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RESUMO

A reconstituicdo da linhagem hematopoiética é um procedimento comum no tratamento
de varias doengas hematolégicas e ndo hematolégicas. A medula 6ssea tem sido a
principal fonte de obtengéo de células tronco nos Ultimos 50 anos. Recentemente,
células tronco obtidas de sangue periférico pds-mobilizagéo e células mononucleares
de sangue de corddo umbilical humano tém sido utilizadas com sucesso. Entretanto, as
células tronco parecem ter caracteristicas diferentes. Varios estudos foram publicados,
recentemente, analisando a expressao génica de sub populagées de células tronco de
linhagem hematopoiética de medula dssea, sangue periférico e de sangue de cord3o.
Tendo em vista que os procedimentos de terapia celular e transplante séo realizados
com a infusado de sangue total, o objetivo deste trabalho foi de analisar a expressiao
génica das células mononucleares totais de sangue de corddo umbilical humano, a
partir da técnica de analise seriada de expresséo génica (SAGE), e compara-la com a
biblioteca de células mononucleares de medula 6ssea depositada on fine no Sagemap
database. A expresséo das proteinas de ciclo celular foi estudada através do método de
‘immunoblotting”, a partir de células de sangue de corddo de recém nascidos
prematuros e de termo, submetidas a cultura liquida de curta durac&o e em cultura em
meio semi-sdlido de metilcelulose, suplementados com fatores estimulantes de
crescimento. As células foram analisadas de quatro em quatro horas durante 24 horas e
apobs, a cada 24 horas até 96 horas. A leitura das culturas em metilcelulose foi realizada
no 7° e no 14° dia. A andlise de expressdo génica das células mononucleares de
sangue de cord@o evidenciou: 44.924 tags fotais (15.519 tags Unicas; 7772 genes
conhecidos; 3935 seqliéncias preditas ou anotadas e 3812 genes desconhecidos) A
medula apresentou 36577 tags totais (13075 tags Gnicas, 6711 genes conhecidos; 3371
sequencias preditas ou anotadas e 2993 genes desconhecidos). A analise funcional foi
realizada através dos programas Gene Ontology Consortium e David. A distribuicao por
categoria foi similar nas duas bibliotecas. A andlise detectou 48 genes com diferenca na

abundancia de expressédo z 10 e 210 e classificados no programa UniGene. Trinta e

Resumo
Xii



cinco foram mais expressos em sangue de corddo e estavam relacionados com
resposta imune, ciclo celular e migragéo trans endotelial (homing). A validacdo do
SAGE foi realizada através do método de reagdo em cadeia da polimerase, em tempo
real quantitativo (gPCR), em 11 genes diferencialmente expressos, confirmando os
resultados obtidos em 10 dos 11 genes validados, apresentando uma porcentagem de
confirmagédo de 90%. Os resultados de alfa, beta e gama globina foram comparaveis
aos da ontogenia da linhagem hematopoiética. F11 receptor, CDC25B, TGFA,
SMARCC2, SKP1A, e NKG7 foram mais expressos em sangue de corddo e S100-A8 na
medula ¢ssea. A analise dos ensaios clonogénicos evidenciou um aumento significativo
no numero de coldnias no 7 e no 14° dia nas culturas de sangue de neonatos
prematuros, com significancia estatistica. Houve um aparecimento precoce das coldnias
no setimo dia de cultura. As caracteristicas morfoldgicas das culturas das células dos
prematuros, no setimo dia, eram semelhantes as das culturas de termo no décimo
quarto dia. As culturas de prematuros no décimo quarto dia apresentavam grande
quantidade de fibroblastos e se assemelharam, em nimero e morfologias, as de recém
nascidos de termo com vinte e um dias de cultura. A analise da expressao das
proteinas de ciclo celular demonstrou aumento de expressao de p130 a partir de 4
horas, cumulativo, desaparecendo ou diminuindo a partir de 24 horas. A expressao de
p107 ocorreu apds as 24 horas de cultura, acumulando até 96 horas. Entretanto, as
expressoes de p130 e p 107 foram maiores nas células de sangue de cordao que nas
da medula Ossea. Estes resultados sugeriram que as células de sangue de cordao
umbilical de recém nascidos prematuros poderiam apresentar uma répida progressao
em ciclo celular.

Os resultados aqui obtidos abrem novas perspectivas na caracterizacdo funcional
destes genes que poderdo contribuir para um maior conhecimento da biclogia das
células de sangue de cordao umbilical.
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ABSTRACT

Haematopoietic reconstitution is a common procedure for many haematclogical and
non-haematological diseases. Up to now, total mononuclear bone marrow cells have
been the main source for this procedure. Lately, total mononuclear peripheral and cord
blood cells have also been successfully used. Many studies of gene expression profile
of bone marrow, peripheral or cord blood manipulated cells have been performed during
the last few years but, as total mononuclear cells have usually been used in clinical
practice, the present study had the aim to compare, using serial analysis of the gene
expression (SAGE), cord blood mononuclear celis with the bone marrow mononuciear
cell library already deposited in Sagemap database. The cell cycle proteins expression
were analysed by immunoblotting proceeding with umbilical cord blood cells from
premature and full term neonates, submitted to clonogénic assays performed with short
liquid culture and semi-solid methyicellulose culture, suppiemented with growth factors.
The cells were collected and analysed each four hours during the first 24 hours, Then,
they were collected and analysed each 24 hours till 96 hours

Cord blood revealed 44.924 tags (total) representing 15.519 unique tags (7772 known
genes; 3935 sequence predicted or annotated; 3812 no matches). Bone marrow
showed 36577 tags (total) representing 13075 unique tags (6711 known genes; 3371
sequence predicted or annotated: 2993 no matches). Genes were annotated using
Gene Ontology Consortium. Category distribution was similar in both libraries. We found
48 genes with fold change difference = 10 and < 10 and UniGene number. Thirty-five
were most expressed in cord blood and were related with immune response, cell cycie
and homing. SAGE validation was performed by quantitative real time polymerase chain
reaction (gPCR) of 11 differentiaily expressed genes confirming the SAGE resuits in 10
genes with a confirmation rate of 909%. Alpha, beta and gamma globin results were
comparable with haematopoiesis ontogeny. F11 receptor, CDC25B, TGFA, SMARCC?2,
SKP1A, and NKG7 were most expressed in cord blood and $100-A8 in bone marrow.

Fourteen highly expressed genes were function described.
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The semi-solid cultures analysis demonstrated that the cells of premature neonates had
an early growth of CFU-E/BFU-E, CFU-GM and CFU-GEMM on the 7 day of culture,
and the number of these colonies on the 7" and 14" day of culture was higher than full
term neonate’s cells culture with statistic significance. The morphological characteristics
on 7" day of culture were comparable to those from full term neonates obtained on the
14" day. The premature cells cultures on the 14" day showed even fibroblasts and were
comparable to those of full term neonates on the 215 day in terms of number and
morphology of the colonies.

The cell cycle protein expression analysis demonstrated the expression of p130
increased after the first 4 hours and accumulated, disappearing, or diminishing after 24
hours. On the other hand the p107 expression appeared after 24 hrs and accumulated
until 96 hrs. However, the p130 and p107 expression was twofold higher in premature
cells compared to full term cells. These results suggest that premature cells have a rapid
exit from GO/G1 to S-phase

Thus, homing, cell cycle differentiation, and immune response related genes seem to be
highly expressed in cord blood cells. Further studies verifying the role of these genes

may contribute for greater knowledge regarding cord blood cell biology.
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Células tronco, “stem cefl”, células progenitoras ou precursoras sao células
indiferenciadas, pluripotentes que possuem grande capacidade de auto-geracgso,
proliferacdo, expansac e diferenciagdo. Nos Gltimos anos, varios estudos vém
demonstrando a grande plasticidade destas células em reconstituir tecidos lesados e
até formar um novo drgéo (Hipp et al, 2004). Podem ser transfectadas, incorporando de
forma adequada a seqléncia génica inserida, permitindo a sua utilizagdo em terapia
génica.

Apesar de todas as linhagens celulares se iniciarem a partir de uma célula tronco,
dando origem as demais células, durante o desenvolvimento de cada linhagem, elas se
transformam em células tidas como maduras, com caracteristicas definidas, onde a
capacidade de regeneragdo e diferenciacdo para outras finhagens diminui
consideravelmente. Persiste ainda, uma diminuta populacdo de células progenitoras
que, quando necessario, inicia o processo de regeneracao do tecido. Estas células sdo

de dificil localizag&o, a maioria ainda sem marcadores conhecidos.

As células embrionarias e a linhagem hematopoiética sdo fontes importantes de
obtengao de células tronco. As de origem embrionaria sdo células primordiais, onde as
caracteristicas de auto-geracio e capacidade de diferenciacdo sao mais intensas. Elas
sao obtidas através de embrides (blastocistos) derivados da fertilizag&o in vitro, que nao
foram utilizados (Lanzerdorf, et a/, 2001; Thomson et al, 1998). O blastocisto é incubado
com anticorpo anti-trofoectoderma, causando lise do trofoectoderma de modo que
somente as células do interior do blastocisto sobrevivam. Esta massa de células seria
entao refirada e colocada em meio de cultura adequado, proporcionando a proliferacao
de células tronco de origem embrionéria (Solter et al 2000). Estas células tém
capacidade de auto-geragao indefinida e habilidade para se diferenciar em células das
trés linhagens germinativas. Entretanto, existem algumas dificuldades para a sua
utilizagao como a grande capacidade de diferenciacdo que dificulta a manipulacdo e

expansao, a possibilidade destas células se diferenciarem em tecido tumoral (Erdo et al,
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2003) e, por ser uma fonte alogenéica, necessitar de altas doses de Imunossupressao

quando utilizadas.

A clonagem terapéutica, a partir de células embrionarias, seria outra forma de obtengédo
de celulas tronco onde o material génico de uma célula somatica do paciente seria
transferido para o citoplasma de um 6vulo que teria seu nucleo previamente retirado.
Este ovulo seria estimulado por processos quimico ou elétrico para entrar em divisao
até a forma de blastocisto, quando de forma semelhante 3 citada anteriormente, teria
sua massa celular interna isolada e retirada para ser cultivada em meio adequado
(Hochedlinger ef al, 2003; Lanza et al,1999; Polejaeva et al, 2000; Volgestein et af
2002). As células obtidas seriam compativeis com as do paciente, ndo havendo
necessidade de imunossupressao quando utilizadas na reconstituicdo de tecido lesado
(Lanza ef al, 2002). Apesar de promissor como fonte de obtengdo de células tronco que
poderiam ser manipuladas para reconstituir tecidos, ou mesmo criar orgéos, esta
tecnologia ainda apresenta vérias limitagbes. A eficiéncia no processo de clonagem
ainda € baixa necessitando de um maior niimero de estudos (Hoechedlinger et al, 2002;
Rudolf, 2004; Solter et a/, 2000, Tsunoda et al, 2002).

As celulas de linhagem hematopoiética sdo utilizadas ha varios anos nos
procedimentos de terapia celular, como por exemplo, o transplante de medula dssea. A
medida que os procedimentos relacionados com o transplante de medula 6ssea foram
evoluindo, os estudos sobre as caracteristicas e capacidade das celulares
transplaniadas levaram ao encontro de células do doador em Orgéos outros que ndo a
medula (cérebro, figado, coracao pele, pulmao, rim), fazendo surgir a hipdtese de que
células tronco de linhagem hematopoiética possuiriam plasticidade para, além de
reconstituir finhagem hematopoiética, se diferenciarem em outras linhagens.
Recentemente, varios artigos foram publicados demonstrando a capacidade das células
tronco de linhagem hematopoiética em se diferenciarem em células de outras linhagens
como; neurdnios, mudsculo cardiaco, hepatécitos dentre outros (Alvarez-Dolado et al
2003; Fukuda et al, 2003; Kakinuma et al, 2003).

Introdugéo
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As principais fontes de obtencéo das células tronco de linhagem hematopoiética
sdo a medula &ssea, 0 sangue periférico e o sangue de cordéo (Brossard ef al 1990;
Broxmeyer ef af,1989; Broxmeyer et al, 1992: Gluckman et al, 1990, Gluckman et al,
1997; Wright-Kanuth et al, 2007). As células tronco, obtidas destas fontes, parecem ter
caracteristicas diferentes, sendo as da medula e de sangue periférico mais
diferenciadas que as de sangue de cordao (Hao et al 1996; How et al, 1992). Pouco se
sabe também sobre o ciclo celular destas células (Meister et al, 1994 Ogawa et al,
2001, Rozenfeld-Granot et al, 2002; Traycoff et al, 1994 Wagner ef al, 2004). Quando
comparadas com as de medula Ossea e sangue periférico, as células de sangue de
corddo apresentam alto nivel de proliferacao, auto-geragdo, sendo facilmente
transfectaveis e quando expandidas apresentam alta expressdo do material génico
transfectado (Kamel-Reid et a/ 1988; Larochelle ef a/, 1995; Lubin et al, 1981; Lu ef al,
1996; McCune ef al,1988; Moritz ef af, 1993; Piacibelo ef al, 1997; Vomoor et al,
1994;Wang, et al 1997). Segundo Lucotti ef al, 2000, as células de corddo se
encontram em grande parte em G0/G1 e rapidamente evoluiriam para fase 8, se
estimuladas com fatores de crescimento (IL3,SCF e G-CSF}, sem haver diminuicdo da
celularidade. Estes dados também se correlacionam com os estudos de Pierelli et al,
2000 gue descreveram uma maior quantidade de células primitivas subtipo de CD 347,
CD 34"/ CD 105" no sangue de cordao, possibilitando a utilizagdo destas células em

protocolos de expansao celular para transplante e terapia génica.

O sangue de cordéo apresenta ainda linfécitos imaturos, o que possibilita a sua
utilizagdo em transplantes sem total compatibilidade com o sistema de antigenos
leucocitarios de histocompatibilidade (HLA) (Champeix ef al, 1996, Milosevits et al,
1995; Rabin-Berzog ef al, 1992). Esta imaturidade de linfocitos resulta em baixa
incidéncia de doenga enxerto versus hospedeiro (GVHD), doenca esta indesejavel
durante a realizagdo de um transplante por aumentar o indice de mortalidade no
procedimento (Socie et al, 1994). Apesar da imaturidade, o nimero de linfécitos NK

existentes no sangue de cordao € semelhante ao de um individuo adulto promovendo a
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ocorréncia da reagdo enxerto versus leucemia (GVL), reagdo esta desejavel num
transplante (Keever et al, 1995).

Entretanto, em relagdo a diferenciacdo de células tronco de linhagem
hematopoiética para outras linhagens, nfio ha consenso sobre as vantagens de
utilizag&o de cada fonte ou se poderiamos utiliza-las indiscriminadamente. Também nao
ha consenso ainda se a diferenciagéo ocorre por transdiferenciagcdo ou fusio celular e
qual seria a vantagem. Alguns estudos (Alvarez-Dolado et al, 2003; Camargo ef al,
2004; Wagner et al, 2004 e Willenbring et al, 2004) demonstraram que quando as
células utilizadas séo as da medula Ossea, o que ocorre seria uma fusdo celular e nao
uma diferenciagéo total da célula tronco em outra finhagem. As de sangue de cordao,
entretanto, teriam a capacidade de se diferenciar totalmente numa nova linhagem, fato
este comprovado em trabalhos de diferenciagao para hepatécitos e neurdnios (Alvarez-
Dolado et al, 2003; Newsome et al, 2003, Kakinuma ef al, 2003).

A interferéncia das moléculas de adesdo na capacidade de migraco trans-
endotelial das células tronco é objeto de estudos atuais que demonstram a importancia
destes fatores para que ocorra uma melhor reconstituicdo da medula 0ssea (Yamagushi
et al, 1998). No entanto, os resultados sio controversos. Alguns autores (Deguchi et al
2000; Franssoni et al, 2003; Liu ef al, 2003) demonstraram que as celulas de sangue de
cordao podem ter uma melhor capacidade de migracao trans-endotelial {(homing) que
as da medula 0ssea. Esta capacidade promoveria uma melhor adeso e proliferacdo
destas células no micro-ambiente da medula na vigéncia de um transplante, apesar do
atraso existente na recuperacdo de linhagem leucocitaria e plaguetaria durante o
primeiro més, quando o sangue de cordao é utilizado.

Hattori et al, 2001 e Zheng et al, 2003 relataram que apesar das células de sangue de
cordao apresentarem menor expressao de moléculas de adesdo, o tratamento ex-vivo
com fator estimulante de crescimento recombinante humano, para células tronco
humanas (rHu-stem cell factor), por um curto intervalo de tempo, levaria a um aumento

na expressao de moleculas relacionadas com migragdo trans-endotelial, aumentando o
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potencial de homing destas células. Por outro lado, Denning-Kendall ef af, 2003; Glim et
al, 2000 e Ramirez et a/, 2000 demonstraram que a expansdo ex--vivo com citocinas
pode aumentar a expressdo das moléculas de adesdo, mas pode levar a um

decréscimo na capacidade de homing.

Apesar das vantagens das céiulas provenientes de sangue de cordao sobre as da
medula Ossea e do sangue periférico, as técnicas de coleta atualmente utilizadas
permitemn a obtencao de baixo volume de sangue de cordio e consequentemente um
menor numero de células tronco (Tuner et a/ 1992). Este fato dificulta sua utilizacéo
para ftransplante em pacientes acima de 50 quilogramos de peso corpéreo.
Recentemente foram publicados estudos onde pacientes adultos foram transplantados
com cordbes de diferentes doadores na tentativa de se obter nimero adequado de
células (Cohen et al, 2004; Dalle et al 2004; Gluckman et al, 2004: Jacobsohn et al,
2004). Deste modo, a expansao destas células ex-vivo seria a solu¢do para a sua
utilizagdo em qualquer paciente, independente do peso corporeo (Broxmeyer ef al 1992;
Hirao ef al, 1997; Hogan et al, 1997).

Para melhor utilizarmos as células tronco de origem hematopoiética de acordo
com a fonte de obtencao, seria necessario um melhor conhecimento sobre a fisiologia
destas células em relagéo ao ciclo celular, migragéo trans-endotelial e resposta imune.
N&o ha estudos sobre o ciclo celular das células mononucleares de sangue de corddo,
Nao ha consenso também, quando comparamos as células de neonatos de termo com
os de prematuros (Haneline, ef al 1996; Liang et al, 1998; Li et af, 2001: Lim et al, 1988;
Gasparoni et al 2000). Wyrsch et al, 2000 em estudos com lentivirus, utilizando células
de sangue de corddo de prematuros (24 a 34 semanas de idade gestacional),
conseguiram transferéncia estavel e boa amplificacdo do material génico introduzido,
demonstrando que as células de prematuros podem ser modificadas, e utilizadas em

terapia génica ainda no periodo intra—(tero.

Rozenfeld-Granot et al, 2002 demonstraram que o receptor opidide mu estd

presente em sangue de cordéo e apresenta uma maior expressao se comparado com
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células CD 34" de sangue periférico, A ativagéo do receptor pode induzir ativacao da
cascata MAPkinase promovendo melhor resposta na proliferagio e diferenciagao
celular das células de sangue de corddo, em comparacdo com as de sangue periférico
e medula ossea.

Estudos realizados em nosso laboratério, para normatizagdo da técnica de
ensaios clonogénicos, demonstraram que o sangue de corddo de prematuros
apresentava intensa proliferacdo, muito acima da observada em neonatos de termo.
Apesar da concentracao celular utilizada para a realizacao das culturas nos dois grupos
(termo e prematuro) ser a mesma (1,0 x 10° células/ ml de meio), este aumento poderia
ser explicado pelo fato de existir maior nimero de células precursoras (CD34") no
sangue de corddo de prematuros. Entretanto, no sangue de corddo de prematuro,
observamos n&o sO um maior nimero de colénias como também diferenciagdc mais
precoce, encontrando-se, ja no 7 dia de cultura, grande numero de coldnias mistas
(CFU-GEMM). A cultura das células mononucleares de sangue de corddo de
prematuros no 7  dia assemelhava-se as de termo no 14" de cultura e no 14° dia,
apresentava coldnias de BFU-E, e fibroblastos que s&o caracteristicos de cultura de 21

dias. Provavelmente estas células poderiam entrar antecipadamente em ciclo celular.

O controle do ciclo celular (entrada e saida de ciclo) é realizado por holoenzimas,
ciclinas/CDK, que controlam a progresséo das células através do ciclo (Furukawa et al,
2002). Estas enzimas regulam em parte a transcricio de dois tipos de genes; o
primeiro, cujos produtos protéicos sao necessarios para o0 metabolismo de DNA e o
segundo, cujos produtos protéicos estdo envolvidos com o controle do ciclo celular.
Fazem parte da familia de proteinas relacionada com o controle negativo de
crescimento, a proteina pRB (produto do gene supressor de tumor retinoblastoma) e as
proteinas p107 e p130, que sdo estruturalmente e funcionalmente relacionadas com
pRB (Classon et al, 2001; Canhoto et al, 2000; Garriga et al, 1998; Mayol et al, 1995;
Mayol et al, 1996, Smith et al, 1996; Takahash-Suzuki et al, 1995).

Introducao
22



Outra familia relacionada com o controle do ciclo é a E2F (Williams ef al, 1997). A
familia E2F (E2F1, 2, 3, 4 e 5) sdo heterodimeros ativos, fatores de transcrigéo, que se
relacionam com a familia de proteinas 3DP. A transcricdo de E2F ¢é importante para a
progressao do ciclo de G1 para fase S e a regulagdo de alguns genes que atuam no
ciclo celular. A expressdo de E2F1 é suficiente para induzir as células, em fase S, a
entrarem em quiescéncia (Ishida et a/, 2001).

As proteinas, pRB, p130 e p107 pertencentes a familia retinoblastoma, regulam a
atividade de E2F através de associacao direta, inibindo a transativacao dependente de
E2F. Mas, esta associag@o é dependente do estado de fosforilagao destas proteinas.
Somente as formas hipofosforiladas séo capazes de se ligar aos E2F, causando a
inibicao da transicdo GO para G1, inibindo, portanto, a progressao do ciclo celular
(Classen et al, 2001; Gaubatz et al 2000). As ciclinas/CDK integram sinais positivos e
negativos de progressdo do ciclo celular, induzindo & hiperfosforilagao das proteinas,
levando & quebra do complexo de proteinas de ciclo da familia retinoblastoma-E2F e a
consequente transcricdo dos genes dependentes de E2F. Cada proteina, forma
complexos com um membro especifico da familia £E2F. A pRB se liga 4 E2F1,E2F2 e
E2F3 e sao detectadas a partir da metade de G1. As proteinas p130 e p107 se ligam a
E2F4 e E2F5. O complexo p130-E2F4 ¢ especifico das fases G0 e G1 inicial e apesar
de algumas celulas quiescentes poderem apresentar pRB, este raramente se liga a
E2F4. O complexo p130-E2F4 inibe E2F1 e, portanto, a transcrigéo.

Deste modo, o conhecimento dos fatores que controlam o ciclo celular das células de
sangue de cordao tem um papel relevante para viabilizar a expansao e diferenciacao
das celulas tronco de sangue de corddo.

Nos ultimos anos, varios estudos tém sido realizados com o intuido de estudar a
expressdo génica das células tronco, assim como, analisar as diferencas existentes
entre as células tronco dependente do tipo de fonte de obtencao. A analise comparativa
da express&o génica se tornou possivel nos Gltimos anos, com o advento, dentre outras

tecnicas, de cDNA microarray (De Risi et a/, 1997), DNA array com oligo de alta
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densidade (Wodicka ef e/, 1997) e a analise seriada da expressdo génica ou SAGE
(Claverie et af, 1997; Lash ef al, 2000; Margulies et al 2000, Tuteja et al, 2004;
Velculescu et af, 1995).

Os estudos iniciais de expressao génica foram realizados em camundongos. Philip
et al, (2000), comparando, células tronco e células maduras de linhagem
hematopoiética de camundongos, detectaram varios transcritos Super expressos
através de analise por subtragao de cDNA. Seguindo esta linha de pesquisa Park et al,
(2001) compararam células tronco de linhagem hematopoiética com uma sub-
populagéo de células tronco Thy1.1° c-kit” Scan-1" Lin™ obtidas de camundongos. O
meétodo utilizado foi array de alta densidade e microarray. Eles identificaram ao redor de
5000 clones de cDNA que eram diferenciaimente expressos. A comparacao de medula
Ossea total com célula tronco de linhagem hematopoiética de camundongo foi realizada
por alguns autores (Terskikh ef al, 2001; Ma et al, 2002 e Alaski ef al, 2003) que
verificaram uma diminuicdo na expressdc de varios genes, assim que as ceélulas

iniciavam a diferenciagéo e comegassem a exprimir genes especificos.

Recentemente Zhong ef al, (2005) compararam células tronco de linhagem
hematopoiética, responsaveis por reconstituigdo por longo tempo (LTR), com as
responsaveis por reconstituicdo por curto tempo (STR) e demonstraram que 210 genes

eram diferencialmente expressos e destes, 72 eram associados com as LTR.

As primeiras analises de expressdo génica de célula tronco de linhagem
hematopoiética humana foram realizadas através do método de microarray (Steidl et al,
2002; Zhou et al, 2001), utilizando-se para a analise, células CD34 total, sem selecado
de sub-grupo. No trabalho de Zhou et al, a analise da medula 6ssea identificou 42,399
tags Unicas. A comparacdo entre medula 6ssea e célula tronco obtida de sangue
periférico foi realizada por Steidi et al que identificaram 65 genes diferencialmente

expressos.

Em 2002, dois grupos tentaram definir um fenotipo geral de expresséo génica para

células tronco, a partir da andalise de medula éssea, neurosfera de camundongos,
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células embrionarias de camundongos, células de figado fetal humano e de
camundongo (Ramalho et al, 2002 e Ivanova et al, 2002). A comparacao da lista dos
genes super expressos, obtida destes dois trabalhos, foi realizada por outros autores
revelando apenas seis genes comuns as duas listas. (Evasikov ef al, 2003; Fortunel et
al, 2003; Vogel ef al, 2003).

Analise de células hematopoiéticas através do método de analise seriada de
expressao génica (SAGE) foi primeiramente publicada por Hashimoto et al, (1999) que
reportaram a expressaoc génica de celulas dendriticas derivadas de mondcitos obtidos

de CD34" de medula 6ssea, sangue de cordao e sangue periférico humanos.

Recentemente, dois estudos analisaram comparativamente a expressao génica de
células CD34" de sangue de cordao, medula dssea e de sangue periférico humanos
(Ng et al, 2004 e Georgantas et al, 2004).

Ng et al, 2004 analisaram a expressdo génica destas células através de micro-
arranjos (Affymetrix Gene Chip) contendo 12,600 genes e a capacidade proliferativa e
de reconstituicao de linhagem hematopoiética, através de estudos clonogénicos, in vitro
e in vivo. As células, CD34" de sangue de corddo, demonstraram uma maior
capacidade de "pega” que as CD34" de medula 6ssea e sangue periférico nos
transplantes realizados. Apresentaram também, um maior nimero de coldnias nas
culturas por fimiting-difution (CAFC). A analise comparativa da expressio génica
demonstrou 51 genes diferencialmente expressos, entre sangue de cordio e medula
Ossea e 64 entre medula Ossea e sangue periférico. Estes genes estavam envolvidos
com proliferaggo, diferenciacdo, apoptose e “pega”, confirmando as diferencas

observadas entre as células tronco, dependentes da fonte de obtencao.

Georgantas et al, (2004) analisaram a expressao génica de uma sub-populacio de
células tronco de linhagem hematopoiética, CD 34°/ CD 387 Lin", obtidas de medula
Ossea normal, sangue de corddo umbifical e célula tronco mobilizada de sangue
periférico humanos. O método de micro-arranjo foi também utilizado para a anélise da

expressdo (Affimetrix Gene Chip).
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Estes dois estudos, entretanto, utilizaram populagdes selecionadas de células
hematopoieticas. Por outro lado, os procedimentos de terapia celular e transplante sao
realizados com células mononucleares totais obtidas de medula 6ssea ou de sangue de
cordao. A populagdo de células mononucleadas infundidas, além das células tronco e
suas sub-populagtes j& conhecidas, apresentam outros tipos de celulas como linfocitos,
células mesenquimais e provavelmente outras células pluripotentes com maior
plasticidade, ainda desconhecidas, que interfeririam na pega do transplante
proporcionando uma methor reconstituicéo da linhagem hematopoiética ou do material
génico transplantado. Recentemente dois estudos foram publicados (Kogler et af 2004,
Cheng et al 2004) relatando a descoberta de outras sub-populagbes de células tronco,
pluripotentes, com grande potencial de expansao, ainda sem marcadores de superficie
definidos. No estudo de Kogler ef al, 2004, a célula descoberta poderia ser expandida
de 10 a 15 vezes, podendo se diferenciar de forma homogénea em células de varias
linhagens, (hematopoiética, neuronal, condrécitos condroblastos, adipbcitos,
cardiomiocitos e hepatdcitos) tendo sido observada diferenciacdo sem fusdo para
linhagem hepatocitica e para cardiomiocitos. Cheng et al, 2004, expandiu células
aderentes de sangue de corddo que, cultivadas com S-azatidine, originaram
cadiomidcitos. Os estudos de avaliagdo de contratilidade demonstraram positividade
para o corante de troponina.

Apesar da literatura apresentar varios estudos sobre expressao génica de células
tronco de linhagem hematopoiétca, ainda nio ha estudo publicado comparando a
expressao genica das células mononucleadas de sangue de cordéo e da medula 6ssea.
Portanto, os objetivos, deste trabalho, foram analisar a expressao génica de células
mononucleares de sangue de cord&o através da técnica de analise seriada de
expressaoc genica (SAGE) e comparéa-la com a biblioteca de células mononucleares de
medula ossea ja depositada on fine no Sagemap database e analisar a express&o de
proteinas de ciclo celular através da técnica de immunobloting.
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Objetivos




+ Analisar, através da tecnica de andlise seriada da expressao génica {SAGE), os
genes expressos em celulas mononucleares de sangue de cordéo e comparar 0s

resultados com a biblioteca de medula 6ssea existente on line.

* Avaliar a expressdo de proteinas do ciclo celular através da técnica de
immunoblofting.
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Hipotese e Justificativa




Hipétese

As celulas mononucleares de sangue de cord3o, por serem mais primitivas,
podem apresentar diferenca na expressio de genes relacionados com ciclo celular,
migrac@o trans-endotelial e resposta imune dentre outros, possibilitando maior
capacidade de proliferacao, diferenciagio e expansao que permitem a sua utilizagao
em transplantes sem a total compatibilidade ao sistema de antigenos leucocitarios de
histocompatibilidade.

Justificativa

O sangue de cordéo é uma das principais fontes de obtengéo de células tronco de
linhagem hematopoiética, devido a facilidade de coleta e caracteristicas de suas
celulas. Por serem mais primitivas, as células mononucleares tém maior capacidade de
proliferagao, expans&o, auto-gerag&o, diferenciagéo para outras linhagens e diferente
padréo de resposta imune, quando comparadas com as obtidas da medula éssea ou de
sangue periférico. No entanto, pouco se sabe sobre a fisiologia destas células. Um
melhor conhecimentio sobre o assunto nos permitiria escolher a fonte ideal de obtencao

de células tronco para propositos definidos.
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1. Coleta de sangue de cordao

A coleta foi realizada segundo protocolo especifico do Banco de Sangue de
Cord&o Umbilical do Hemocentro, descrito a seguir.

— Critérios de exclusao

Foram considerados critérios de exclusdo, a presenga de ruptura de bolsa
amniética acima de 6 horas anteriores ao parto, temperatura materna acima de 38°C,
presenga de mecdnio no liquido amnictico 3+/4+, gestante em acompanhamento pelo
Servigo de Medicina Fetal, gestante portadora de doenca auto-imune em uso de
corticoesteroide em altas doses (acima ou igual a 1mg/kg peso), gestante portadora de
Hipertensdo arterial e gestante portadora de Diabetes Mellitus.

— Criterios de inclusao

Foram consideradas aptas, as gestantes que estivessem em trabalho de parto
durante o periodo de dequitacao placentaria, sem intercorréncias clinicas e
obstetricas.

A idade gestacional foi avaliada pelo tempo de amenorréia e indice de Capurro
e classificada pela classificagdo da Organizagao Mundial da Saide (OMS). Esta
classificacdo considera imaturidade extrema até 28 semanas, prematuros até 36

semanas e 6 dias e feto a fermo acima de 37 semanas.

~ Técnica de coleta de sangue de cordao

O sangue de cord&o foi coletado em trabalhos de parto normal, via vaginal
(preferencialmente) ou cesarea, durante o periodo de dequitacdo placentaria. Nos

partos de fetos de termo, foi utilizada bolsa de coleta especifica para sangue de
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cordao, com capacidade de 150 ml com 21 ml de anticoagulante {(CPD). Na coleta

de sangue de corddo de neonatos prematuros, foi utilizada bolsa de coleta de
sangue pediatrica de 70 ml com 3 ml de anticoagulante (CPD). Nestas bolsas foram
coletadas no maximo 10 ml de sangue, devido a quantidade de anticoagulante

adicionado.

O cordéao foi clampeado com pinga de Kelly, cerca de 30 segundos apds o
parto, de 5 a 10 cm do umbigo. Apds o clampeamento, a assepsia no cordao foi
realizada com polvidine. A veia umbilical foi puncionada perto do clampe, utilizando -
se a agulha do tubo coletor da bolsa de coleta. A bolsa foi colocada em cima do
agitador, ficando préximo ao chao, em agitagado continua para evitar formacéo de
coagulos. A coleta do sangue foi realizada por gravidade, via contragao uterina, ate
que o término do fluxo, quando entdo, a aguiha foi retirada, o cordéo foi gentiimente
ordenhado no sentido do perineo com pinga de Kelly, assepsia refeita e realizada
nova pungéo a 5 cm da pungao anterior. Este procedimento foi realizado no maximo
por duas vezes. Apds, quando o sangue parar de fluir ou a placenta aparecer no

perineo, fecha-se os clampes e remove-se a agulha.

- Coleta de medula Ossea

As amostras de medula 0ssea foram obtidas através de puncao de crista iliaca
posterior, sob anestesia, apds consentimento escrito e informado de sete doadores de
medula éssea, de acordo com Protocolo da Unidade de Transplante de Medula Ossea
do Hospital das Clinicas e Hemocentro UNICAMP. Foram coletados 10 m! de medula,

e acondicionados em tubos de hemograma, tendo como anticoagulante o EDTA.
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2. Manipulagao Celular

O fracionamento das células mononucleares e o estudo de viabilidade celular
foram realizados segundo os respectivos protocolos do Banco de Sangue de Cordao

Umbilical do Hemocentro, descritos abaixo.

~ Separag¢ao de células mononucleares

A separagdo foi realizada através de centrifugacdo com Ficoll-Hipaque, na
densidade de 1077. O sangue foi diluido na proporcdo de 1:2 com meio RPMI (Roswell
Park Memorial Institute), colocado gentilmente sobre o Ficoll (1:2) e centrifugado a 1800
rpm por 30 minutos. A nuvem esbranquicada, que fica na interface do sobrenadante,
contendo as células mononucleares foi entdo recolhida, adicionado RPMI e feito duas
centrifugagbes a 1200 rpm, durante 10 minutos (lavagens). Apos cada centrifugagéo o
sobrenadante & descartado e o botdo celular dissolvido com RPMI. Apds a ultima
centrifugagé@o, o botdo foi dissolvido em 1 ml de RPMI sendo analisado quanto a

viabilidade celular e realizado a contagem celular.

— Vitalidade e contagem celular

A vitalidade foi observada através da coloracao de azul de fripan e a contagem em
cémara de Neubauer.

- Congelamento

Como meio de re-suspensao, foi utilizado RPMI com L glutamina e 20% de soro
bovino fetal, mantido numa temperatura proxima a 0°C. A concentracao celular foi
acertada para 1,0x10" células/ml. O meio para o congelamento consistiu de DMSO,

RPMI e soro bovino fetal, na proporgéo de 1- 2-2, adicionado lentamente, mantendo-se
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o fubo em recipiente com gelo. Foi adicionado a mesma quantidade de meio de
congelamento que a utilizada para a re suspensdo e feito aliquotas em criotubos. O
transporte foi realizado em recipiente com gelo. A técnica de congelamento utilizada foi
a programada, informatizada, com controle de declinio de temperatura gradual

(Cryomed, Forma Scientific).

- Descongelamento

O descongelamento foi realizado rapidamente em banho-maria a 37°C, agitando-
se delicadamente o tubo que era retirado do banho-maria ainda com a presenca de
cristal de gelo. O contetdo do tubo foi despejado em outro tubo contendo 50 mi de
RPMI com 20% de soro bovino fetal (SBF). Foram feitas duas lavagens utilizando-se
centrifugacao a 1200 rpm por 10 minutos. Apos a primeira lavagem, as célutas foram re-
suspensac com RPMI e SBF & 20% e, ap6s a segunda, com 1ml de RPMI! com L
glutamina. A prova de viabilidade com azul de tripan e contagem das células viaveis em
camara de Neubauer foi repetida.

3. Ensaios Clonogénicos

Os procedimentos de cultura seguiram os protocolos existentes no servico,

descritos a seguir.

Cultura em meio semi-solido
— Concentragao celular

* A cultura foi semeada com 1x10° células /1 ml de meio/ pogo.
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- Meio

+ Foi utilizado 0,9% de metilcelulose, 30% de soro bovino fetal, 1% de albumina
bovina, 10° M de 2-mercaptoetanol, 2mM de L glutamina, 50ng/mt de Stem cell
factor recombinante, 10ng/ml de GM-CSF, 10ng/ml de Interleucina 3 (Stem Cell
Tech, Canada) e adicionado 2U de eritropoietina recombinante (Sigma) & cada 1
ml de meio As placas de cultura foram incubadas a 37°C em ambiente
humidificado, numa atmosfera de 3% de CO, .

- Leitura

*» A leitura das culturas foi realizada no 7° e 14" dias de cultura, Foram contadas
como coldnias agrupamentos com mais de 50 células das seguintes linhagens:
eritroide (CFU-E/ BFU-E), granulomonociticas (CFU-GM) e mista, granulo, eritro,
mono, megacariocitica (CFU-GEMM).

Cultura liquida

A cultura liquida foi realizada nos dois grupos estudados, prematuros (P) e de
termo (T) tendo sido utilizados 47 amostras de sangue de corddo de recém—nascidos
prematuros e 47 de termo, congeladas na concentracdo celular de 1,0x107 células/ml de
meio congelante, previamente estudadas gquanto & sua viabilidade e capacidade

clonogénica antes da criopreservacio e apos o descongelamento.
- Meio

O meio utilizado consistiu de 10 ml de IMDM {meio de Dulbeco modificado por
Iscovis), suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF), 2 mM de L glutamina, 10
ng/mi de stem cell factor, interleucina 3 e interleucina 6. As células foram cultivadas em
diferentes garrafas para cada horario a ser estudado (0, 4, 8,12, 16, 20, 24, 48, 72 e 96
horas) e para cada grupo de recém-nascidos (prematuro e de termo), As garrafas foram

entao colocadas em estufas humidificadas, contendo uma atmosfera de 5% de CO..

Material e Métcdo
36



- Concentracao celular

O meio foi semeado com 0,5 a 1,0 x 10° células / ml de meio.

4. Andlise da expressé&o das proteinas de ciclo celular por western

blotting

No intuito de investigar a diferenga de comportamento detectada nos ensaios
clonogénicos realizados em meioc semi-sdlido de metilcelulose, com células
mononucleares de sangue de corddo de recém-nascidos de termo e prematuros,
utilizou-se, para a analise de expresséo das proteinas de ciclo celular, cultura liquida de
curta duragdo, suplementada com fatores estimulantes de crescimento. A cultura foi
repicada e as celulas coletadas para re-avaliagdo e extragdo de proteina; de quatro em
quatro horas a partir do tempo 0; nas primeiras vinte e quatro horas de cultura, e apos, a
cada 24 horas até 96 horas. Foram realizados dois experimentos.

- Separacéo de células para extracdo de proteina.

Ao final de cada periodo de estudo, a cultura era homogeneizada, as células eram
submetidas a centrifugacdo & 1200 rpm/ minuto, o sobrenadante desprezado e o botao
celular re-suspenso com RPML. A prova de viabilidade (colorag@o de azul de tripan) e a
contagem das celulas em camara de Neubauer eram refeitas. As células eram entao
separadas para extrac@o das proteinas para o estudo de expressdo das proteinas
relacionadas com ciclo celular.

- Extragao de proteina

As proteinas das células em cultura foram extraidas utilizando-se Tampao Ripa
(Ripas’ Buffer). As células foram submetidas & centrifugacdo a 14.000 rpm, a 4°C

durante dez minutos e o botdo lisado em 100ul da solugdo tampdo que continha
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125mmolil de Tris pH7.5, 4% (wt/vol) sulfato de duodecyl sodico (SDS), 0,4% (volivol)
de glicerol, 0,5 mmol/lL DTT, 0,5 mmol/MI PMS, 0,5 png/mL leupeptina, 0,5 ug/mL de
inibidor de protease (Sigma), 1,0 ug/mL de inibidor de tripsina e 0,5 ug/mL de aprotinina.
Foi adicionado 40ug/ml. de orthovanadato para proteger contra a degradacéo proteica e
desfosforilagdo das amostras.

- Quantificacao protéica

A quantificagdo da proteina foi realizada através do método de Bradford (Bio-Rad)
e a leitura através da densidade 6ptica em espectrofotdometro no comprimento de onda
de 595 nm. Apos a quantificagdo, 45ng de proteina foi fracionada por eletroforese, em
gel de SDS- poliacrilamida (8% (wt/vol). Apés, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose 0,5 A, por 2 horas. A membrana foi incubada por 3 a 4 horas
com 10% (wtivol) de leite em po, desnatado em PBS/0, 05%( volivol), Tween 20
(PBS/T), lavada e incubada novamente durante toda a noite, em temperatura de 4°C
com o anticorpo primario em PBS/T 3% (wt/vol) e soro de albumina bovina (BSA). Os
anticorpos primarios utilizados foram p130 (C-20), p 107 (C-18) do laboratério Santa
Cruz Biotecnology (Santa Cruz, CA), Estes anticorpos sdo IgG policlonais de coelho,
utilizados na concentragao de 100ng/mi. -

Apos, as membranas foram lavadas irés vezes em PBS/T, e incubadas a
temperatura ambiente por 4 horas com o anticorpo secundario, proteina A sefarose [125

i1 (Activa Products Scientific) em PBS/T a 3%, BSA a 3% e leite em p6 desnatado.

Apos, as membranas foram envoltas em filme plastico e expostas em filme de Rx
durante 48 horas.
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- Analise dos resultados através de densitometria no aparelho “Eagle Eye”.

Os resultados da analise da expressdo das proteinas de ciclo celular, p130 e
p107, foram analisados através de densitometria, no aparelho “Eagle Eye” (Stratagene).
Os valores absolutos encontrados foram transformados em gréafico, comparando os
resultados obtidos das amostras de sangue de corddo de recém nascidos prematuros
com as amostras dos de termo.

3. Analise Seriada de Expressao Génica (SAGE)

A analise seriada da expressao génica (SAGE) das células mononucleadas de sangue
de cordao umbilical humano foi realizada conforme o protocoio I-SAGE Kit da Invitrogen a
partir de 40 ml de uma amostra de sangue de cordéo de neonato de termo de 40 semanas
de gestagao. A comparagéo com as células mononucleadas de medula éssea foi realizada a
partir de biblioteca ja existente nos bancos de dados dos programas SAGEmap

(http:iwww ncbinim nih.gov/SAGE ) € GAPSAGEmapbestGenie {http://www.coap.nebi.nim nin. gov/SAGE).

- Extragao do RNA

O RNA total foi extraido, utilizando Trizo! (invitrogen, Carlsbad, CA), do botdo de
células mononucleares (1X107 células) submetidas a centrifugacéo pelo método de
Ficoll-Hipaque na densidade de 1077. Foi adicionado ao botdo, um ml de trizol, solugéo

monofasica composta por fenol e guanidina isocianato, para cada 5x10° células.

O precipitado contendo o trizol foi incubado & temperatura ambiente a fim de que
houvesse uma completa dissociagdo dos complexos nucleo-proteicos. Apos adicao de
cloroférmio(CHCIs), foi realizada agitago vigorosa e centrifugacdo em velocidade
maxima de 14000 rpm a 4°C. A fase aquosa foi transferida para outro tubo, procedendo-
se Imediatamente & precipitagdo com isopropanol gelado. Apos mncubagado a
temperatura ambiente, procedeu-se centrifugagéo em velocidade maxima de 14000 rpm

4°C. Apos esta centrifugacdo, o precipitado foi lavado com etanol 70% gelado para que
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houvesse uma completa remog&o de sal, e entdo submetido & nova centrifugacéo, a
11500 rpm, a 4°C. Finalmente, o RNA foi re-suspenso em agua estéril contendo
dietilpirocarbonato (DEPC) e incubado a 55°C por 10 minutos e 2 horas em gelo, para
completa solubilizacao do RNA.

A quantificacdo do RNA obtido foi realizada através da leitura da densidade optica
em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 260 nm. A integridade da amostra foi

verificada por eletroforese em gel desnaturante de agarose a 1,2%.

- Protocolo SAGE

A primeira etapa ocorre com o isolamento do RNA mensageiro a partir do RNA
total, através da ligagéo da cauda poli-A a 100 pi de oligonucleotideos de timina (ofigo
dT) adaptados a esferas magnéticas. As caudas poli-A ligadas a estas esferas foram
isoladas com o auxiiio de uma estante magnética, que retém na parede do tubo
somente o RNA mensageiro ligado as esferas magneticas. A transcrigao foi realizada a
partir da enzima Superscript Il RTTM, E. coli DNA Polimerase, E. coli DNA ligase e
RNase H. A eficiéncia da sintese de cDNA foi verificada através de uma reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) com primers para GAPD-H e EEF1A1. Apos, foi realizada
uma digestdo com enzima-ancora Nia I/l, que reconhece a seqgtiéncia CATG. O controle
da eficiéncia da digestdo foi realizado através de PCR utilizando-se primers de GADPH
e EF para amostras de RNA humano. A digestdo eficiente deve resultar na perda no
sitio de ligacdo do prime de GAPDH. A linha de ligagao do prime de EF permanece
inalterada.

Estas fitas de cDNA s&o ligadas a adaptadores, seqliéncias de 40 pb gue possuem
nas suas extremidades coesivas as quatro bases complementares ao sitio da enzima
Nia i, facilitando a sua ligac8o a extremidade das fitas de ¢cDNA. Cada amostra foi
dividida em duas aliquotas, e cada uma delas € ligada a um adaptador diferente, A ou B,
utilizando a enzima T4 DNA ligase. Com ambas as aliquotas ligadas aos adaptadores A

e B, procedeu-se a digestdo com a Bsm FI, que € uma enzima do tipo de restricao lIS
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(reconhece um sitio e faz o corte em outro ponto da sequéncia), que fez as etiquetas
(tags). Neste passo € feita uma nova verificacdo da eficiéncia através de PCR.

Como esta enzima reconhece seu sitio € corta a fita de ¢cDNA 10-14 pb distante do
seu sitio de reconhecimento, ela liberou a fita de cDNA da esfera magnética, restando
uma fita de cerca de 50 pb com uma extremidade 5° coesiva sobressalente de 4 pares
de bases. Portanto, a etiqueta (tag) consiste de 40 pb da seqiiéncia do adaptador e 10 a
14 pb da etiqueta ou a tfag propriamente dita, com a sequéncia Unica correspondente ao
transcrito.

Em seguida, a extremidade 5’ coesiva criada com a Bsm F/ foi preenchida através
da reagao com a enzima Klenow polimerase. Foi feita a reacao de ligagdo das tags, que
foram unidas para formar uma ditag (26 pb), onde cada tag correspondente ao transcrito
tem o adaptador A de um lado e o adaptador B do outro. Uma amplificacdo por PCR em
larga escala é realizada, utilizando como molde o produto da ligagdo, ou seja, as ditags
recém-formadas. Os produtos gerados possuem ao redor de 102 pb e foram
combinados em apenas dois tubos, para extragao com fenol-cloroférmio, precipitacéo
com etanol, acetato de aménio e glicogénio e sendo fracionados em um gel de
poliacrilamida 12%.

Os fragmentos de 102 pb foram recortados do gel e purificados em colunas para
centrifugagéo, sendo as amostras eluidas e novamente precipitadas com etanol, acetato
de ambnio e glicogénio.

Uma segunda digestao, com Nla //i, foi realizada nos produtos de PCR purificados
para eliminar os adaptadores e deixar somente as ditags de 26 pb. O produto desta
digestao foi aplicado em gel de poliacrilamida 12%.

Foram observadas bandas de 26 pb, com o sitic da Nla /I, bandas de 40 pb
correspondente aos adaptadores, e bandas de 60 e 100 pb resultantes de digestao
parcial. Deste gel, foram removidas apenas as bandas de 26 pb, correspondentes as

ditags, gue foram submetidas a purificagdo em colunas.
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A seguir, foi realizada uma reagéo de ligagdo com as difags purificadas formando
os concatameros, conjuntos de ditags ligadas umas as outras de forma continua,
atingindo tamanhos variaveis de cerca de 200 pb até mais de 1000 pb, dependentes do

numero de ditags que estiverem formando cada concatamero.

Foi feita uma selecdo por tamanho destes concatameros, através de eletroforese
em gel de poliacrilamida 6%, sendo separados, em tubos diferentes, os fragmentos com
200 a 500 pb, de 500 a 800 pb e os fragmentos superiores a 800 pb. Os concatameros
de tamanhos diferentes foram entdo purificados e clonados em vetor pZero-1. Os
vetores contendo os concatameros foram inseridos por eletroporagdo em bactérias
eletrocompetentes da linhagem DH70B. A eletroporagéo foi realizada em cubetas de 0,1
cm no eletroporador, Gene Pulser Il (Bio-Rad Laboratories) ajustado para as seguintes
condigdes; 1,8 kV, 25mF e 200 W.

As células eletroporadas foram repicadas em meio agar LB Low Salt (meio solido)
contendo o antibidtico zeocina e as coldnias semeadas em placas de cultura com 96
pogos, contendo meio liquido 2YT também com zeocina. Uma aliquota desta cultura foi

utilizada para reagéo de PCR, com iniciadores universais M13, nos dois sentidos.

Os insertos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
e entdo utilizados para a reagéo de seqlenciamento, realizada em seqiienciador
MegaBace 1000 (Amersham Biosciences) utiizando DYEnamic ET Dye Terminator

Sequencing Kit (Amersham Biosciences; Pisacataway, NJ)

6. Analise do SAGE através de programas de bio informatica.
- Sagetags

O resultado do seqiienciamento foi submetido a analise através do programa
eSAGE (Margulies e Innis, 2000) que transformou o resultado em sagetags O programa
extraiu e quantificou 6 namero de tags, a quantidade de vezes que apareceram, a

diferenca de expresséo entre os perfis gerados, abundancia (fold), e submeteu este
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valor a um método estatisfico p valor segundo Audic-Claverie, (1997), onde a
probabilidade esperada de se observar y ocorréncias de um clone ja observado x vezes
& dada pela formula: p(yjx) = (x+)! / x1y12 “*Y Como em nosso estudo foram
analisadas duas diferentes bibliotecas, utilizando amostras de tamanhos diferentes, foi

necessario utilizar outra formula, derivada da férmula descrita acima.
p(y1x) = (N2/N1Y (x+y)! 1 Iy {(1+N/N. )7
Portanto, p valores, p(y|x)s, pequenos caracterizam genes que exibem expressao

regular, com relativa abundancia, cuja abundancia ndo é a mesma nas duas bibliotecas.

Os dados gerados pelo programa eSAGE foram entdo submetidos a programas de criagdo
de bancos de dados e tabelas, como o Access e 0 Excel (Microsoft Corporation) para fins

de analise. Para a identificagdo de cada tag, foram realizadas pesquisas em bibliotecas dos

bancos de dados disponibilizado pelos programas SAGEmap (http:/www.nchi.nim.nin.qov/SAGE) €

CGAPSAGEmapbestGenie  (ntp/fwww.caap.ncbinimnih.gow/SAGE) comparando-as  com  as
seqléncias génicas ja conhecidas. O resultado da analise através do programa
CGAPSAGEmapbestGenie foi utilizado para as anélises funcionais e para a comparacao

com a biblioteca de medula 6ssea ja depositada.

- Analise funcional

A analise funcional foi realizada em duas ontologias: fungdo molecular e fungao bicldgica,

nos niveis 1, 2, 3 e 5. Os programas utilizados para a classificagdo foram Gene Ontology

Consortium (http://www.geneontology.org) € David ( hitp://www.david niaid.nih.gov/david/betalindex/ntm).

7. Validagdo do SAGE

- Critérios de selegao para os onze genes submetidos a validacéo

» Relagdo com ciclo, diferenciacdo celular, migracdo trans-endotelial (homing) ou

resposta imune.
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+ Nivel de expressio.

No intuito de obtermos uma populacdo que representasse as diferencas de expressio
tanto em sangue de corddo quanto em medula, foram selecionados 4 genes com a
abundancia maior que 10 e 3 genes com abundancia de 6 em sangue de cordio; 3
genes mais expressos em medula com abundéancia de 3,5 e um com a praticamente a

mesma abundancia em sangue de corddo e medula 6ssea (-1,8).

- Extracdo de RNA

As células mononucleares (1X10’ células) obtidas da separagdo pelo método de
Ficoll-Hipaque (densidade de 1077), foram centrifugadas em tubos de microcentrifuga
siliconizados, livres de RNAse. O RNA foi extraido utilizando-se trizol, ja descrito em
itens anteriores. A integridade do RNA foi analisada através de eletroforese em gel de
agarose a 1,2%, desnaturante. A concentragdo do RNA foi quantificada num
espectrofotometro GeneQuant UV (Pharmacia).

As amostras foram incubadas com DNasel por 15 minutos em temperatura
ambiente e foi adicionado EDTA para uma concentragdo final de 2mM para parar a

reacao.

A enzima foi subseqlientemente inativada por 10 minutos 3 uma temperatura de
65'C. As amostras de RNA (dug) tratadas com DNasel foram submetidas a transcrigao
reversa com SuperScript il (Invitrogen) e oligo dt por 50 minutos 4 42°C. RNase H
(Invitrogen) foi entdo adicionada e as amostras foram incubadas por 20 minutos a
temperatura de 37°C. As amostras de cDNA foram quantificadas através do

espectrofotdmetro GeneQuant UV (Pharmacia).
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Tabela1:  Genes escolhidos para a validagio do SAGE.

Tags Hs Simbolo SC MO Abh pvalor
GGGAAGCA 414.880 FI1R 77 2 38.5 4 25609E-18
GGCAGTGA 302.145 | Hb Gama 30 0 30 1.425530E-0.8
CCTCAGGATA 170.009 TGFA 25 2 12.5 2.50154E-0.5
AATGGATGAA 491.953 | SMARCC2 12 0 12 0.0007665203
CAGGAACG 366.546 | MAP2K2 12 2 6 0.0196678797
ACAGCCTGCA 1563.752 | CDC25B 6 0 6 0.0258316190
GCGGTGTACA 10.306 NKG7 17 3 5.7 0.005619998
TGTAGTTTGA 171.626 SKP1A 13 3 3.5 0.0340681326
TACCTCTGA 416.073 | S100A8 645 1182 -1.8 1.060113E-61
GTGCTGTCT 398.636 | Hb Aifa 26 90 -3.5 1.72504E-12
AGCCTTCA 155.376 | Hb Beta 15 41 -3.4 2.766486E-05

Legenda: Hs= numero no UniGene; SC = n® de tags em sangue de cordao; MO = n? de tags em

medula 6ssea, Ab= abundancia (fold).

- Reacao em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (qPCR).

O gPCR foi realizado com dez amostras de sangue de corddo e sete de medula

Ossea de diferentes doadores.

A técnica de real-time € baseada no monitoramento da fluorescéncia emitida
durante a reag@o em cadeia da polimerase (PCR) pela ligacao de uma sonda especifica
(Tagman, Molecular Beacon, etc) ou um corante (SYBRGreen), na fita recém
sintetizada.

A deteccao de amplificacdo em tempo real foi realizada no equipamento ABI 5700
Sequence Detector System (Applied Biosystems) utilizando o reagente “SYBRGreen
PCR Master Mix (Applied Biosystems)”, que além de conter todos os reagentes
necessarios para a realizag@o de uma reagdo de PCR (dNTPs, MgCl, Tampao, Taq

Ampli-Gold) contém também o corante SYBRGreen, componente intercalante de DNA
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dupla-fita necessério para a detecgdo da reagdo ciclo a ciclo pelo equipamento acima

citado.

Para a quantificacdo da expressdo dos genes utilizamos o método de “analise
relativa dos dados”, onde a expressdo dos genes selecionados foi quantificada em
relagao a um gene de controle endégeno de express&o, a B-actina. Também utilizamos

nesta analise situa¢des denominadas calibradoras.

A analise relativa dos dados é expressa pela derivacdo da formula aritmética
2*4“", de onde obtivemos os niveis de expressdo génica das amostras sempre em

relacao a amostra calibradora, como descreve o manual do equipamento (Livak et al,
2001).

Para que a reagdo de PCR em tempo real seja confiavel e reprodutiva €
necessario que a reacdo ocorra em condicbes Otimas, com 90 a 100% de eficiéncia de
amplificag&o. O calculo de eficiéncia de ampiificacao é realizado através da formula 10(-
1/slope) (Pfaffi, 2001 e Meijerink et al, 2001).

As reagbes de PCR em tempo real foram otimizadas testando-se varias
concentragGes de iniciadores (primers) em uma diluicdo seriada de cDNA.

Todas as amostras foram quantificadas sempre em duplicata em placas de 96
pocos (MicroAmp Optical 96-well reaction plate -Applied Biosystems). As reacoes foram
realizadas em um volume total de 25! contendo 20ng de cDNA, 12,5u] de SYBRGreen
Master Mix PCR (Applied Biosystems). Os dados para serem aplicados a formuia
aritmética foram coletados na forma de emissao de fluorescéncia na fase exponencial
da reacao pela determinac&o de um Unico “Threshod” para todas as amostras realizadas
numa mesma placa de 96 pogos. Este "Threshod” nada mais € que uma linha tracada
na vertical. O ponto de encontro entre esta linha e a curva de amplificacdo €
denominado “Cycle threshod”, ou “Ct".

Estes dados em forma de “Ct" foram exportados para uma planilha de Excel.

Foram exfraidas as médias destes dados, uma vez que as amostras eram realizadas
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sempre em duplicatas, e as normalizagdes dos dados com o controle de express&o
endbgena, primeiro passo da derivagao aritmética denominada ACt (Ct da amostra com

gene alvo menos Ct da amostra com gene de controle endogenao).

Apos a normalizagdo dos dados foi realizada a calibracdo dos mesmos, utilizando
situacGes onde a expressao do gene alvo ¢ inexistente, levando ao segundo passo da
derivacao aritmetica denominada AACt (ACt da amostra a ser quantificada menos ACt

da amostra calibradora — tempo 0 (zero).

Os dados que foram normalizados e calibrados foram convertidos em niveis de
expressao pela formula 2AACt, onde se estima que a situacéio calibradora tem valor “1”

{um) de expressao.

Para certificagdo de que a fluorescéncia emitida ndo estava sendo gerada por
amplificagdo inespecifica dos iniciadores (primers), foi feita a analise da curva de
dissociacao gerada pelo equipamento. Esta curva baseia-se no “Tm” (Melting
Temperature) especifica de cada produto, que € determinada pela sua composicdo de
nucleotideos. A cada variagdo da temperatura, que acontece entre 60° C a 95° C logo
apods o término do PCR, sao coletados dados de fluorescéncia. A curva de dissociacao
se da quando em determinada temperatura o produto de PCR separa suas fitas e ocorre
queda de fluorescéncia gerada pelo SYBRGreen, ja que este intercala somente dupla
fita. Controles sem adigdo de molde (NTCs)" foram incluidos para cada par de
iniciadores.

As reacbes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicatas para cada
amostra de cDNA. O iniciadores foram utilizados na concentragdo de 600 nM.

A analise foi realizada com a média de 2AACt das dez amostras de sangue de

cordao e sete amostras de medula 6ssea.
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Tabela 2:  Seqiiéncia dos iniciadores (primer) utilizados no gPCR.

Gene

Iniciadores

alfa-globina-F

5-CCCCACAGACTCAGAGA -3,

alfa-globina-R

5-CGGCCTTGA CGTTGGTCTTT-3.

Beta-globina-F

S-ATCTGTCCACTCCTGATGCAGTT-3.

peta-giobina-R

S-AGGCACCGAGCACTTTCTTG-3.

gama-globina-F

2'-CATGGCAAGAAGGTGCTG-3.

gama-globina-R

5'-GCAAAGGTGCCCTTGAGATC-3.

Beta-actina-F

5'-TCACCGAGCGCGGCT-3'.

Reta-actina-R

S'-TAATGTCACGCACGATTTCCC -3,

CDC25B-F 2 -AGCACCAAGACCTCAAGTACATCTC-3.
CDC25B-R S'-AAACTTATCCACGATGTTGCTGAAC-3'.

NKG7-F 5-CTCAGCTATCCTCTTGCTCTGTACA -3

NKG7-R 9-TGCCGCTCTTGCCTTCTG-3

SKP1A vari.2-F

5-AGCCCAGGTACGCAAAGAGA-3

SKP1A vari.2-R

5-GCAACTAGTATTTGGAACAATCCTTACA-3

SMARCC?2 vari.1-F

5'-CAGTCACTGAGGATAAGAACAATGC-3

SMARCCZ vari.1-R

5-TTATCCCTCTTCATGACTGGTCGTA-3

TGFA-F

5-GCACGTCCCCGCTGAGT-3.

TGFA-R

5 -TGGGAATCTGGGCAGTCATTA-3.

F11 receptor-F

5-TGGACAGAAAGCGTGATTTTGA-3.

F11 receptor-R

5'- TGAAGGAAGCATTTTAAGGTGTAACTT-3.

S100-A8-F 5-CGTCTACAGGGATGACCTGAAGA-3.
S100-A8-R S -GAGCTCCGGAGGGTTTTTCC-3.
MAP2K2-F 5-CGGACCTGAAGATGCTCACA-3.
MAPZKZ2-R 5-ACACAACCAGCCGCAAA-F

Material e Método
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- Analise seriada de expressio génica (SAGE)

Os clones contidos nos concatdmeros foram seqiienciados e o resultado do
seqienciamento foi submetido & analise através do programa eSAGE, transformando o
resultado em “sagefags” O programa quantificou o nimero de “fags”, e a quantidade de
vezes que estas apareceram. Estes pardmetros foram submetidos ac método estatistico de
Audic-Claverie, 1997, e comparados com as seqiiéncias génicas j& conhecidas e

relacionadas em bibliotecas existentes “onfine” SAGEmap (http:/mwww,nebi.nim.nin, gov/SAGE) €

CGAPSAGEmMapbestGenie (htp//www.caap nebinim nih.gov/SAGE).

Tabela 3:  Analise global da expressdo génica de células mononucleares de

sangue de corddo e medula éssea.

Sangue de cordao Medula 6ssea
Tags Unicas 15.519 13.075
Tags totais 44.924 36.577
Desconhecidas 3.812 2.993
ORFS 355 268
EST 1663 1.465
cDNA/ mRNA 740 640
Seqgiéncias Hipotéticas 1177 998
Genes ribossomais e 286 228
mitocondriais
Genes conhecidos exceto 7.486 6.483
ribossomais e mitocondriais
Fator de corre¢ado para 22,25982 27.33958
imilhao de tags
Resuitados
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1. Comparagéo entre as bibliotecas de sangue de corddo e medula

ossea

A comparacdo entre, as bibliotecas de células mononucleares de sangue de

cordao e de medula 0ssea, demonstrou 23.981 genes comuns as duas bibliotecas.

Quando analisamos os genes comuns as duas biblictecas através do método estatistico
de Audic et Claverie (1997), foram obtidos 556 genes diferencialmente expressos (p <
0,05). Analizando apenas transcritos com abundéncia de expressao > ou < 10 vezes,
foram detectados, com base no programa UniGene, 35 genes apresentando
abundancia de express@o 10 vezes maior em sangue de cordédo do que em medula

0ssea e 13 genes onde ocorreu exatamente o inverso.

2. Classificacdo Funcional

A classificacdo funcional dos genes diferenciaimente expressos foi realizada em
duas ontologias; fungdo molecular e fungdo biolégica, nos niveis 1, 2, 3 e 5. Os

programas utilizados para a classificacdo foram Gene Ontology Consortium

(hitp://www_gensontology.org) e David {(hitp:/iwww.david niaid.nih.gov/david/beta/index/htm).

Os graficos obtidos destas andlises se encontram ‘“online” no site

http:/fwww.hemocentro. unicamp. br/summary. Estes graficos, quando analisados,

demonstraram uma distribuicdo similar, entre as varias categorias, nos niveis 1, 2 e 3.
No nivel 5 houve uma maior distribui¢@o de “tags” em sangue de cordao nas seguintes
categorias; resposta imune, ciclo celular, resposta inflamatéria, resposta de defesa
celular, replicagao de DNA, metabolismo de mRNA, via de sinalizagao do receptor de
proteina ativadora de linfocitos com proteina G acoplada, catabolismo de lipidios,
regulacdo positiva da cascata de I-kappa B kinase-NF-kappa B, biossintese de
esteroides, resposta contra patégenos, regulagdo positiva de sinal de transducao,

metabolismo de esterdides,
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Os genes expressos com abundancia >10 x ou < 10 X, classificados de acerdo
com o programa UniGene estio demostrados no grafico 1 e nastabelas 2 e 3

Grafico1: Genes diferencialmente expressos, com abundancia >10 x ou < 10 x,
classificados de-acordo.com o programa UniGene.
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As gama globinas, y 1 e y 2 foram retiradas do grafico para que as outras colunas pudessem
ser melhor demonstradas pois apresentavam valores de tags de 334 e 698
respectivamente.

*** seqiéncia transcrita que apresenta moderada similaridade com a proteina sp: PO1871.
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Tabela4:  Genes 10 x mais ou somente expressos em sangue de cordao.
tag SC . MO pvailor Fold Hs Simbolo Desc
ATGCAGAGCT 608 6 1.2E-148 101.33 | Hs: 302.145 HBG2 hemoglobin, gamma G
ATTCAGAGCT 334 5 1.31E-79 66.8 Hs: 449.631 HBG1 hemoglebin, gamma A
GGGAAGCAGA 7T 2 4.26E-18 385 Hs: 506.845 F11R F11 receptor
GTGACCACGG 48 4 3.84E-09 12 Hs: 449.065 FLJ38374 | hypothetical protein FLJ38374
GGCAGTGAGC 30 o 1.43E-08 30 Hs: 302.145 HBG2 hemogiobin, gamma G
CCTCAGGATA 25 2 2.5E-05 12.5 Hs:170.008 TGFA transforming growth factor, alpha
ribosomal protein 88 kinase, 70kDa,
GAACCGTCCT 24 2 4.27E-05 12 Hs: 32.156 RPS6KB2 | polypeptide 2
CCGACGGGLG 21 0 3.31E-08 21 Hs: 300.463 ACO2 acenitase 2, mitochondrial
CTTCTIGGCC 21 1 3.63E-05 21 Hs: 396.393 UBE2S ubiguitin-conjugating enzyme E2S
iymphotoxin beia (TNF superfamily,
GCAGTGGGAA 21 2 0.000209 10.5 Hs: 376.208 LTB member 3)
GCCCCCCCGT 17 1 (.000341 17 Hs: 446.311 MGC10911 | hypothetical protein MGC10911
procollagen-proline, 2-oxogiutarate 4-
GCTTTCTCAA 17 0 3.72E-05 17 Hs: 410.578 P4HB dioxygenase (proline 4-niydroxylase),
beta polypeptide (protein disulfide
isomerase;
GCGCAGAGHT 15 1 0.001631 15 Hs: 520.738 RPL41 ribosomal protein L41
CGACGAGGAG 13 1 £.003079 13 Hs:  9.999 EMP3 epithelial membrane protein 3
GACCCAGAGG 13 0 0.000419 13 Hs. 124.747 FLJ35258 | hypothetical protein FLJ25258
amyloid beta precursor protein binding
GGCAAGAGGC 13 0 0.000419 13 Hs: 418.162 APPBP1 protein 1, 59kDa
damage-specific DNA binding protein
GGTAGCCTGG 13 0 0.000419 13 Hs: 280.758 DDB1 1, 127kDa
eukaryotic transiation inttiation factor
AACTCTTGAA 12 1 0.605291 12 Hs: 127.148 EIF353 3, subunit 3 gamma, 40kDa
AATGGATGAA 12 o 0.000767 12 Hs: 491.953 | SMARCC2* | Transcribed sequences
ATGAAACCCC 12 ¢ 0.000767 12 Hs: 442705 ZNF31 2ine finger protein 31 (KGX 29)
GCGAAACCCC 12 1 0.005291 12 Hs: 308.978 | 1 OC284912 | hypothetical gene BC001801
GGCTCAGACC 12 1 0.005291 12 Hs: 436.949 CD8 CD& antigen
AGGAGGTATC 11 0 0.001404 11 Hs.105.806 GNLY granulysin
GGAACTTTTA 11 1 0.009052 11 Hs: 43.857 SULF2 sulfatase 2
GTGGCAGGCG 11 0 0.001404 11 Hs: 21.143 SPPL3 signal peptide peptidase 3
TCTGCTTACA 11 0 0.001404 11 Hs: 381.219 RPL15 ribosomal protein L15
TGGATCCTGA 11 0 0.001404 11 Hs: 449.631 HBG1 hemoglobin, gamma A
TTAGGGAGGA 11 1 0.008052 11 Hs: 353.214 ICAM3 intercellular adhesion molecule 3
ATGAAACCCT 10 1 0.014 10 Hs: 31.330 > Cione HQ0319
sterol-C5-desaturase {(ERG3 delta-5-
CATTAATGAA 10 Q 0.002571 10 Hs: 287 740 SC5DL desaturase homolog, fungal)-iike
tumor  necrosis  factor  (ligand)
CCACTACACT 10 0 0.002571 10 Hs: 387.871 TINFSF10 | superfamily, member 10
KDEL (Lys-Asp-Giu-Leu} endoplasmic
GTTGAAACTC 10 1 0.01 10 Hs: 528.305 KBELR3 reticulum protein retention receptor 3
palmitoyl-protein thioesterase 1
TCAGTTTGGA 16 1 0.01 10 HMs: 3873 PpPT1 {ceroid-lipofuscinosis, neuronald,
TGCAATAGGG 10 1 (.01 10 Hs: 437.085 | PPP1R12C | protein phosphataseiregulate unit 12
nucleotide-binding aligomerization
TTACCCAGTG 10 G 0.002571 10 Hs: 377.097 NOD27 domains 27
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Tabela 5: Genes 10 x mais ou somente expressos na medula dssea.
Tag SC | MO pvalor | Fould Hs Simbolo Desc.
CTCCCCCAAA | 16 1180 | 1.83E-37 | -10 | Hs: 366 | MGC27165 | hypothetical protein MGC27165
Transcribed sequence with
moderate similarity to protein
sp:P01871 (H.sapiens)
MUC_HUMAN Ig MU chain C
CAAACTAACC 5 | 63 | 1.31E-18 | -12.8 | Hs: 153.261 il region
phosphatidic acid phosphatase
GCTGGGGTCA 2 25 | 29E-07 | -12.5 | Hs: 24879 PPAP2C type 2C
actin, gamma 2, smooth muscle,
AAACATTAAA 1 11 1 0001158 | -11 | Hs: 403.989 ACTG2 enteric
CAAGGGAAAC 1 28 | 3.82E-09 1 -28 | Hs:270.845 KiF23 kinesin family member 23
polymerase (RNA) I {DNA
COTGAAAAAA 1 15 | 6.34E-05 -15 1 Hs: 47.062 POLR2I directed) polypeptide |, 14.5kDa
major histocompatibility complex,
GTGCGCTGAG 1 18 | 6.83E-08 | -18 1Hs:274.485 HLA-C class |, C
TACTTGCAGA 1 21 | 742E-07 | -21 :Hs:144.004 | NCOR{ nuclear receptor co-repressor 1
TAGAAAAATA 1 17 | 1.45E-05 | -17 | Hs: 406.458 GPi glucose phosphate isomerase
putative lymphocyte GO/G1 switch
ACATTTCCAA 0 14 | 1.44E-05 | -14 | Hs: 432132 G082 gene
CTCTGCTTCT 0 25 | Z4P2E0G | -25 . Hs: 46.295 EPX eosinophil peroxidase
differentially expressed in
TAATTTTTGC 0 10 | 0.000338 | -10 | Hs: 273.321 Gw112 hematopoietic lineages
TGGAAAAAAA 0 17 | 1.34E-06 | -17 | Hs: 61255 FBP2 fructose-1,8-bisphosphatase 2

3. Validacao

A confirmagéo dos resultados do SAGE foi realizada através do método de reacao
em cadeia de polimerase em tempo real quantitativo (qPCR). O gPCR foi realizado com
10 amostras de sangue de corddo e 7 de medula dssea de diferentes doadores. Os
genes escolhidos para validar os resultados do SAGE e suas caracteristicas estdo

descritos na tabela 1, assim como a relagéo dos iniciadores utilizados na tabela 2.

Os resuitados da valida¢go confirmaram os obtidos no SAGE em 10 dos 11 genes
validados, apresentando uma porcentagem de confirmagao de 90%. Comparado com
publicagbes anteriores 0 numero de genes escolhido para a validacéo é adequado (Ng
et al, 2004, Ekman et al, 2003).

freqiéncia, em sangue de cordao de doze vezes e na medula 6ssea de duas vezes,

Apenas o gen MAPK2, que apresentava uma

com uma abundancia de seis, demonstrou no gPCR uma abundancia de 1,5 vezes.
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Como era esperado, de acordo com a prépria ontogenia, o resultado da expressig da
alfa globina- foi.-similar no sangue e corddo e na. medula, a beta globina foi mais
expressa na-medula 0ssea e a gama globina apresentou maior expressio no sangue
de- cordao.Os genes, F11 receptor; CDC25B; TGFA: SMARCC? {Sage map
annotation), SKP1A;, NKG7 foram mais expressos -em sangue de -corddo. QO gene
S$100A8 foi mais expresso na medula éssea. Os resultados da analise da expressao
dos genes estdo no grafico 2.

- Gréafico 2. Resultados da validagdo do SAGE pelo método de Reacdo em cadeia
pela polimerase em tempo real quantitativo (qQPCR).

1. Expressdo do gene da alfa giobina por gRCR

1,4

Abundéncia
o
=)

MO - SC

Legenda: SC= média de 2AACH das dez amostras de sangue de corddo, MO=

- média de 2AACt das sete amostras de medula Gssea.
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2. Expressido do gene da beta globina por gPCR

1,4 1
1,2~
74
0,81
0,6
0,47

" Abundéncia

0,2
0

MO | sc.

Legenda: SC=meédia de 2AACt das. dez amostras de sangue de corddo; MO=
- média de 2AACE das: sete amostras de medula dssea.

3.. Expressado do gene da gama globina por gPCR

35 4
30 |
251
20 -

Abundﬁhcia

MO sC

Legenda: SC= média de 2AACt das dez amosira de sangue de corddo, MO=

média de 2AACt das sete amostras de medula éssea.
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4. Expressio do gene NKG7 por gPCR.
{resposta imune; citotoxicidade linfécitos T e-NKj

3,5
3-

ot
o
I

Abundéancia
-

MO sC

Legenda: SC= média de 2AACt das dez amostras de sangue de corddo, MO =
média de 2AACt das sete amostras de medula éssea:

5. Expresséo do gene CDC25B por gPCR.
(ciclo celular, entrada em mitose, ativa cdc2)

'Abundanci
o

MO - SC

Legenda: SC= média de 2AACt das dez amostras. de sangue de cardao, MO=
meédia de 2AACH das sete amostras de medula 6ssea.
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6. Expressao do gene SMARCC2 por qPCR.
{transecricdo génica)

-

£

1

0

Lobd

}

1

Abundéncia
Cm W DO NRDOOD

MO SC

Legenda: SC= média de' 2AACt das dez amostras de sangue de corddio, MO=
média de 2AACt das sete amosiras de medula 6ssea.

7. Expressdo do gene F11 receptor por gPCR.
{imuneglobulina, adesiocelular, LFA-1 migrag¢do de feucéecitos)

wh ik ad
N B O
§ R R

Abundancia
)

O N b O ®
I

MO SC

Legenda: SC= média de 2AACt das dez amostras: de sangue de corddo, MO=
media de 2AACt das sete amostras de medula 6ssea.
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8. Expressiao do gene SKP1A por gPCR.
{ciclo celular, reguiagio protedlise da ubiquitina)

6..

> o
Il 1

Abundéncia
43

MO SC.

Legenda: 8C= média de 2AACT das dez amostiras de sangue de corddc, MO=
média de 2AACt das-sete amostras de medula.dssea.

9. Expressdo do gene TGFalfa por qPCR.
{fosforila EGF-R estimulandoresposta mitogénica)

ancia

Abund
o

MO SC

Legenda: SC= média de 2AACt das dez amosiras de sangue de cordéo, MO=
média de 2AACt das sete amosiras de medula dssea.
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10. Expressido do gene S100A8 por qPCR.
(ades&o, celular LFA1- migragio de leucécitos, ciclo.cetular)

14 4
1,2 -

o8
08 -
04 -
0z -

Abundancia

MO §C

Legenda: SC= meédia de 2AACt das dez amostras de sangue de corddc, MO=
média de 2AACt-das sete amostras de medula éssea.
11. Expressao do gene MAPK2 por gPCR.

{sinal de transdugio para MGF, fosforila de ativa outras MAPkinases,
T1 expresséo do receptor opidide mu)-

14 -

12 -
33
S i
Kg 0
-
= 05 -
L
<L 04 -

g2 -

o ,
MO SC

Legenda: SC= meédia de 2AACt das dez amostra de sangue de corddo, MO=
média de 2AACH das sete amosiras de medula 6ssea.
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4. Ensaios clonogénicos de sangue de corddo de neonatos prematuros e de

termo e diferencas no ciclo celular
~ Ensaios clonogénicos

As culturas de sangue de corddo umbilical de neonatos prematuros (idade
gestacional < 33* semana), em meio semi-liquido de metilceluiose, maostraram nimero
significativamente maior de coldnias, no 7° e no 14° dia de leitura, quando comparadas

com as de neonatos de termo (idade gestacional > que 33* semana até a 42° semana).

Houve um aparecimento precoce das coldonias no sétimo dia de cultura. As
caracteristicas morfolégicas das culturas das células dos prematuros, no sétimo dia,
eram semelhantes as das culturas de termo no décimo quarto dia. As culturas de
prematuros no décimo quarto dia apresentavam grande quantidade de fibroblastos e se
assemelharam, em numero e morfologias, as de recém nascidos de termo com vinte e

um dias de cultura.

Tabela6: Ensaios clonogénicos

RN Prematuros RN de Termo
(<33 semanas) n= 25 (>33 semanas) n= 11
Dia de cultura 7 14° 7° 14°

CFU/BFU- 184,32 +40,301249,53 £ 82,02} 19,89 + 31,89 1266,98 + 369,81
E/GEMM

CFU-GM 169,68 £ 36,771204,23 = 26,87 | 15,62 + 24,75 [189,39 + 361,33

Os resultados estao expressos na forma de media e desvio padrio.
CFU/BFU-E/ GEMM prematuro x termo: 7° -» p < 0,001 Wilcoxon rank sum
CFU-GM prematuro x termo;  14° < p= 0,032 Wilcoxon rank sum

Resulfados
61



Tabela7: NOmero de coldnias hematopoiéticas obtidas de cultivo de células

mononucleadas de sangue de cordao de recém — nascidos prematuros.

Idade Celularidade 7¢ dia n=25 14° dia n=25
?::::::Sa; ﬁiﬂgﬁmf? CFU/BFUE/GEMM | CFU-GM | CFU/BFUE/GEMM |  CFU GM
32 3,7x10° 118 130 193 140
33 4 0x10° 210 150 240 180
30 6,0x10° 488 311 513 268
28 5,0x10° 468 250 849 273
30 2,5x10° 380 230 429 230
32 3,4x10° 200 198 246 198
30 4,0x10° 320 180 543 210
29 5x10° 410 290 600 480
29 27x10° 460 230 525 280
32 17x10° 180 50 222 69
33 2,5x10° 82 190 219 214
32 2,5x10° 139 227 261 259
32 2,0x10° 78 73 97 109
33 3,4x10° 47 128 71 166
32 2,5x10° 39 97 52 138
27 25x10° 55 135 98 177
33 3,0x10° 95 150 135 210
28 5,0x10° 88 97 142 139
33 2,3x10° 77 107 128 159
32 35x10° 159 213 218 277
30 5,0x10° 213 297 251 339
33 4,0x10° 137 229 188 257
27 40x10° 179 237 228 277
30 45x10° 69 98 81 132
29 27x10° 61 78 77 102
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Tabela 8: Numero de coldnias hematopoiéticas obtidas de cultivo de células

monucleadas de recém nascidos de termo.

Idade gestacional Celularidade 7% dia n=11 14° dia n=11
Numero de
(semanas) células/ml CFU/BFUE/GEMM | CFU-GM | CFU/BFUE/GEMM | CFU-GM
40 4,0x10° 5 5 77 29
40 2,5x10° 4 4 239 158
39 3,0x10° 8 8 163 122
40 2,0x10° 6 8 87 61
40 2,5x10° 4 4 75 80
39 2,0x10° 10 8 233 140
38 4,0x10° 20 13 323 140
40 3,5x10° 35 20 379 120
40 2,7x10° 45 38 391 332
38 4,0x10° 50 40 600 540
Resultados
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Figura 1: Cultura de sangue de cordio de neonatos prematuros.

Figura 1A: Cultura, em meio de mefilcelulose, no 70 dia de- cultura,
demonstrando coldnia de CFU-GM

g S

Figura 1B: Cultura em meio de metilcelulose, no 70 dia de culfura,
demonstrando colénia. de CFU-E em diferentes fases de
hemoglobinizacdo e CFU-GM. Ha intensa proliferacéo
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Figura 1: Cultura de sangue de cordZo de neonatos prematuros.

Figura 1C: Cultura em meio de metilcelulose, no 14 dia de cultura, demonstrando
colénia de CFU-E e intensa proliferagdo da linhagem granulo-monocitica

Figura1D: Cultura em meio de metiicelulose, no 14 dia de cultura,
demonstrando colonia de CFU-E e intensa proliferagéo da linhagem
granulo-monocilica; notando-se a presenca- de fibroblastos {F).
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Figura 2: Cultura de sangue de corddo de neonato de termo.

Figura 2A: Cultura em meio de metiicetulose, no 7° dia de cultura, demonstrando
colonias de CFU-GM

Figura 2B: Cultura, em meio de metilcelulose, no 14° dia de cultura,
demonstrando colénias de CFU-E em diferentes fases de
hemoglobinizacao e coiénia de CFU-GM
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Figura 2:: Cultura de sangue de cordio de neonato de termo.

em—

i

s

Figura 2C: Cultura de sangue de cordao, em meifo de metilcelulose, no 14° dia de
cultura, demonstrando colénias de CFU-GM

5. Analise da expressido das proteinas de ciclo, p130 e p107 pela técnica de
western blotting

A andlise da: expressdo das proteinas de ciclo celular demonstrou um- maior
aumento de expressao de p130 a pertir de 4 horas, cumulative, desaparecends ou
diminuindo a partir de 24 horas. A expresséo de p 107 ocorreu apds as 24 horas de
cultura, acumulando ate 96 horas. Enfretanto. as expressbes de p130 e p 107 foram
maiores nas células de sangue de corddo que nas da medula 6ssea. Estes resuliados
sugeriram que as células de sangue de corddo umbilical de recém nascidos prematuros
poderiam apresentar uma rapida progressio em ciclo celular.
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Figura 3. Resultado da analise da expresséo da proteina de ciclo celular p130 nas
células mononucleares de sangue de corddo de prematuros e de termo

obtida através da técnica de western blotting.
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0 4 8 16 20 24 7 48 72 96
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Gréfico 3:  Anilise da expressao por densitometria das bandas da proteina p130
das amostras de sangue de cordio de prematuros e de termo.

Andlise da.expressae por densitometria das bandas da proteina p130:
em amostras de prematuros o fermos
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Figura 4. Resultado da andlise da expressao da proteina de ciclo celular p107 nas
células mononucleares de sangue de cordao de prematuros e de termo

obtida através da técnica de western blotting.
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Grafico 4:

Andlise da expressido por densiometria das bandas da proteina p107

das amostras de sangue de cordio de prematuros e de termo.

{densidade das bandas> valor absoluto}

&0000 .

anédise da expressio por densitometria das bandas da proteina p167 e amostras de

prematuros e termpos
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- Proteina p107 48hs 72hs 96hs
abundancia |[Prematuro 23910 37888 45404
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Resulfados

7




Discussao
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A reconstituicdo da linhagem hematopoiética através de infusao de células tronco
da propria linhagem € um procedimento necessario no tratamento de varias doengas
hematoldgicas e ndo hematolégicas. A medula dssea tem sido a principal fonte de

obtengdo destas células héd mais de 40 anos.

Na década de oitenta, o sangue periférico surgiu como outra fonte de obtencéo de
células tronco, obtidas pods-mobilizacdo com fator estimulante de crescimento de
linhagem granulocitica e recentemente, na década de noventa, o sangue de cordéo
umbilical humano e ou placentario vem sendo também utilizado (Wright-Kanuth ef al,
2001). As celulas tronco obtidas destas fontes parecem ter caracteristicas diferentes,
sendo as da medula e de sangue periférico mais diferenciadas que as de sangue de
cordao. Quando comparadas com as de medula 6ssea e sangue periférico, as células
de sangue de cordao apresentam alto nivel de proliferagdo, auto-geracdo, sendo
facilmente transfectaveis e quando expandidas, apresentam uma alta expressao do
material génico transfectado (Broxmeyer ef al, 1992 Kamel-Reid et al 1988 Larochelle et
al, 1995; Lubin et al, 1991; Lu et al, 1996; McCune ef a/,1988; Moritz ef al, 1993;
Piacibelo et al, 1997; Vomoor et al, 1994;Wang, ef al 1997).

Recentemente, varios artigos foram publicados demonstrando a capacidade das
celulas tronco de linhagem hematopoiética em se diferenciarem em células de outras
linhagens como neurdnios, musculo cardiaco, hepatécitos entre outros (Alvarez-Dolado
et al 2003; Camargo et al, 2004; Fukuda et al, 2003; Kakinuma et al, 2003; Nelsome et
al, 2003; Wang et al, 2003; Wagner et al, 2004; Willinbring et al, 2004). N&o ha também,
na literatura, consenso sobre ciclo celular (Haneline, et al 1996; Liang et al, 1998; Li et
al, 2001; Lim et al, 1988; Gasparoni et al 2000) e capacidade de migracédo trans-
endotelial destas céluias (Deguchi et al 2000; Fransscni et al, 2003; Liu et al, 2003;
Hattori ef a/, 2001 e Zheng ef al, 2003 Denning-Kendall ef a/, 2003; Glim et al, 2000 e
Ramirez et al, 2000).

A analise da expressdo génica vem sendo utilizada como ferramenta para analisar

as diferengas existentes entre as células tronco, dependentes do tipo de fonte de
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obteng&o. Dentre os métodos utilizados para a analise de expressdo, podemos citar a
técnica de micro-arranjos e a analise seriada de expressdo génica (SAGE). Em recente
estudo (Georgantas et al, 2004), a técnica de micro-arranjo foi utilizada para a analise
de expresséo génica de sub-populagdes de células tronco de medula dssea, sangue de
corddo e celulas tronco obtidas de sangue periférico. A confirmacao dos resultados foi
realizada através da técnica de andlise seriada de expressdo génica (SAGE) que
detectou 30% a mais de transcriptomas que a técnica de micro-arranjo demonstrando
uma melhor eficiéncia do método. Entretanto, os trabalhos relacionados com expressao
génica de celulas de linhagem humana (Hashimoto ef al, 1999; NG et al, 2004;
Georgantas et al, 2004) analisaram uma categoria especifica de células, selecionadas
através de fendtipos conhecidos, comprometidos com imaturidade (CD34%; CD 347/ CD
387 Lin'). A andlise da expressdo génica do conjunto de células mononucleares, que na
maioria das vezes, € o compartimento infundido nos procedimentos relacionados com

transplante e terapia celular, ainda n&o foi realizada.

O presente estudo visou investigar o perfil da expressdo génica das células
mononucleares de sangue de corddo umbilical humano, através da analise seriada de
expressao génica (SAGE), comparando com o perfii das células mononucleares de
medula Ossea j& depositada em bibliotecas de bancos de dados internacionais e
realizar estudo funcional, analisando, através da técnica de immunoblotting, as
proteinas de ciclo celular, p130 e p107.

A comparagao entre as bibliotecas de células mononucleares de sangue de
corddo e de medula O0ssea demonstrou 23.981 genes comuns as duas bibliotecas.
Quando estes genes foram analisados através do método estatistico de Audic et
Claverie (1987), 556 genes diferencialmente expressos (p < 0,05) foram detectados.
Destes, obtivemos 35 com a expressio dez vezes mais abundante em sangue de
cordao que em medula 6ssea e treze genes com expressdo exatamente ao inverso

(tabelas 4 e 5). Estes 48 genes possuiam classificagdo no programa UniGene.
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Obtivemos também 13 genes com abundéncia de expressdo > ou < a 10, mas sem

ciassificag@o no programa UniGene.

A analise funcional foi realizada em duas ontologias; fungdo molecular e funcéo
biolégica, nos niveis 1, 2, 3 e 5. tendo sido utilizados os programas; Gene Ontology

Consortium (hitp://www.geneontology.org) € David (htto/fwww.david niaid.nih.gov/david/betalindex/nim) €

mostrou distribuicdo similar entre as varias categorias nos niveis 1, 2 e 3. O nivel 5
apresentou uma maior distribuicdo de tags em sangue de corddo nas seguintes
categorias; resposta immune, ciclo cellular, resposta inflamatodria, resposta de defesa
celular, replicagdo de DNA, metabolismo de mRNA, via de sinalizagdo do receptor de
proteina ativadora de linfocitos com proteina G acoplada, catabolismo de lipidios,
regulacdo positiva da cascata de I-kappa B kinase-NF-kappa B, biossintese de
esterdides, resposta contra patdgenos, regulacdo positiva de sinal de transducao,

metabolismo de esterdides (nhtto./iwww.hemogentro unicamp brisummary).

Os genes expressos com abundancia =10 ou < 10 estavam relacionados com ciclo
e diferenciacdo celular, resposta imune e capacidade de migragao trans-endotelial. O
sangue de cordao apresentou um maior numero de genes mais expressos. Talvez, este
aumento de expressdo, possa explicar a maior capacidade de proliferacéo,
diferenciac&o e auto-geracio do sangue de cordao, quando comparado com a meduia

ossea.

Os resultados obtidos no SAGE foram confirmados pela reagdo em cadeia de
polimerase em tempo real quantitativo (GPCR) em 10 dos 11 genes escolhidos para
validagdo, apresentando um indice de confirmag¢do de 90%. Entretanto, algumas
diferencas de expressdo entre os dois métodos foram detectadas, provavelmente
devido a diferencas inerentes as técnicas de quantificagao de expressado génica (NY ef
al, 2004, Ekman et al, 2003; Walter-Yohrling et al, 2003)

Alguns dos genes diferencialmente expressos foram escolhidos para descrigao de

suas funcdes.
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Dentre 0s genes mais expressos, o receptor £11 (F11R) tem importante fungao na
adesdo celular podendo atuar também como receptor de reovirus, receptor de
plaguetas e como ligante para a integrina LFA1, que esta envolvida na migragdo trans
endotelial de leucocitos (Sobocka et al, 2004, Barton et al, 2001, Naik et al, 2003;
Ostermann et al, 2005).

A Linfotoxina beta é uma proteina de membrana tipo |l pertencente & familia dos fatores
de necrose tumoral (TNF), envolvida no desenvolvimento normal da linhagem linfoide e
atua como um indutor da resposta inflamatéria (Lin ef af, 2003).

O antigeno CD6 € um receptor celular, expresso em timocitos imaturos e linfocitos
maduros T B1a, envolvido na ativagédo do linfécito T e na sua diferenciagéo (Gimferrer
ef al, 2004 e Konno et af, 2001).

Linfotoxina Beta e antigeno CD6 estdao expressos em linfocitos imaturos.
Recentemente, alguns estudos foram publicados, onde os autores analisaram a
expresséo génica das linhagens linfocitica € monocitica de sangue de corddo umbilical
humano, comparando com as de sangue periferico de um individuo adulto. Os estudos
foram realizados através das técnicas de micro-arranjos, citometria de fluxo e reagdo

em cadeia de polimerase em tempo real quantitativo.

Nestes estudos, foi encontrada maior expresséo de transcritos relacionados com
céluias precursoras imaturas, relacionadas a proliferacéo e diferenciacdo da linhagem
linfoide; presenca de marcadores compativeis com migracéo do timo em linfocitos T,

CD4+ imaturos (naive) nas células de sangue de cordéo (Lee ef al, 2004).

Houve redugdo de expressdo de genes relacionados com o fator nuclear de linfocito T
ativado (NFAT), que seriam responsaveis pela estimulagdo positiva de citocinas e
importantes na amplificag@o da resposta alogénica de linfécitos T e na expresséo de
CTLA-4 (regulador de sinalizacdo de linfocitos T), o que poderia contribuir para uma
maior tolerancia na resposta alogenénica dos linfocitos de sangue de cordao (Miller ef
al, 2002 e Kaminsky et al, 2004).
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Foi detectado também, aumento de expresséo de enzimas e quimioguinas indutoras de
anergia em linfécitos T de sangue de corddo, observado em estudos realizados
estimulando mondcitos de sangue de corddo umbilical e de sangue periférico com

linfopoietina de estroma de timo (Urashima ef al, 2005).

As alteracbes de expresséo relatadas nos estudos acima citados, assim como a maior
expressd@o de Linfotoxina Beta e antigeno CD6 em sangue de cordac umbiiical,
detectadas em nosso experimento, poderiam ser relacionadas com maior anergia e
maior tolerancia em resposta alogenéica dos linfocitos T do sangue de corddo umbilical.
Este fato contribuiria para a baixa incidéncia de doenca enxerto versus hospedeiro
{(GVHD) nos transplantes realizados com sangue de cordao umbilical, possibilitando
tambem, a sua utilizacdo em fransplante sem uma total compatibilidade ao sistema de
histocompatibilidade leucocitaria (HLA).

A granulisina € uma proteina presente nos granuios citotéxicos dos linfacitos T e
nos linfocitos NK, (Natural Killer) (Clayberg et a/, 2003; Ogawa et al, 2003; Okada et al,
2003Kaspar et al, 2001) Ela induz apoptose em ceélulas de mamiferos, danificando a
mitocondria, liberando citocromo ¢ e fatores indutores de apoptose (Medley ef al, 1996;
Zhou et al, 2001; Turman et al, 1993).

NKG7 & uma proteina de membrana, expressa nos linfécitos T ativados e nos
linfoécitos NK, estando relacionado com citotoxicidade (Medley ef al, 1996; Zhou et al,
2001; Turman et al, 1993).

A granulisina e NKG7 est&o relacionados com a capacidade citotoxica de linfocitos
T & NK. O sangue de cordao umbilical humano, com rela¢ca@o ao nimero de linfécitos NK
existente, apresenta o mesmo numero de linfocitros NK que o do sangue periférico de
um individuo adulto (Keever et af, 1995). A maior expressdo de Granulisina e NKG7, no
sangue de cord&o, poderia estar relacionada com a ocorréncia de taxas normais de
reagdo enxerto versus leucemia (GVL) nos transplantes realizados com sangue de
corddo. Ao contrario da doenga enxerto versus hospedeiro (GVHD), O GVL é desejavel

no transplante.
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Em relag@o aos genes relacionados com ciclo celular e capacidade de migracao
trans endotelial 0 SMARCC2 & um membro da familia de proteinas SWI/SNF que
disponibiliza atividade de helicase e ATPase. Ele & responsavel pela regulacdo e
transcricdo de alguns genes, alterando a estrutura da cromatina aoc redor dos genes
(Ringe et al, 1998). O CDC25B é membro da familia das fosfatases CDC ciclinas que
ativa a ciclina quinase cdc2, necessaria para que a célula entre em mitose. A cdc2
aumenta a expressao das proteinas de ciclo p107 e pRB (Brezak et al, 2004; Dutertre ef
al, 2004). O fator estimulante de transformacdo de crescimenio alfa (TGF alfa) € um
polipeptidio que confere as células em cultura, a capacidade para alterar o fendétipo. Ele
possui 40% de homologia com o fator de crescimento epidermoide (EGF), competindo
com EGF pelo seu receptor de ligacéo, estimulando sua fosforilagcdo e produzindo
resposta mitogénica (Awwad ef al, 2003, Luetteke et a/, 1990). O fator de necrose
tumoral 10 (TNF10 ligante) € uma citocina que induz apoptose em células em
transformagdo ou tumorais, mas nac destroi células normais, mesmo sendo expressa
num nivel significante na maiocria dos tecidos (Pan et al, 1997; Crists et al, 2004). A
quinase de fase S, associada a proteina 1, SKP1A & uma proteina F-box descrita que
funciona como substrato de componente de reconhecimento para os complexos de
ligagdo SCF ubiquitina. Ela se liga a ciclina F, a SKP2A e a outras proteinas
regulatorias envolvidas em protedlise de ubiquitina através de F-box, Parece colaborar
no controle de alguns fatores de transcrigdo dependentes de beta-catenina e degrada a
proteina de ciclo celular p130, envolvida no ciclo celular com progressdo para G1
quando hiperfosforilada, induzindo retorno a G0, quando ligada & E2F4 (Bai et al, 1996;
Schuman et al, 2000). A S100A8 & uma proteina de ligacdo com calcio, membro da
familia das proteinas $100, envolvida com a regulagdo de processos celulares como
progressac e diferenciacao celular, com forte influéncia sobre migracao trans endotelial.
Ela estimula L-lecitina gque estad envolvida em adesdc celular e regula também
processos inflamatorios, através da migrac@o de neutréfilos para os sitios de inflamacgédo
(Kerkhoff ef af, 1998; Shafer et al, 1996; Vodl ef al, 2004). A MAP2K2 & uma proteina

guinase que interfere com o sinat de transdugao de fator estimulante de crescimento
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mitogénico. Ela fosforila e ativa MAPK1/ERKZ e MAPKZ/ERK3 (Ussar et al, 2004;
Zheng et al, 1993).

A maioria dos genes descritos acima se relaciona com migragdo trans endotelial
de leucotcitos (homing), inducao de ciclo celular e diferenciacéo celular. O aumento de
expressdo destes genes facilitaria 0 processo de migracao celular, capacidade de
proliferacdo e diferenciagdo. Estas propriedades, quando relacionadas com céiulas
tronco, proporcionariam uma melhor reconstituicdo da linhagem desejada apds um
transplante ou a recuperacao de um tecido lesado.

Qutro ponto onde n&o ha consenso na literatura & sobre a interferéncia das
moléculas de adesdo e integrinas facilitando ou dificultando a migragédo trans endotelial
destas células e uma melhor reconstituicdo da linhagem hematopoiética. Alguns
autores (Hattori ef a/, 2001; Ramirez et al, 2001; Zheng et al 2003) demonstraram que
células tronco de sangue de cord&o umbilical apresentam um menor nivel de expressao
de moléculas de adesdo CD49e, CD49f, CXCR-4 que as de medula 6ssea e célula
tronco de sangue periférico que poderia contribuir para o retardo na reconstituicdo da
linhagem hematopoietica poés-transplante com sangue de cordao. O aumento na
expressao destas moleculas pode ser obtido através de expanséo ex-vivo com citocinas
(Liu et al, 2003), mas alguns autores relataram que este aumento de expresséo pode
levar a um decréscimo na capacidade de homing (Dening-Kendall ef al, 2003). Apesar
da falta de consenso, estudo clinico (Frassoni et al, 2003) comparando criancas
transplantadas com medula 6ssea e sangue de corddc umbilical demonstrou que as
células mononucleares da medula 0ssea das fransplantadas com sangue de cordao
apresentaram maior capacidade de proliferagdo quando analisadas em experimentos
de cultura de longa duragao com células iniciais (LTC-limiting dilution) e avaliagédo do
numero de unidades formadoras de coldnias (CFU) obtidas em cultura demonstrando

assim melhor reconstituicao do reservatério medular.

No tltimo ano, dois estudos analisando expressao génica de sub-populacdes de células

tronco de medula 6ssea, sangue de corddo umbilical e célula tronco obtida por
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mobilizacao de sangue periférico foram publicados (Ng et al, 2004; Georgantas et al,
2004). Apesar dos estudos acima citados terem analisados sub-populacées especificas
de ceélulas tronco e dos meétodos de andlise de expressdo também serem diferentes
(Ng, CD34" | micro-arranjo; Georgantas CD 34*/ CD 387 Lin", micro-arranjo e SAGE; em
nosso estudo, células mononucleares totais de sangue de corddao umbilical humano e
SAGE), ao compararmos nossos resultados com os obtidos por Ng et al, 2004, algumas
coincidéncias foram encontradas. Em ambos os estudos os genes, HSP 70, elastase e
CXCR4, foram menos expressos em sangue de cordao do que na medula éssea, (em
nosso estudo 3.7; 4.9; 86 vezes e no outro estudo:. 4.8, 10; 2.7 vezes,

respectivamente). Estes dados se encontram on line no site

http./Awww. hemocentro.unicamp . br/sumary, Na tabela onde os 556 genes comuns ao sangue
de cordd@o e medula Ossea com p < 5 estdo relacionados. Assim como em nosso
estudo, os genes diferencialmente expressos no estudo de Ng, também se

refacionavam com resposta imune, migragao trans endotelial e ciclo celular.

Georgantas et al, 2004, analisando as células CD 34"/ CD 387 Lin", obtidas de
medula 6ssea normal, sangue de corddo umbilical e célula tronco mobilizada de sangue
periférico humanos, identificaram os transcritos mais expressos, comuns as trés fontes.
A analise foi realizada pela técnica de micro arranjo (Affimetrix gene chip) e a validacao
dos resultados pelo método de SAGE. O SAGE confirmou os resultados do micro
arranjo, mas detectou um maior nimero de transcritos, 30% a mais. E interessante
relatar que 0s genes mais expressos, no estudo de Georgantas, também se

relacionavam com as mesmas fungdes que os do estudo de Ng e o nosso.

Apesar de termos utilizado uma abundancia de 10 vezes na selecdo dos genes
diferencialmente expressos, o SAGE foi sensivel o suficiente para detectarmos 61
genes (tabela com os genes com abundancia maio ou igual e menor ou igual a 10 no

site hitp.//www.hemocentro.unicamp.br/sumary. Em comparacgao, no estudo de Ng ef al (2004)

foi utilizada uma abundéncia de 2 a 2,5 vezes, para a selecao dos genes

Discussédo
80




diferencialmente expressos, tendo sido identificados 51 genes, quando medula 6ssea e

sangue de cordao umbilical foram comparados.

Os ensaios clonogénicos realizados com células mononucleares de sangue de
corddo de recem-nascidos prematuros e de termo, em meio semi-solido de
metilcelulose com fatores estimulantes de crescimento, demonstraram, na leitura das
placas de cultura realizada no 7° e no 14° dias, maior namero de col6nias de linhagem
eritroide (CFU-E, BFU-E), mistas (GEMM) e de linhagem granulo monocitica (CFU-GM)

nas culturas de prematuros que nas de termo.

Estes resultados sugeriram gue o sangue de corddo de prematuros, além de um maior
ndamero de células tronco (Lu et al, 1993), o que e facilmente compreendido pela prépria
ontogenia da linhagem hematopoiética e ¢ momento de coleta do sangue de cordao,
poderiam ter apresentado uma rapida progresséo em seu ciclo celular e se diferenciado
precocemente. Os experimentos funcionais revelaram que houve uma maior expressao
(fosforilagao) das proteinas de ciclo p130 e p107 nas células de sangue de cordaoc
umbilical de recém nascidos prematuros que nas de termo. A fosforitacdo de p130 e
p107 é necessaria para que ocorra a guebra dos complexos p130, p107 com os
membros da familia E2F. A liberagcao de E2F propiciaria a transcricdo de fatores E2F
dependentes, necessarios para que haja a evolucdo do ciclo celular. Uma maior
fosforilagdo destas proteinas no sangue de cordao umbilical de prematuros, poderia
explicar os resultados da cultura, onde ocorreu uma maior proliferacédo e diferenciacao,
com o aparecimento de coidnias que deveriam aparecer mais tardiamente logo nos

primeiros dias de cultura.

Coincidentemente, a anélise das células mononucteares de sangue de corddo
pela técnica de SAGE, revelou um aumento na freqliéncia de genes relacionados com

ciclo celular.

O gene CDC25B, mais expresso em sangue de corddo, € uma fosfatase CDC ciclina,

cuja fungao € a ativacdo da ciclina quinase cdc2, que por sua vez aumenta a expressao
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de p107. A maior expressdo de p107 poderia estimular a progressdo do processo de
cicio celular e diferenciacao.

O gene SKP1A, também mais expresso em sangue de corddo, & responsavel pela
degradacao de p130 hiperfosforilado, fazendo com que haja diminuigdo do complexo
p130/E2F4, liberag&o de E2F4 e transcricdo dos genes relacionados com a progresséo
do ciclo celular, mediados por E2F1, que estariam inibidos pela presenca do complexo
p130/E2F4. Estudos funcionais para demonstrar a funcao destes genes no sangue de

prematuro devem ser realizados.

As terapias celulares com ceélulas tronco, a descoberta de novas fontes de
obtengao destas células com caracteristicas diferentes que fizeram com que estes
procedimentos venham evoluindo de forma significativa, propiciando uma methor
reconstituigdo, diferenciacdo para outras linhagens celulares, reconstituigdo de tecidos
lesados e poderéa possibilitar, no futuro, formagdo de novos érgdos. No entanto, pouco
se sabe ainda sobre as caracteristicas destas células assim como do compartimento
denominado células mononucleares totais e qual a melhor forma de manipulagéo para
que estes procedimentos possam ser realizados, inclusive no periodo intra-Gtero. O
advento de novas metodologias que permitemn a detecgdo da expressdo génica destas
células propiciou um enorme avango nesta area, mas a confirmacédo destes resultados

através de estudo funcional se torna imperativo.
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Conclusao

83




No presente estudo, concluimos gue:

*

A analise seriada de expressdo génica demonstrou ser um método poderoso
para a deteccdo de diferencas de expressédo génica em células de sangue de
cordao umbilical e medula 6ssea.

As células mononucleares de sangue de cordao apresentam maior expressao
de alguns genes relacionados com resposta imune, ciclo celular e migracéao
trans endotelial de leucocitos, quando comparadas com as células de medula
ossea.

A partir dos resultados aqui obtidos, sera possivel a realizagdo de estudos
envolvendo os genes diferencialmente expressos, no intuito de elucidarmos as
caracteristicas funcionais que permitem a utilizacdo de sangue de corddo em
procedimentos de transplante sem total compatibilidade ao sistema HLA e ¢

uso de duas ou mais bolsas de doadores diferentes, num mesmo paciente.
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