receptor RAR com RXR. Esse complexo reconhece
sequéncias esquecificas de nucleotideos na regido promotora de genes e interage
com co-ativadores ou co-repressores adicionais, que podem, por fim, ativar ou inibir
a transcricdo dos genes alvo (DAS et al., 2014; DI MASI et al.,2015).
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Esta vitamina e seus derivados participam na regulacdo da proliferacdo celular,
diferenciacdo, sobrevivéncia e apoptose, levando a formacdo da forma normal do
embrido, organogénese e fisiologia do tecido, por exemplo (DAS et al., 2014). Além
disso, alguns processos bioldgicos incluindo, por exemplo, visdo, estrutura e funcao
da pele e dos ossos, defesas imunitarias e atividade neuronal dependerdo do
acesso regular a vitamina A durante toda a vida humana (Olson 1993, Napoli 1996,
Huang et al. 2014).

O conteudo de vitamina A no figado de seres humanos adultos é de cerca
de 100 pg/ g (FURR et al., 1989). Foi sugerido que uma concentracao de vitamina A
de aproximadamente 300 pg / g no figado revela intoxicagédo (OLSON, 1993). Alguns
autores afirmam que é raro observar a toxicidade resultante da ingestdo excessiva
de vitamina A (ALLEN; HASKELL, 2002). Entretanto, os parametros mais comuns
gue sao analisados nos casos de intoxicacdo por vitamina A incluem a observacao
de sinais e sintomas agudos, entre 0s quais: nauseas, vomitos, diarréia, cefaléia,
abaulamento da fontanela em lactentes (como resultado do aumento da pressao
intracraniana) e febre (LAM et al., 2006). Por outro lado, a deficiéncia de vitamina A
tem sido associada ha muito tempo com anormalidades histolégicas nos tecidos
epiteliais (DELUCA, 1991), diminuicdo da resisténcia a células tumorais, virus e
outros organismos infecciosos (ROSS, 2003) e aumento da suscetibilidade a
agentes cancerigenos ambientais (MOON et al., 2007).

2.2. Acido all-trans-retinéico: suas fungdes e influéncia sobre o tecido
adiposo

Dentre os metabdlitos da vitamina A, o ATRA é considerado a forma mais ativa
no organismo humano (NOY, 2010) e esta presente no interior das células, onde
desempenha funcdes relacionadas com a regulacdo e expressdo de genes
envolvidos na proliferacdo, diferenciacdo e apoptose de varios tipos celulares
(FREY; VOGEL, 2011), mas principalmente sobre o tecido adiposo (BONET, 2003).
Esta maior afinidade acontece devido ao fato de que este tecido possui alta
expressao de receptores RAR., cerca de 15-20%, explicando assim o porque deste
tecido ser marcado e responsivo a acdo do ATRA (WU, 1999; KAMEI et al., 1993;
ALVAREZ et al., 2004).

A concentracgdo fisiolégica de ATRA nos adipdcitos ainda néo foi determinada.

Sabe-se que a concentracdo de ATRA é ~ 4,3 x 10° M em sangue periférico
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humano normal (PFAHL; CHYTIL, 1996). O niveis teciduais de ATRA séo 2,5 vezes
mais elevados no epididimo e 10 vezes maiores no rim do que no sangue periférico.
Dado que os niveis teciduais de ATRA sdo mais elevados do que os encontrados no
sangue, acredita-se que a captacdo de ATRA do sangue pelos tecidos seja contra
um gradiente de concentracdo, embora 0s mecanismos subjacentes a captacao
especifica de tecido de ATRA n&do tenham sido elucidados (MORIKAWA et al.,
2013).

Estudos in vitro, em linhagens pré adipocitarias, demonstraram que o ATRA
controla a proliferacdo do tecido adiposo (MORIKAWA et al., 2013), sendo também
descrito como um importante inibidor da adipogénese e da lipogénese (LOBO et al.,
2010; MOON et al., 2007; RIBOT, 2001). Estudos in vivo demonstraram que o ATRA
causa emagrecimento e melhora a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina
(JEYAKUMAR et al., 2008; FELIPE et al.,2005, MERCADER et al.,2006, RIBOT et
al.,2001). Sabe-se também que o ATRA modula a expressdo génica de varias
adipocinas (adiponectina, leptina, lipoproteina lipase (LPL) e inibidor-1 do activador
do plasminogénio (PAI-1)), que estdo envolvidas na modulacéo energética do tecido
adiposo (KAMEI et al., 1992, FELIPE et al., 2005, CORBETTA et al., 2006, LIU et al.,
2008). Assim, pode-se inferir que o ATRA possui potencial terapéutico na génese da
obesidade (BERRY; NOY, 2009). No entanto, ndo ha estudos suficientes que
tenham explorado o efeito do ATRA na diferenciacdo adipogénica de células-tronco

mesenquimais humanas, o que justifica o interesse desse estudo.

2.3.Tecido adiposo: Sua origem e desenvolvimento

Os adipocitos provém de células-tronco mesenquimais multipotentes,
residentes no estroma do tecido adiposo (SPALDING et al, 2008). Séao
consideradas tecido-especificas e estdo localizadas em compartimentos
denominados nichos (Figura 2). Eles sdo microambientes fisiol6gicos, compostos por
adipdcitos, fracdes vasculares estromais de fibroblastos, células endoteliais,
macréfagos, pré-adipocitos e células-tronco mesenquimais. A fungédo deste nicho é
de controlar a taxa de proliferacdo das células-tronco, determinando sua
diferenciacdo em células progenitoras, e protegem as células contra a apoptose
(ZANNETTINO et al, 2008). As células multipotentes tornam-se pré-adipocitos
guando perdem a habilidade de se diferenciar em outras linhagens mesenquimais e

tornam-se comprometidas com a linhagem adipocitaria. Este fato dve-se a um



18

balanco caldrico positivo, quando ha um aumento de estoque energético e ativacao
destas células para estoque de energia, iniciando assim a adipogénese (BAYS et al.,
2008)

Tecido adiposo

Progenitores Celulas estromais

Nicleo c\olulat@ﬁi‘\; (
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Figura 2 — llustracdo do nicho de células tronco no tecido adiposo humano. Fonte: (ZUTTION et al.,
2013)

A adipogénse é um complexo processo caracterizado por mudancas na
morfologia da célula, sensibilidade hormonal e expressdo génica que tem sido
estudado extensivamente in vitro. A fase inicial da diferenciacdo do adipécito, ainda
pouco caracterizada, é conhecida como determinacdo ou comprometimento. Fatores
de transcricdo adipogénicos, incluindo o receptor gama ativado por proliferadores de
peroxissomas (PPAR-y) e proteinas alfa ligantes ao amplificador CCAAT (C/EBPa)
(KONG; LI, 2006), se autorregulam positivamente para se manterem expressos e
desempenham um papel-chave na complexa cascata transcricional que ocorre
durante a adipogénese. O PPAR-y é o regulador direto da adipogénese, atua como
um ativador transcricional para a estocagem de lipideos, sendo uma das chaves
para a funcéo e regulacéo da diferenciacdo adipogénica (FARMER, 2006). Enquanto
C/EBPa possui papel central na manutengdo da expressao do gene PPAR-y e na
promocédo de sensibilidade a insulina (Figura 3) (ROSEN; MAC DOUGALD, 2002).
De acordo com Spangenberg et al., (2013), o inicio dos processos moleculares que
desencadeiam a diferenciacdo adipogénica ocorrem nos primeiros trés dias de
cultivo, tempo suficiente para induzir a formacéo de pré-adipocitos . Quando os pré-
adipécitos adquirem as caracteristicas de adip6citos maduros, por volta do 14° dia,
apresentam acumulo de gotas lipidicas e a habilidade de responder a horménios,
como a insulina (AILHAUD; HAUNER, 2004).
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Figura 3 - Modelo simplificado da adipogénese. Fonte: (QUEIROZ, 2009)

Considerando-se entdo que a renovacdo do tecido adiposo implica
substituicdo de adipécitos mortos por novas células, o processo da morte celular
(apoptose) é muito estudado e demonstrou-se que € controlado por uma ampla
gama de moléculas de sinalizagdo celular, com origem extracelular (indutores
extrinsecos) ou intracelular (indutores intrinsecos) (MURANO et al., 2008). Logo,
estudar esse processo de sinalizacao e associa-lo ao entendimento da fisiologia do
tecido adiposo e das relacdes entre as taxas de adipogénese e de apoptose das
células desse tecido € de fundamental importancia para que sejam estabelecidos
novos protocolos terapéuticos bem como estudar o componente genético da

obesidade.

2.4. Obesidade: seu desenvolvimento e epidemiologia

O desenvolvimento da obesidade resulta ndo s6 da hiperplasia, mas também
da hipertrofia das células de gordura. O aumento do tamanho dos adipd6citos ndo é
um processo ilimitado. Eventualmente, seu crescimento atinge um grau maximo,
fazendo com que a sua capacidade de armazenamento de gordura se exaure.
Adipécitos muito grandes, além do esgotamento da capacidade de estocagem de
gordura, tornam-se mais lipoliticos, o0 que desencadeia um aumento na
concentracdo de acidos graxos livres no plasma, danificando a funcdo de Orgaos
nao adiposos devido a lipotoxicidade sistémica gerada (DEFRONZO, 2004). Essas
células hipertrofiadas reduzem também o fluxo sanguineo local, levando em ultima
instancia, a hipdxia do tecido e a infiltracdo de macréfagos. Esses macréfagos
ativados liberam uma quantidade excessiva de citocinas pro-inflamaorias, tais como
fator a de necrose tumoral (TNF-a), o inibidor 1 de ativador de plasminiogénio (PAI-
1), interleucina-6 (IL-6), proteina 4 ligadora de retinol, proteina 1 quimioatrativa de
macrofagos (MPC-1) (TILG; MOSCHEN, 2006). Esses fatores exercem acfes

paracrinas, que perpetuam a inflamacéo local no tecido, e endocrinas, que induzem
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a resisténcia a insulina, assim novas ceélulas sédo lentamente recrutadas e emergidas
desse tecido (QUEIROZ et al.,2009). Todas essas alteracbes culminam para o
desenvolvimento da obesidade, sendo esta doenca considerada complexa e de
causas multifatoriais e tem disso atribuida a fatores comportamentais — como dieta
inadequada e inatividade fisica — genéticos e ambientais. (SEINBURN, 2004;
POPKIN, 2011; KAC, 2013; XIA, 2013; SALLIS, 2012).

Para os adultos, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define o individuo
ter sobrepeso se possui um IMC maior ou igual a 25 e obeso um IMC maior ou igual
a 30 (WHO, 2014). A prevaléncia de obesidade cresceu nas Ultimas décadas e é
considerada uma epidemia mundial (CONDE; MONTEIRO, 2014), afetando cerca de
600 milhdes de adultos no mundo atualmente (WHO, 2014).

Algumas condi¢cbes coexistem comumente em individuos obesos, como
hiperglicemia, hiperlipidemia e hipertenséo arterial sistémica (KAPLAN, 1989; KAHN;
FLIER, 2000). Cerca de 2,8 milhdes de pessoas morrem a cada ano devido ao
desenvolvimento dessas doencas (WHO, 2014). Além do alto indice de morte, outra
estatistica em evidéncia é a estimativa de que em 2030, quase 57,8% da populacéo
adulta do mundo ter& sobrepeso sendo esse quadro correlacionado ao aumento de
doengas cardiovasculares, sindrome metabdlica, morbidade e mortalidade (KELLY
et al., 2008).

A obesidade é um problema de saude publica que impdem custos
significativos aos cuidados a saude, e o crescente niumero de casos de obesidade
configura uma ameaca a sustentabilidade do tratamento desses individuos tanto no
ambito publico quanto no privado (BAHIA; ARAUJO, 2014)

2.5. Células-tronco

O desenvolvimento de mamiferos segue um padrdo molecular e celular
predeterminado, culminando na formagdo de um organismo multicelular com
funcdes definidas. A formacédo de 6rgéos e tecidos ocorre de modo natural durante o
desenvolvimento pré-natal do organismo e é mantida durante toda a vida do
individuo por meio de processos de reparacao celular que sao iniciados pelo
organismo em caso de trauma ou doenca. Porém, a capacidade das células de
regenerar 6rgaos e tecidos em adultos é limitada. O desenvolvimento, o crescimento
e a reparacao de Orgdos estdo fundamentados na diferenciagéo celular, que inclui a

proliferacdo e a capacidade de se diferenciar para varias linhagens celulares
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especificas. As células que promovem a manutencdo continua e o reparo de 6rgaos
apos o nascimento ndo sao diferenciadas, e sdo denominadas células de reserva ou
células-tronco adultas (CAPLAN, 1991).

Estas células possuem duas caracteristicas primordiais: a capacidade de
autorrenovacao e a de diferenciagcdo em um ou mais tipos de células especializadas,
que, quando reintroduzidas no organismo, adquirem a funcionalidade de qualquer
tecido (CAPLAN, 2000), tornando-as extremamente atrativas para a regeneracao de
tecidos (THOMSON et al., 1998).

As células-tronco sdo classificadas segundo sua potencialidade como
totipotentes, pluripotentes ou multipotentes. As totipotentes sdo células capazes de
gerar todos os tipos celulares embrionarios e extra-embrionérios, como o zigoto e o
blastromero (SCHWINDT; BARNABE; MELLO, 2005). As pluripotentes s&o
originadas das células internas do blastocisto e originam centenas de tecidos que
compdem o individuo e sdo chamadas de células tronco embrionérias (CTE) (ZATZ,
2004) e as multipotentes provém de células tronco adultas e sao aquelas capazes
de originar apenas um subgrupo de linhagens celulares (SCHWINDT; BARNABE;
MELLO,2005)

Nas ultimas décadas, houve uma explosdo no numero de células-tronco
isoladas a partir de uma variedade de tecidos embriondrios fetais e adultos. A
capacidade de pluripoténcia e de diferenciacdo em derivados de todas as camadas
germinais in vitro e in vivo fizeram das CTE uma das principais candidatas para a
engenharia de tecidos e medicina regenerativa. No entanto, apesar deste grande
potencial seu isolamento em humanos tornou-se muito problematico no mundo
inteiro e no Brasil devido aos entraves éticos na utilizacdo de um blastocisto humano
como material biologico, a dificuldade nas técnicas de isolamento e o controle de
proliferacdo e diferenciacdo, além da preocupacdo com a formagéo de teratomas e
problemas com imugenicidade dos precursores obtidos a partir de CTE. Em
decorréncia desses acontecimentos, por seguranca, as células-tronco mesenquimais
(CTM) tem demonstrado ser uma importante alternativa para a terapia celular
(BURASTERO et al., 2010).

2.6. Células tronco mesenquimais

A caracteristica principal das CTM € sua classificagdo como multipotentes
(FRIEDENSTEIN et al., 1987). Essas células podem ser isoladas de varios tecidos
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do corpo humano, como, por exemplo, medula 6ssea, figado, polpa de dente,
pancreas, gordura, retina, dentre outros (JIANG et al., 2002; GROVE; BRUSCIA;
KRAUSE, 2004; ZHENG; TANIGUCHI, 2003; GRONTHOS et al., 2000; BOUWENS,
1998; ZUK et al., 2001; BOULTON; ALBON, 2004; KLASSEN et al., 2004; ZUK et
al., 2002). O tecido adiposo tem visivel facilidade de acesso, boa obtencéo,
simplicidade no processamento e adequada quantidade de células (LABUSCA et al.,
2013). Se comparado, por exemplo, com a medula 6ssea, sua a taxa de sucesso
para o isolamento é 40 vezes mais elevada (KERN et al., 2006).

Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular, para ser considerada
uma CTM, as principais caracteristicas séo: (I) capacidade de adesdo em cultivo de
monocamadas; (Il) capacidade de diferenciacdo em condrdcitos, ostedcitos e
adipdcitos in vitro e (lll) presenca dos marcadores de superficie CD73, CD90 e
CD105 e auséncia ou negatividade dos marcadores hematopoiéticos CD34 e CD45
(DOMINICI et al., 2006, CSAKI et al., 2007, CARRANCIO, 2008). .

Sua capacidade de se diferenciar em células de diferentes tecidos, como
adipdcitos, condrécitos, ostedcitos e miécitos (STREM et al., 2005), torna o uso
dessas células uma fonte preferencial para aplicacbes terapéuticas. Assim, é
possivel a investigacdo de muitos processos de diferenciacdo o que permite inferir
com acuracia os processos fisiologicos/biolégicos (MASSUMOTO et al., 2014).
Estudos relatam sobre a capacidade de migracao e diferenciacdo das CTM quando
administradas em lesGes neuroldgicas, hepaticas, pancreaticas e cardiovasculares
apresentando grande melhora frente aos quadros patologicos iniciais (ZAVAN,
2010;TIMPER,2006; SEKI, 2013; HEYDARKHAN-HAGVAL, 2008).

Estudo recentes averiguaram o processo de diferenciacdo adipogénica de
CTM sob diferentes tipos de influéncias (MARIANI et al., 2016; CHEN et al., 2016) e
demostraram que a diminuicdo da adipogénese acontece devido a melhora da
resisténcia a insulina e inibicdo do estresse oxidativo do ambiente em que as células
se encontram. Segundo Noy et al. (2010), o ATRA é capaz de interferir também no
processo de adipogénese e desenvolvimento da obesidade. No entanto, o seu efeito
em CTM multipotentes, residentes no estroma do tecido adiposo (SPALDING et al.,
2008) de humanos, bem como em CTM humanas induzidas a diferenciagéo

adipogénica, em culturas de células primarias, ainda ndo esta descrito na literatura.
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2.7. Ensaios Biolbégicos

2.7.1. Ensaio de citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade € essencial para a determinacdo de
concentracdes citotdxicas basais, significativas no estabelecimento do pardmetro a
ser utilizado nos testes ‘in vitro’ (EISENBRAND et al., 2002)

Para muitos testes biologicos € interessante a analise de sobrevivéncia e
proliferacdo das células, sob a acdo de uma substancia, como um parametro inicial
de toxicidade. Existem varios testes que tem como objetivo realizar esta
mensuracdo, mas os métodos mais utilizados s&o os que determinam a viabilidade
celular, através da analise da atividade mitocondrial das células expostas ao material
e/ou aos seus componentes isolados (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006; ULUKAYA et al.,
2008).

O teste do MTT (Brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2 il)-2,5-difeniltetrazolio) € um
ensaio colorimétrico e baseia-se na quantificacdo do dano induzido por compostos
guimicos no metabolismo celular. Ao ser acrescentado ao meio analisado durante
um periodo pré-estabelecido, o MTT é reduzido pela atividade metabdlica celular
(NADH/NAD+) com a formag&do de cristais insoliveis em meio aquoso (sal de
formazan) que ao ser diluido por DMSO apresenta uma coloracdo roxa. A
guantidade de formazan produzida € medida em um equipamento
espectrofotométrico. O resultado é expresso em absorbancia que € diretamente
proporcional a viabilidade celular (MOSMANN, 1983)

2.7.2. Ensaio de deteccédo de apoptose ‘in situ’

A apoptose € um processo de morte celular extremamente regulado e de
grande eficiéncia. As alteracdes morfologicas observadas, sdo consequéncia de
uma cascata de eventos moleculares e bioguimicos especificos e geneticamente
regulados (GRIVICICH, REGNER, ROCHA, 2007).

Morfologicamente, a célula em apoptose se encolhe e o citoplasma fica mais
denso e a cromatina se condensa. Em seguida o nucleo se fragmenta, ao mesmo
tempo em que a membrana emite projecdes e forma brotamentos com fragmentos
do nucleo. Este brotamento termina com a fragmentacdo da célula em corpos

apoptoticos, que sédo endocitados por células vizinhas (ALBERTS, 2004).
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Essa fragmentacdo caracteristica pode ser identificada pelo ensaio de
apoptose in situ. E um procedimento padrdo pela sua simplicidade, baixo custo e
precisdo (PLENCHETTE et al., 2004). A técnica faz uso de uma sequéncia de
corantes, que penetram na ceélula e coram seu DNA (WYLLIE, 2008), tornando
evidentes as caracteristicas das células durante observacdo em microscopio de

fluorescéncia.

2.7.3. Ensaio de citometria de fluxo

A citometria de fluxo constitui uma tecnologia relativamente recente, porém,
suas caracteristicas especiais como técnica de andlise celular, tém feito com que
sua utilizacéo tenha se extendido de forma rapida dos laboratérios de investigacao
basica ao laboratorio clinico na ultima década. Isto se deve em grande parte, ao
carater multidisciplinar desta técnica (BACAL; FAULHABER, 2003).

Do ponto de vista pratico, a citometria de fluxo permite a andlise e
separacao de células, assim como de outras estruturas intra-celulares (nucleos,
cromossomas, mitocondrias, granulos de zimogénio) em suspensdo, com grande
objetividade, sensibilidade e rapidez, analisando de forma simultanea varias
caracteristicas em um grande numero de particulas (BACAL e FAULHABER,
2003) .Diferente dos métodos bioquimicos de analise celular, nos quais se obtém
um resultado médio para toda a amostra, a citometria de fluxo proporciona uma
informac&o qualitativa e quantitativa sobre cada célula em particular. E possivel
REALIZAR diferentes tipos de analises, como a identificacdo de diferentes
populacdes de células e a posicdo desta populacdo dentro do ciclo celular
(MCCQY, 2002). Caso a intencao seja verificar a via de morte ou a integridade da
membrana de uma linhagem celular que esteja sob influéncia de um tratamento,
carateristicas especificas da morfologia desta linhagem serdo aproveitadas para
gue as mesmas sejam coradas e analisadas através também deste ensaio (LANDI,
2003; WALS et al, 1998). Sendo assim, € de suma importancia para o
entendimento e aplicacdo das técnicas de citometria de fluxo, ter uma firme
compreensao do conceito de imunofluorescéncia, pois a partir desta marcacéo que
sera possivel a leitura destas células pelo citbmetro.

As técnicas de imunofluorescéncia podem tanto utilizar corantes que se
ligam diretamente a estruturas intra-celulares ou sob a membrana celular, ou

fluorocromos conjugados a ligantes como anticorpos monoclonais, lecitinas ou
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citoquinas. Sua caracteristica em comum € que absorvem a energia luminosa e
emitem luz (AOKI, et al. 2010). A citometria de fluxo uma tecnologia que utiliza
feixe de laser e detector de luz para contar as células em suspensédo, levando em
consideracdo o tamanho e granulosidade. Sempre que uma célula passa pelo
feixe de laser, e este corante emite luz, esta marcacdo emite um sinal que é
registrado por um segundo sistema de deteccao localizado em um angulo reto em
relacéo ao feixe de laser do aparelho. (KINDT , GOLDSBY , OSBORNE , 2007)

2.7.4. Ensaio de PCR-Tempo Real

Os perfis de expressao génica tem sido uma das principais ferramentas da
biologia molecular. A reacdo em cadeia da polimerase e consiste em um método
que difere de outros métodos de avaliacdo da expressdo génica pela sua acuracia,
sensibilidade e rapidez na mensuracdo dos genes. Esta técnica permite a analise
das diferengas quantitativas nos diversos niveis de expressdo génica entre
diferentes amostras, por meio da quantificacio de uma sequéncia de
polinucleotideos selecionada, amplificando a sua concentracao incial para um nivel
em que a deteccdo exata pode ser realizada (DERVEAUX; VANDESOMPELE;
HELLEMANS, 2010, TAYLOR et al., 2010, TICHOPAD et al., 2010)

O SYBR Green € um fluoréforo em suspenséo, agente intercalante que emite
sinais de fluorescéncia verde com a excitacao da luz emitida pelo sistema 6ptico do
termociclador quando se liga entre a fita dupla do DNA. Esta fluorescéncia é medida
em funcdo da temperatura, reduzindo gradualmente de acordo com o aumento na
temperatura do produto amplificado (VALONES et al., 2009)

No inicio da amplificacdo, as moléculas nao-ligadas do SYBR Green
apresentam fluorescéncia fraca. Apdés o reconhecimento dos iniciadores, algumas
moléculas do SYBR Greeen podem se ligar a fita dupla previamente formada.
Durante a polimerizacdo, as moléculas do SYBR Green vao se ligando ao DNA
recém-sintetizado, como registro no aumento da temperatura em pequenos
incrementos de 65°C a 95°C. Este aumento de temperatura desnatura gradualmente
o DNA, as moléculas do SYBR Green séo liberadas, e consequentemente induz a
uma forte queda na reducéo da fluorescéncia quando ambas as fitas separam-se
completamente. No final da etapa de extencdo de cada ciclo do PCR é possivel
monitorar a quantidade de DNA amplificado pela deteccdo da fluorescéncia
(NOVAIS;PIRES-ALVAS, 2004; BENES;CASTOLDI, 2010)
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3. Objetivos

3.1.  Objetivo Geral

Avaliar efeitos do acido all-trans-retindico na proliferacdo, diferenciacéo,
inducao de apoptose e expressao dos genes RAR (a, B, y), Bcl-2, BAX, BAK, CASP-
3, GADDA45, PPAR- y e p53 em células-tronco mesenquimais humanas.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar a influéncia da suplementacdo do acido all-trans-retindico na
diferenciacdo de células-tronco mesenquimais do tecido adiposo humano em
modelo in vitro.

Identificar as células-tronco mesenquimais do tecido adiposo por meio de
citometria de fluxo.

Comprovar a multipoténcia das células-tronco mesenquimais do tecido
adiposo humano por meio da diferenciacdo em adipdcitos, ostedcitos e condrocitos
in vitro.

Avaliar a inducdo de apoptose, pelo tratamento com o &cido all-trans-
retindico, em células-tronco mesenquimais, pré-adipécito e adipdécitos.

Verificar o efeito do tratamento com o acido all-trans-retindico na integridade
da membrana celular de células-tronco mesenquimais.

Averiguar o efeito do tratamento com o acido all-trans-retinéico sobre o ciclo
celular de células-tronco mesenquimais.

Avaliar a influéncia do tratamento com o acido all-trans-retindico na expressao
relativa dos genes, RAR (a, B, y), Bcl-2, BAX, BAK, CASP-3, GADD45, PPAR-y e
p53, por meio da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, em células-tronco

mesenquimais do tecido adiposo humano.
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4. Material e Métodos

4.1. Casuistica e obtencao das culturas priméarias

Foram doadoras do material biolégico 3 pacientes com indicagcéo para cirurgia
de lipoaspiracdo que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

As CTM do estroma do tecido adiposo foram coletadas, isoladas, cultivadas e
criopreservdas pelo Centro de Estudos em Células-Tronco, Terapia Celular e
Genética Toxicologica (CeTroGen), segundo rotina convencional do setor, com
aprovacdo do Comité de Etica de Pesquisa em Seres Humanos da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o protocolo n® 37847714.4.0000.0021.
Posteriormente, 0 mesmo comité, sob o protocolo n° 51351215.9.0000.0021,

autorizou a utilizacdo de CTM criopreservadas para o presente estudo.

4.1.1. Procedimentos de obtencéo e processamento do lipoaspirado e
cultivo das células-tronco mesenquimais

ApOs anestesia e assepsia, foram feitas incisbes cirargicas de
aproximadamente 1,0 cm na regido abdominal do paciente para a obtencdo do
material bioldgico. Primeiramente, 200 mL de solucdo salina, foram injetados via
subcutanea para que houvesse desprendimento do estroma adiposo. Em seguida, o
tecido adiposo solto foi coletado por meio de lipoaspiracdo com canula propria. Esta
canula com calibre médio de 0,5 cm foi acoplada a uma seringa de 50 mL para
coleta da gordura. Foram coletados cerca de 300 mL do material biologico em
recipiente estéril, contendo 200 mL de solucdo tampdao fosfato (PBS; 8g de NacCl;
0,2g de KCI; 1,15g de NayHPO,; 0,2g de KH,PO,4. 1000 mL de agua deionizada).
Logo em seguida, o procedimento da cirurgia de lipoaspiracdo transcorreu segundo
a técnica mais adequada para o paciente. O lipoaspirado bruto de cada paciente foi
armazenado apenas para obtencdo dos dados do presente estudo, sendo
posteriormente descartado em recipiente proprio para descarte de material biolégico,
seguido de depdsito em lixo hospitalar.

Para o processamento do lipoaspirado utilizou-se colagenase do tipo 1 para
digestdo da amostra como descrito por Markarian et al. (2014), com modificacdes.
Onde 100 mL de gordura foi homogeneizada com 300 mL de Colagenase tipo 1
(Gibco®; CAT N° 17100; 250U/mg) diluida na proporcdo 1:3 para PBS (1 mL
gordura: 1 mL PBS : 1mg Colagenase tipo 1) a 37°C com agita¢do constante por 30
min. A atividade enzimética foi neutralizada com 300 mL de HDMEM (Meio DMEM
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de baixa glicose (Sigma®) suplementado com 10% SBF (Gibco®), 2,5 g de HEPES
acido Livre (Sigma®) e g 3,7 de Bicarbonato de soédio) e, posteriormente,
centrifugou-se a 2000 rpm por 10 min. para obtencdo de um pellet contendo a fracéo
do estroma vascular em alta densidade sendo o sobrenadante descartado.

O pellet foi ressuspendido em 5 mL de solucao de lise (0,37g de EDTA, 8g de
NH4CI; 0,84 de NaHCOg3; 100 mL de &gua deionizada). Em seguida, a solucao foi
homogeneizada e permaneceu por 10 min. a temperatura ambiente com agitacdo a
cada 5 min. O preparado foi centrifugado a 1600 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
descartado.

O pellet foi ressupendido em 3 ml de HDMEM e semeado em placa de cultivo
de 6 pocos (9,60 cm?). Nos 4 primeiros dias de cultivo as culturas foram lavadas 3x
com 3 mL de PBS para a eliminacdo de células ndo aderentes e debris. No quinto
dia as culturas foram tripsinizadas com 500 pL de tripsina 0,25% e essa foi inativada
com o mesmo volume de HDMEM. Em seguida, a solucao foi centrifugada a 1200
rom e o pellet ressuspendido e semeado em frasco de cultivo celular (25

2 contendo 5mL de HDMEM. O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias. A

cm
expansdo das células se deu até a segunda passagem e entdo as células foram
congeladas em solucéo de criopreservacao (90% SBF (Gibco®) e 10% DMSO a frio)
e armazenadas imediatamente em freezer -80°C, completadas 24 horas, foram
transferidas para o nitrogénio liquido. Apés 3 meses as células foram descongeladas
e cultivadas em frasco (25 cm?), com meio HDMEM, em incubadora a 37°C com
atmosfera de 5% de CO, A expansdo das células foi realizada até a sexta

passagem, periodo no qual os experimentos foram realizados.

4.2. Caracterizacdo e comprovagédo da pluripoténcia das células-tronco
mesenquimais

4.2.1. Caracterizagcdo por imunofenotipagem das células-tronco
mesenquimais

Foram colatadas por tripsinizacdo 2 x 10° células e posteriormente foram
incubadas durante 30 min. a 4°C, com anticorpos para 0s seguintes marcadores
celulares: CD105, CD90, CD31, CD11b, MHC Il e CD45(Pharmingen® BD, San
DIEGO, CA, EUA). As células foram analisadas em um FACScalibur com laser a
488nm (Becton Dickinson®, San Diego, CA, EUA) e software CellQuest. O Software

in MDI 2,8 foi usado para construir os histogramas. As passagens 4-5 foram



29

analisadas em 10* eventos. Todos os reagentes utilizados aqui foram da Sigma®

Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), a menos que indicado de outra forma.

4.2.2. Comprovacéao da pluripoténcia por ensaio de diferenciagéo celular

4.2.2.1. Diferenciacéo adipogénica

Para induzir a diferenciacéo adipogénica, 1 x 10° células foram semeadas em
3 pocos (9,60 cm?) apés a adesdo celular (24h) o meio HDMEM foi descartado e as
células passaram a ser cultivadas em meio indutor de adipogénese segundo
Markarian et al. (2014) com modificagdes. Para cada 1 mL HDMEM, suplementado
com 20% de SBF, utilizou-se 0,714 pL de insulina (0,35mg/mL); 100 puM de
indometacina (0,0447g de indometacina Sigma® em 5 mL de DMSO); 3,5 uM de
rosiglitazona (0,0089g de rosiglitazona em 5 mL de DMSO); 10°M de
dexametasona (solucédo estoque - 1,2 mg de dexametasona em 1223 pL de etanol
sendo a solucéo final preparada a partir de 10 pL da solucéo estoque para cada 2,5
mL de HDMEM). Todas as solugdes foram estocadas em freezer, exceto a
indometacina (temperatura ambiente). O meio diferenciador foi preparado no dia do
uso, sendo trocado a cada 3 dias (HERMETO et al., 2015; HERMETO et al., 2016) e
o processo de diferenciacdo se deu por duas semanas (ZUK et al. 2001; VIEIRA et
al., 2015; URT-FILHO et al., 2016).

ApoOs descarte do meio diferenciador, as células foram fixadas por 60 min., em
temperatura ambiente, com formol a 10%. Em seguida, as células foram lavadas
com isopropanol a 60% e, posteriormente, incubadas com Oil Red O (Sigma®) por
20 min. em temperatura ambiente. O excesso de corante foi removido por lavagens
com agua destilada. A diferenciacdo foi confirmada pelo acumulo de lipideos
intracelulares.

Para o controle da diferenciacdo, as células foram cultivadas durante todo o
periodo experimental em HDMEM suplementado com 10% de SBF. Todos os

procedimentos de coloracdo e analise foram mantidos.

4.2.2.2. Diferenciacéo osteogénica

Para induzir a diferenciacéo osteogénica, 1 x 10° células foram cultivadas da
mesma maneira que na indugdo adipogénica. Porém, foi utilizado meio proprio para
diferenciacdo osteogénica como descrito por Markarian et al. (2014), com

modificacdes. Para a producdo do meio de inducédo osteogénica foi utilizado 7,9 mL
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de HDMEM; 10 pL de solucdo estoque de acido ascorbico (50 mg de &acido
ascorbico 2-fosfato em 10 mL de HDMEM); 1 mL de solugdo estoque de B-
glicerofosfato (630mg de (-glicerofosfato em 20 mL de HDMEM) e 1 mL de soro
bovino fetal. Todas as solu¢des foram estocadas em freezer, e o meio diferenciador
foi preparado a cada semana, sendo que no momento de cada troca, luL de
dexametasona 1.000x era acrescentado para cada 1 mL de meio osteogénico. O
meio de diferenciacgéo foi trocado a cada 3 dias durante quatro semanas (HERMETO
et al., 2015; HERMETO et al., 2016).

ApoOs descarte do meio diferenciador, as células foram fixadas por 10 min., em
temperatura ambiente, com formol a 10%. Em seguida, as células foram lavadas 2
vezes com PBS e coradas com Alizarin Red (Sigma®) por 5 min. em temperatura
ambiente. O excesso de corante foi removido por lavagens com agua
destilada (Markarian et al., 2014). A diferenciacdo osteogénica foi comprovada pela
visualizacdo de depositos de calcio no 21° dia.

Para o controle da diferenciacéo, as células foram cultivadas durante todo o
periodo experimental em HDMEM suplementado com 10% de SBF. Todos os

procedimentos de coloracéo e analise foram mantidos.

4.2.2.3. Diferenciacdo condrogénica

Para induzir a diferenciacdo condrogénica, 1 x 10° células foram cultivadas da
mesma maneira que na inducao adipogénica. As células foram mantidas com o kit
de diferenciagdo condrogénica STEMPRO (Gibco® Life Technologies) segundo
instrucdes do fabricante por 21 dias, sendo o meio de cultura trocado a cada 3 dias.

ApoOs o descarte do meio diferenciador, as células foram fixadas por 30 min. a
temperatura ambiente com paraformaldeido 4%, depois foram lavadas 2 vezes com
PBS e coradas com Azul de Alcian (Neon®) por 5 min. a temperatura ambiente. O
excesso de corante foi removido por lavagens com agua destilada (CAMASSOLA et
al., 2012). A diferenciacéo foi confirmada pela presenca de matriz extracelular rica
de glicosaminoglicanos no 21° dia.

Para o controle da diferenciacdo, as células foram cultivadas durante todo o
periodo experimental em HDMEM suplementado com 10% de SBF. Todos os

procedimentos de coloracdo e analise foram mantidos.
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4.3. Substancia teste: Acido all-trans-retindico (Vitamina A)

O &cido all-trans-retindico (ATRA - Fagron®, CAS:302-79-4, Lote:15073822)
foi diluido em DMSO para obtencédo de solucdo estoque (1.000uM). A partir desta
solucéo estoque as concentracdes testadas foram preparadas em HDMEM no dia do

experimento.

4.4. Ensaio de viabilidade celular pelo ensaio de MTT

A avaliacdo da citotoxidade foi realizada pelo ensaio colorimétrico com 3-(4,5-
dimatil-2-tiazol)-2,5difenil-brometo de tetrazélio (MTT). Para tanto, baseado no
protocolo de Poindessous et al. (2003), foram semeadas com 7x 10° células/poco
em placas de 96 pocos, mantidas por 24 horas na incubadora com 5% CO, e
temperatura de 37°C. A Doxorrubicina (Bergamo®, 1 uM) foi utilizada no controle
positivo e as células do controle negativo receberam 0,1% de DMSO. Quatro
concentraces de ATRA (0,5, 5, 50 e 100 uM) foram avaliadas em 24, 48 e 72h. Ao
final desses periodos, as células foram incubadas com MTT (Invitrogen® Life
Technologies; 0,005g de MTT; 5 mL de PBS; 10 mL de HDMEM) por 4 horas nas
mesmas condi¢Oes de cultivo. Em seguida, as placas foram secas em temperatura
ambiente e 100uL de DMSO foram adicionados em cada poc¢o. A absorbancia foi
mensurada no espectrofotdbmetro com filtro de 540nm (ELISA Plate Analyser
ROBONIK®). Para cada experimento foram realizadas trés repeticoes
independentes com quintuplicatas. Baseado nos resultados, a ICsp (concentracao
gue inibe 50% do evento biolégico estudado — viabilidade celular) foi calculada pelo
Software GraphPad Prism 5 e obteve-se o valor de ICso = 20,75 pM. Estabelecida a
ICso. um novo experimento foi realizado com as CTM e com CTM induzidas a
diferenciacéo adipogénica. Para essa fase experimental as células foram semeadas
da mesma forma anteriormente descrita, mas cultivadas em meio adipogénico como
descrito no item 4.2.1.2.. J4 a placa controle (CTM sem estimulo para diferenciacéo)
foi cultivada durante todo o periodo experimental em meio HDMEM 20% SFB e foi
tratada com a ICsyo.

O ATRA foi utilizado na concentracdo de 20,75 uM para tratar a placa controle
(CTM néo induzidas a diferenciagdo), placa de pré-adiipécitos (CTM induzidas a
diferenciacdo por 7 dias anteriormente ao tratamento com ATRA) e placa de

adipécitos (CTM induzidas a diferenciacao por 14 dias anteriormente ao tratamento
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com ATRA). Os tempos de diferenciagéo foram baseados em Morikawa et al. (2013)
e Spangenberg et al. (2013), com modificacdes.

As viabilidades, por MTT, foram avaliadas apos 1, 3, 5 e 7 dias de tratamento
com ATRA. Para o célculo da viabilidade celular as culturas em cada uma das
situacdes experimentais sem tratamento com ATRA foram consideradas com
viabilidade de 100% e usadas como padrdo para estabelecer a viabilidade das
culturas correspondentes tratadas com ATRA. Procedeu-se também analise
qualitativa visual sistematizada para descricdo de mudancas na morfologia e padréao

de crescimento.

4.5. Analise de apoptose in situ: avaliacdo morforldgica

Para anélise morfoldgica da influéncia do ATRA nas CTM, 2 x 10° células
foram plaqueadas em placas de 6 pocos contendo uma laminula em sua base e
mantidas em incubadora com 5 % CO, a 37°C por 24h com HDMEM. Apés
confirmacdo da aderéncia das células, as mesmas foram tratadas com a
concentracdo 20,75 uM. Apés 72 horas de tratamento, as laminulas foram coletadas
e processadas de acordo com o protocolo descrito por Rovozzo (1973) e modificado
por Mauro et al. (2011). Apos trés lavagens com PBS, a laminula foi retirada da
placa de cultura e fixada em Carnoy por 5 min. A laminula foi mergulhada
rapidamente em cada uma das placas contendo concentracdes decrescentes de
etanol (95% a 25%), seguida de lavagem com Tampao Mcllvaine por 5 min.,
coloracdo com Acridina Orange (0,01%, 5 min.) e nova lavagem com o tampé&o. A
analise foi realizada em microscépio de fluorescéncia com filtro de excitacdo 420-

490nm e filtro de barreira 520nm.

4.6. Avaliagbes em Citometria de fluxo

Para os experimentos realizados em citometria de fluxo, 2 x 10° células foram
plagueadas em placas de 6 pocos e mantidas em incubadora com 5 % CO, a 37°C,
por 24h com HDMEM suplementado com 10% SFB. Os tratamentos com ATRA
foram realizados com a concentracédo de 20,75 uM (ICso) por 12 h. O Cloridrato de
Irinotecano (Accord® Farmacéutica Ltda., P08965), 1 uM) foi utilizado como controle
positivo e o tratamento se deu por 12h. As células do controle negativo receberam a
mesma concentracdo de DMSO que a maior concentracdo da substancia testada.

Ao fim do tratamento as células foram coletadas por tripsinizacdo, centrifugadas a
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1.200 rpm por 5 min e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido em
100uL de PBS e transferidos para um criotubo. A aquisicdo de 50.000 eventos foi
realizada em citbmetro BD Accuri® C6 e, em seguida, analisada pelo Software BD
Accuri® C6. Duas repeticbes independentes foram realizadas para cada

experimento.

4.6.1. Avaliagao do ciclo celular

Para verificar a influéncia da droga sobre o ciclo celular, 5puL de RNAse (2mg/mL)
foram adicionados ao criotubo contendo 100uL de suspensao celular (em PBS) e
incubou-se a 37°C, 5% de CO,, por 30 min. Em seguida, acrescentou 100uL da
solucéo de lise (20mg de Citrato de Sédio Dihidratado, 20uL de Triton X-100 e 20 ml
de PBS) e 5uL de lodeto de Propidio (50ug/mL). O criotubo foi incubado no gelo por
30 min. protegido da luz antes da aquisigéo.

4.6.2. Avaliacdo de Apoptose

Para a deteccéo de apoptose foi utilizado o Kit de Deteccdo de Apoptose PE
Anexin V (BD Pharmingen™). Para tanto, 100uL de suspensdo celular foi
homogeneizado com 100puL de solucdo tampéao (1x) e 5uL de Anexina V. O criotubo
foi incubado em gelo por 15 min. Em seguida, acrescentou-se 5uL de 7-

aminoactinomycin D (7AAD) e procedeu-se a aquisi¢cdo imediatamente.

4.6.3. Avaliacéo de Integridade de Membrana

Para verificacdo do status de integridade de membrana foi utilizado 100uL de
suspensao celular e 25 uL lodeto de Propideo (50ug/mL). Apés 5 min. de incubacéo

a temperatura ambiente procedeu-se a aquisicao.

4.7. Avaliacdo da expressao génica por PCR em Tempo Real

Na Tabela 1 estdo listados os oligonucleotideos utilizados para amplificar
genes envolvidos na apoptose, ciclo celular, dano, reparo e receptores relacionados
com o acido retindico.

Um total de 2 x 10° células/pogo foram semeadas em placas de 4 pocos. Os
tratamentos com ATRA foram realizados com a concentracédo de 20,75 uM por 12 h
e, em seguida, o RNA total foi extraido usando kit SV Total RNA Isolation System

(Cat. No. Z3100, Promega®), conforme descrito, e de acordo com as especificacdes
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dos fabricantes (TM # 048). As células foram homogeneizadas com o tampéao de
lise, para quebra da membrana e exposi¢do do material genético. Posteriormente, a
mistura foi depositada em membrana, onde recebeu tratamento com enzima DNAse
e lavagens com solucdo tampéo. Ao final das lavagens a membrana recebeu 100pl
de agua livre de RNAse, para remocao do RNA. As amostras foram quantificadas
usando um espectrofotometro NanoVueTM (GE Healthcare - Life Sciences®). A
pureza do RNA foi estimada com base na raz&o de absorbancia a 260 nm/280 nm e
apenas as amostras com uma razao entre 1,8 e 2,1 foram utilizadas no estudo. A
integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel desnaturante de agarose
(1%) (Invitrogen™), utilizando, 0,5 g de agarose (livre de RNAse) em 50ml de TBE
1x (Tris/Borato/EDTA; coloque aqui como se prepara igual fizemos no item dos meos
diferenciadores) e 1lul de SYBR® Safe (ThermoFisher™). Para a corrida de
eletroforese (80V, 60mA, 20 min.) foram utilizados 3ul de RNA e 3ul de Tampao de
Carreamento (azul de bromofenol 0,25%). A analise da integridade do RNA, com
visualizacdo de bandas integras, ocorreu em transluminador L.PIX (Locus
Biotecnologia®). A sintese de cDNA foi realizada utilizando 250 ng de RNA total em
um volume de reacédo final de 20 pl. Em cada reacdo foram utilizados 0,5ug de
random primer, 10uL de GoScript™ 5X Reaction Buffer, 3,8 mM MgCl,, 0,5 mM
dNTPs, 20 uniddades de Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (todos
componentes foram Promega®) e agua livre de ribonuclease (g.s.p. para 20ul). A
reacao de transcricao foi efetuada em GeneAmp™ 9700 Thermal Cycler (Applied
Biosystems ®) de acordo com as especificacdes dos fabricantes (TM #316). O cDNA
foi quantificado e diluido até uma concentracdo de 150 ng/uL para utilizacdo em
PCR Tempo Real. A reacéo foi realizada no Rotor Gene (Qiagen®). O Kit GoTaq®
gPCR Master Mix (Cat. No. A6002, Promega) foi usado em um volume de 10 puL com
os iniciadores oligonucleotidicos (5 pmol de cada), cDNA (500 ng) e agua livre de
ribonuclease (g.s.f.20 uL). A PCR em tempo real foi realizada sob as seguintes
condi¢des: 95°C durante 10 min., 40 ciclos de 95°C / 15 segundos e 60°C / 60
segundos. No final da reacdo, a curva de Melting foi utilizada para avaliar a
especificidade de cada oligonucle6tideo e o gene da Beta-actina (ACTB) foi utilizado

como normalizador (housekeeping).
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Tabela 1 — Sequéncia de primers (5’- 3’) utilizados nas avaliagBes de expressdo génica

Forward Reverse
ACTB GGAAATCGTGCGTGACAT AGGAAGGAAGGCTGGAAG
BAK CTGTTTGAGAGTGGCATC ATGCTGGTAGACGTGTAG
BAX CCTTCTTTG AGT TCG GTG TTCAGGTACTCAGTCATCCAC
Bcl — 2 GGACGAACTGGACAGTAAC GCAAAGTAGAAAAGGGCGACAAC
CASP-3 ATCATACATGGAAGCGAATC ATACATAAACCCATCTCAGGA
PPAR-y TGGATCTCTCCGTAATGGAAG CACTGGATCTGTTCTTGTG
RAR-a ATCACGCTGAAGATGGAG TGTCCGCTCAGAGTGTC
RAR-B AGGAATGACAGGAACAAG TGGCAGAGTGAAGGGAAAG
RAR-y AAGAGGTGAAGGAAGAAG TGATGGGCTTTGCTGAC
p53 TACCACCATCCACTACAACT GACAGGCACAAACACGCAC
GADD45 TCAGCGCACGATCACTGTC CCAGCAGGCACAACACCAC

4.8. Andlise Estatistica

Os resultados do teste de MTT foram expressos em média * erro padréo da
média. A determinacdo da concentracédo ICso do ATRA, foi realizada pela analise da
curva de regressdo nao linear a partir dos valores de viabilidade celular obtidos no
primeiro MTT por meio do Software GraphPad Prism 5. A analise estatistica foi
realizada por ANOVA/Bonferroni e as diferencas foram consideradas significativas
quando p<0,05 (Software GraphPad InStat 5). Os niveis de expressao génica
observado no ensaio de PCR em Tempo Real foram determinados pelo método de
Pfaffl et al. (2002), com andlise estatistica realizada por meio do Software REST-
384.
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5. Resultados

5.1. Caracterizacdo e comprovacado da pluripoténcia das células-tronco
mesenquimais

O perfil de imunofenotipagem das CTM derivadas do estroma do tecido
adiposo expressaram os marcadores para CD105 e CD90 e nao expressaram CD31,
CD11b, MHC Il e CD45. Esses resultados confirmam que as células estudadas séo

células-tronco mesenquimais (Figura 4).
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Figura 4 - A) Perfil imunofenotipico das CTM derivadas do estroma do tecido adiposo humano.
Células expressaram os marcadores para CD105 e CD90 e ndo expressaram CD31, CD11lb, MHC
classe Il e CD45

As mesmas induzidas a diferenciacao foram capazes de originar tecido
adiposo, 0sseo e condrogénico comprovando a pluripoténcia das mesmas. As
culturas de células indiferenciadas bem como a confirmacdo da diferenciacédo
adipogénica, osteogénica e condrogénica por Oil red, Alizarin Red e Alcian Blue,

respectivamente, estdo apresentadas na Figura 5.
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Figura 5 — A) Fotomicrografias de culturas de células-tronco mesenquimais (A, B e C) e de células-
tronco mesenquimais em diferenciagédo adipogénica (D), osteogénica (E) e condrogénica (F) coradas
com Qil red, Alizarin Red e Alcian Blue, respectivamente (Aumento de 200x).

5.2. Ensaio de viabilidade celular e comprovacao morfolégica de morte celular
por apoptose

O ensaio do MTT demonstrou que, no periodo de 12 h, a viabilidade celular
das concentracdes de 0,5 puM, 5 uM, 50 uM e 100 pM de ATRA foram 86,05 £ 2,94,
78,93 £ 3,80, 60,24 + 2,28, 37,62 * 3,40; para o periodo de 24h a viabilidade celular
foi de 85,40 + 2,48, 77, 84 + 2,75, 41,61 + 2,56, 24,71 + 5,43; para o periodo de 48h
foide 89,41 + 1,46, 85,18 + 0,45, 25,68 + 2,08, 9,67 + 1,00; e para o periodo de 72
h foi de 99,93 £+ 2,02, 105,05 * 4,30, 18,25 £ 0,58, 0,53 * 0,37, respectivamente
(Figura 6).
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Figura 6 — Média £ erro padrdo da média da viabilidade celular de célula tronco mesenquimais
tratadas com ATRA.

A andlise estatistica demonstrou que a viabilidade celular ndo se altera para a
concentracdo de 0,5 uM ao longo das 72 horas de andlise. J& as concentracfes de
50 e 100 pM reduzem (p>0,05) a vialibilidade celular ao longo das 72 horas de
andlise sendo que o efeito citotéxico do ATRA aumenta com o passar do tempo,
exceto para a concentracdo de 5 uM que perde a capacidade citotoxica/citostatica
em 72h (Figura 7).
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Figura 7 — Comparacao das médias da viabilidade celular dentre os diferentes tempos de tratamento

com o controle negativo (Teste Estatistico: ANOVA/Bonferroni, **p<0,01, ***p<0,001).

A partir dos resultados de viabilidade celular, para o primeiro momento de
analise (24h), foi calculada a ICsp = 20.75uM e em seguida para comprovacao
morfolégica de morte celular fez o teste de apoptose in situ e a analise qualitativa

demonstrou que essa concentragdo € capaz de reduzir a quantidade de células na
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placa de cultivo sugerindo efeito citostatico bem como muda a morfologia celular. As
mudancas morfolégicas permitiram observar perda do aspecto fibroblastoide,
reducdo do tamanho e do volume celular, redugcéo da emissao de prolongamentos
citoplasmaticos, aspecto arredondado, perda de contato e adesdao com a superficie
do frasco de cultivo e com outras células. Além disso, foi possivel observar nucleos
com condensagéo e marginalizagéo da cromatina e formagao de grumos grosseiros

proximos a membrana nuclear. (Figura 8).

Figura 8 — Fotomicrografia da cultura de células-tronco mesenquimais controle (A/C) e tratadas com
ATRA (B/D) na concentragdo de 20.75 pM por 72 horas. Observa-se que apds o ensaio com
imunofluorescéncia é possivel observar que as células tratadas apresentam aspecto apoptético, com
perda do aspecto fibroblastéide, redu¢cdo do tamanho e do volume celular, reducdo da emissdo de
prolongamentos citoplasmaticos, aspecto arredondado, perda de contato e adesdo com a superficie

do frasco de cultivo e com outras células.

Ao se avaliar a viabilidade celular das células-tronco mesenquimais, dos pré-
adipécitos e dos adipdcitos tratados com 20,75 pM de ATRA ao longo de 7 dias
pode-se observar que na primeira analise (apos um dia de tratamento — 1° dia) as
viabilidades foram de 81,09 + 0,80, 96,52 + 4,53, 92,91 + 0,65; no 3° dia as
viabilidades foram de 55,83 + 1,94, 73,39 + 1,91, 79,38 + 4,94; no 5° dia as
viabilidades foram de 40,8 + 1,71, 52,05 * 1,28, 73,42 + 3,90; e no 7° dia de 29,87 +
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2,92, 40,63 £ 0,28, 66,86 £ 1,91, respectivamente (Figura 9). A andlise estatistica
demostrou que apds 1 dia de tratamento, apenas as CTM tiveram reducao (p<0,05)
da viabilidade celular. Para as analises apos 3, 5 e 7 dias de tratamento o ATRA
causou reducao (p<0,05) da viabilidade para os 3 tipos celulares demonstrando que
a o efeito citostatico/citotoxico é tempo dependente, ou seja, quanto maior o tempo
de tratamento maior a inibicdo de proliferacdo e/ou inducédo de morte celular. Esses
resultados também demonstram que as CTM, depois os pré-adipdcitos e, por fim, os

adipdcitos sédo, nessa ordem, mais sensiveis ao tratamento com ATRA (Figura 9).

S
S 804
[
= S *okok
3
o 601
e}
(]
3
5 A - CTM 1
-S -& Pré-adipocito
20 -+ Adipdcito chot
0 1 1 ] 1
a2 a2 a2 a2
> &> & &>
N 5 3 R

Tempo de tratamento ATRA (20.75 uM)

Figura 9 - Média * erro padrao da média da viabilidade celular de células-tronco mesenquimais, pré-
adipdcitos e adipdcitos tratadas com ATRA (Teste Estatistico. ANOVA/Bonferroni, **p<0,01,
***n<0,001).

A avaliacdo qualitativa visual sistematizada demonstrou reducéo da
guantidade de células por campo com o passar dos dias, perda do aspecto
fibroblastéide, reducdo do tamanho e do volume celular, reducdo da emissdo de
prolongamentos citoplasmaticos, aspecto arredondado, perda de contato e adesao

com a superficie do frasco de cultivo e com outras células (Figura 10).
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Figura 10 - Fotomicrografia de acompanhamento do comportamento das CTM em cultivo tratadas
com ATRA: caracteristica inicial da cultura de CTM (A), comportamento apés 6h (B), 12h (C), 24h (D),
48h (E) e 72h (F) sendo as principais alteragbes observadas a reducdo do ndmero de células por
campo, perda do aspecto fibroblastoide, redu¢do do tamanho e do volume celular, reducdo da
emisséo de prolongamentos citoplasmaticos, aspecto arredondado, perda de contato e adesdo com a
superficie do frasco de cultivo e com outras células. As setas indicam células com aspecto apoptético
(Aumento de 200x).

5.3. Mecanismo de morte celular e comprovacdo molecular de morte
celular por apoptose

A andlise do ciclo celular demonstrou que o ATRA causou aumento (4,02x) e
reducéo (-2,54x), estatisticamente significativos, do nimero de eventos em Sub-G1
e G1, respectivamente. Ja para o numero de células em S e G2 ndo houve variagéo
significativa (Figura 11A). A analise da integridade de membrana indicou que o
ATRA causou aumento de lesdo celular (4,66x; p<0,05; Figura 11B) e quando
avaliada a inducdo de apoptose pelo ATRA observou-se que esse aumento (p<0,05)
a frequéncia de apoptose em 33,56x (Figura 11C).
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Figura 11 — Analise de A) - ciclo celular, B) - integridade de membrana e C) - apoptose (Teste
Estatistico: ANOVA/Bonferroni, **p<0,01, ***p<0,001). O ATRA causa aumento de eventos em Sub-
G1 e reducao em G1, além de causar perda da integridade da membrana plasmatica e aumento da

frequéncia de apoptose.

A analise da expressao génica relativa demonstrou que o tratamento com
ATRA aumentou a expressao relativa de CASP-3, Bcl-2, BAX e BAK e, 8,8x, 4,1x,
5,5x e 5,4x, respectivamente (Figura 12). J4 a expressdo de RAR - a, RAR - B e
RAR — y aumentou em 3,8x, 3,2 e 2,07x, respectivamente (Figura 13). Quanto a
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expressdo dos genes GADD45 e PPAR- y, houve um aumento de 3.14x e 16X

respectivamente, e P53 sofreu inibicdo de -1.38x (Figura 12).
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Figura 12 - Expresséo relativa dos genes CASP-3, Bcl-2, BAX, BAK, PPAR- Y, P53 e GADD45

demonstram aumento da expressdo para todos 0s genes, exceto P53, quando as culturas foram

tratadas com ATRA.

Relative Expression

RAR-a  RAR-B  RAR-y

Figura 13 - Expressdo relativa dos subtipos do RAR (a, B, y) demonstraram aumento da

expressdo de todos quando as culturas foram tratadas com ATRA.
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6. Discusséao

As funcdes priméarias de células-tronco mesenquimais s&@o substituir as
células que morrem devido a lesdo ou doenca e manter as funcdes constantes de
orgdos (XIN et al., 2016). Assim, as CTM séo capazes de auto-renovacao de 6rgaos
especificos apds serem induzidas a diferenciacdo por mecanismos fisioldgicos e/ou
estimulos endégenos (FUCHS et al., 2013).

Os adipécitos provém de células-tronco mesenquimais multipotentes
residentes no estroma do tecido adiposo. Essas células, quando estimuladas,
tornam-se pré-adipécitos e perdem a capacidade de se diferenciar em outras
linhagens mesenquimais e se comprometem com a linhagem adipocitaria (AILHAUD;
HAUNER, 2004). Essa diferenciagdo desequilibrada pode se correlacionar ao
desenvolvimento da obesidade (QUEIROZ et al., 2009) visto que, o ideal seria a
reposicao de células do tecido adiposo e ndo a hiperplasia do mesmo. Além disso,
sabe- se que o potencial de gerar novas células persiste durante toda vida do
individuo (JIANPING; GIMBLE, 2011) e, portanto, a hiperplasia, assoaciada a
hipertrofia dos adipdcitos, podem acarretar obesidade em diferentes faixas etarias.

Esses relatos anteriores demonstram a necessidade de conhecimento da
biologia da obesidade. Por isso, a fim de, garantir uma maior fidelidade quanto aos
resultados da diferenciacdo adipogénica, escolhemos as células-tronco
mesenquimais extraidas do tecido adiposo para este estudo, A inibicdo desta
diferenciacdo representa um mecanismo pelo qual a hiperplasia dos adipécitos
poderia ser suprimida (MOON et al., 2007) e portanto, se tornar uma possibilidade
de terapia no tratamento da obesidade.

A literatura pesquisada ndo possui estudos com células-tronco mesenquimais
em culturas primarias. Isso demonstra o pioneirismo desse estudo. Porém, estudos
com linhagens imortalizadas nortearam esse delineamento. De acordo com a
literatura da area, nas linhagens de células pré-adipocitarias AML-1 e 3T3-L1, o
ATRA tem efeitos dose-dependentes na diminuicdo da viabilidade e inducdo de
apoptose (MORIKAWA et al. 2013; ROSEN, MACDOUGALD, 2006). Nossos
resultados corroboram com esses achados, ja que nas concentracdes de 20.75, 50 e
100 pM, a diminuicdo da viabilidade das CTM reduziu com o aumento da
concentracdo do ATRA. Para concentracdes de 5 uM, observou-se reducdo da

viabilidade celular nas primeiras 48h, Em 72h, ndo houve indicio de morte celular;


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ye%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21883381
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gimble%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21883381
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Ao contrario, houve aumento do nimero de células. No entanto, essa variacdo néo
foi significativa. J& para a concentracdo de 0,5 puM, nas primeiras 48h observou-se
reducdo da viabilidade celular, mas nao significativa, e em 72h n&o houve nenhum
efeito do tratamento com ATRA sobre a viabilidade. Esses resultados podem indicar
gque o ATRA em pequenas concentracdes estimula a proliferacdo celular. Relato
como esse também foram feitos por Morikawa et al., (2013).

ApGs estabelecida a ICsp avaliou-se o efeito do ATRA sobre as CTM e células
induzidas a diferenciacdo adipogénica. Nossos resultados demonstraram que as
CTM sédo mais sensiveis ao tratamento com ATRA se comparadas as suas
equivalentes induzidas a diferenciacado por 7 e 14 dias. Esses resultados sugerem
que a intervenc¢do no inicio da diferenciacdo seja mais eficiente do que em células ja
diferenciadas, ou seja, quanto mais diferenciada a célula estiver menor sera o efeito
do ATRA em causar morte celular. Resultados semelhantes foram descritos por
Lobo et al. (2010). Esse autor relata que o tratamento com ATRA gera diferentes
efeitos dependendo dos estagios de maturacdo da adipogénese, sendo mais efetivo
para inibir a diferenciacdo nas fases inicial e média, ou seja, quanto menos
diferenciada, mais suscetivel a inducdo de apoptose pelo ATRA as células serao.

A inducdo de apoptose por ATRA sugerido por Lobo et al. (2010) também foi
verificada em nosso estudo. Parametros que confirmam esse tipo de morte celular
sao (1) as variagcdes morfoldgicas, observadas em microscépia de campo claro e de
imunofluorescéncia, que indicaram perda do aspecto fibroblastéide, reducdo do
tamanho e do volume celular, reducdo da emissdao de prolongamentos
citoplasmaticos, aspecto arredondado, perda de contato e adesédo com a superficie
do frasco de cultivo e com outras células, nudcleos com condensagcdo e
marginalizacdo da cromatina e formagdo de grumos grosseiros proximos a
membrana nuclear; e (Il) o aumento do nimero de eventos em sub-G1, (lll) perda da
integridade de membrana e (IV) comprovacao de apoptose pelo teste de Anexina V,
todos avaliados por citometria de fluxo.

Além das caracteristicas morfolégicas anteriormente descritas para apoptose
(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007) destacam-se os eventos de sub-G1. Esses
sdo caracterizados pela presenca de ceélulas com conteiddo de DNA inferior aos
apresentados na fase G1 na distribuicdo do ciclo celular. Essas células séo
consideradas hipopldides (<2n), ou seja, representam a fracdo de células onde
ocorreu fragmentacdo do DNA que € caracteristico de morte celular por apoptose
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(AMARANTE-MENDES et al., 2013). O aumento de células que alteraram a
integridade de membrana, pelo tratamento com o ATRA, também sugerem eventos
apoptéticos uma vez que a perda da integridade de membrana pode correlacionar-
se a translocacdo da fosfatidilserina para a superficie externa da membrana
plasmatica onde esse componente fosfolipidico sinaliza para que ocorra fagocitose
(MEDINA; RAVICHANDRAN, 2016). No presente estudo, a confirmacdo de
apoptose ainda se deu pelo teste de Anexina V. A anexina V tem alta afinidade pela
fosfatidilserina na presenca de ions calcio (MIYAGI; CHIPOT; RANGL, 2016). Assim,
células em apoptose, mesmo antes de perder a integridade de membrana, ao
translocar a fosfatidilserina para superficie externa, se ligam a Axexina V, que
guando associada a um composto fluorescente (7-AAD, por exemplo), permite
identificar e quantificar as células em apoptose por citometria de fluxo. Em nosso
estudo, foi possivel observar um aumento do nimero de células detectadas apos o
tratamento com o ATRA, indicando o efeito do mesmo sobre as CTM tanto para
aumento de eventos em sub-G1, quanto para a perda da integridade de membrana
bem como para o nimero de células em apoptose (marcadas pela Anexina V).

Ainda com o intuito de compreender o mecanismo de morte celular das
CTM expostas ao ATRA alguns genes foram estudados e dentre eles destaca-se o
CASP-3. O aumento desta caspase efetora demonstrou e confirmou a via de morte
celular por apoptose (WANG, et al., 2001). Ainda se analisarmos os resultados do
ensaio de MTT, verificamos que houve uma interacdo do ATRA com a mitocéndria
das CTM, pois o poder de absor¢cédo e formacao do sal de formazan foi alterado. O
papel essencial da mitocdndria em aspectos bioenergéticos da célula é suportado
pela dindmica desta organela, que é controlada por eventos de fusdo e fisséo
(DETMER e CHAN, 2007). Além disso, as células eucaritticas tém a capacidade de
iniciar respostas adaptativas a diferentes estimulos ambientais, tais como
modificacdes na procura de energia, crescimento celular, morte celular / stress ou a
diferenciacéo das células, alterando o numero de mitocdndrias, mudando entdo sua
morfologia, ou remodelando a organizagéo e distribuicdo de mitocdndrias dentro da
célula (LI, ZHU, LU, 2005). O estudo de Desagher; Martinou, (2000) aponta a
mitocondria como o principal mediador da via intrinseca de morte celular. Sabe-se
gue familia das proteinas Bcl-2 regula o processo de morte celular, principalmente
BAX e BAK, e a permeabilidade da membrana mitocondrial (MURPHY, 2000). Em
sua pesquisa Wang et al. (2001), afirma que a expresséo de Bcl-2, de acordo com


http://www.nature.com/nnano/journal/v11/n9/full/nnano.2016.89.html#auth-1
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sua localizacdo celular, pode induzir ou inibir a apoptose. Ele demonstrou que,
quando localizado no reticulo endoplasmatico o Bcl-2 tem efeito protetor de
apoptose, enquanto que, quando localizado na membrana da mitocondria induz
apoptose. Isso explicaria 0 aumento da expressao de Bcl-2, BAX e BAK, indicando a
interacdo desses genes no que tange a integridade mitocondrial, ativando a CASP-3
e culminando com a morte celular programada das CTM.

Em outra via, GADD45 estd também relacionado com a morte celular
mediada por mitocondrias. Ele age quando ha uma perturbacdo da estabilidade do
citosqueleto celular, fato este jA comprovado durante a avaliacdo da integridade da
membrana das CTM, bem como verificado pelas mudancas morfolégicas descritas
nesse estudo (WINGERT et al., 2016).

Estudos recentes tém analisado também o papel do GADD45 em CTM e
sugere-se que esse gene pode se expressar durante a diferenciacao,
provavelmente, para eliminar eficientemente as células danificadas/lesionadas
(WINGERT et al., 2016). Ainda em nosso estudo observamos que a expressao de
PPAR-y foi muito evidente. Sabe-se que esse gene € o0 principal regulador do
processo de adipogénese em CTM e pelo armazemamento de lipidios (ZHUANG,
2016). Assim, se fizermos uma analise geral dos resultados desse estudo podemos
afirmar que quanto maior a diferenciacdo das CTM menor € a capacidade do ATRA
induzir apoptose. Logo, o aumento da expressdo de PPAR—-y pode ser uma tentativa
da célula se diferenciar e ndo sofrer apoptose. Contrario a esse mecanismo de
protecdo teria simultaneamente o aumento da expressdo de GADD45 que
desencadearia a morte celular, por apoptose. Essa expressao seria favoravel a acédo
do ATRA e, portanto, temos aqui dois diferentes sistemas que se equilibram para
eliminar as células que ndo devem continuar no processo de diferenciagéo.

Outro fato que torna possivel confirmar a ativagdo da diferenciacédo
adipogéncia como tentativa de reduzir os efeitos do ATRA foi a inibicdo da
expressao de p53 ja que sua deficiéncia resulta ndo somente na regulacéo positiva
dos principais fatores de transcrigdo adipogénica, mas também aumenta o acumulo
de gordura em células ja diferenciadas (MOLCHADSKY et al., 2008).

Os ensaios de expressao génica também demonstraram que o tratamento
com ATRA aumentou a expressao dos receptores retindides (RARa, B e ¥) sendo o a
0 mais expresso. Esses resultados sugerem que o ATRA pode ativar os 3 genes
para exercer sua acdo sobre as CTM. Estudos ainda indicam que o ATRA se liga
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aos receptores retindides formando um complexo hormdnio-receptor que entra no
nucleo e interage com componentes nucleares interferindo na transcricdo de genes
gue tem relacdo com a inducgéo de diferenciacao, apoptose, controle da proliferacao
dentre outras atividades (BASHOR; TOFT; CHYTIL, 1973; TANG; GUDAS, 2011,
CONNOLLY; NGUYEN; SUKUMAR, 2013; ALIZADEH et al.,, 2014). Esses fatos
corroboram os resultados de apoptose que foram encontrados nesse estudo e

reforcam as discussoes realizadas anterioremente.
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7. Concluséao

Assim, concluimos que por meio da expressao dos receptores retinoides
pode-se ocorrer a modulacdo da expressdo dos genes BAX, BAK, Bcl-2 e GADD45
e promover a morte celular por vias mitocondriais. Além disso, pode ocorrer indugéo
de diferenciacdo adipogénica na tentativa de evitar a apoptose principalmente pela
inibicdo da expressédo de p53 e aumento da expressao de PPAR- vy, visto que quanto
mais adiantado no processo de diferenciacdo adipogénica as células estiverem
menor € sua susceptibilidade aos efeitos do ATRA. Infere-se entdo, que o ATRA
pode ser uma boa estratégia para o desenvolvimento de terapias para o controle da
obesidade visto que ele interfere na diferenciacdo e morte celular de CTM, pré-

adipdcitos e adipdcitos.
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