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RESUMO

BARBOSA, Tereza Cristina. Estabelecimento de metodologia de diferenciagdo
de células tronco embrionarias de camundongo em células precursoras de
oligodendrocitos: uma plataforma para triagem de novas drogas remielinizantes
2019. 69 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias - Toxinologia) — Instituto Butantan,
Séo Paulo, 2019.

A bainha de mielina desempenha um papel crucial nas fungdes nervosas. NoO
sistema nervoso central, a bainha de mielina € produzida por oligodendrdcitos (OLSs),
0s quais sdo diferenciados a partir de células precursoras de oligodendrécitos
(OPCs). Em vérias desordens neurologicas, entre elas, a Esclerose Mdltipla, a
bainha de mielina é danificada e a remielinizacdo deixa de acontecer. Desse modo,
a busca por novos compostos que atuem na diferenciagdo de OPCs a OLs, é um
caminho promissor na terapia de doencas desmielinizantes. Neste estudo,
estabelecemos uma metodologia que permitiu gerar OPCs a partir de duas
linhagens de células tronco embrionarias de camundongos (MESCs — linhagens
USP-1 e HM-1). Inicialmente, as mESCs foram induzidas a diferenciar em
precursores neurais e, posteriormente, a OPCs, pela adicdo de fatores de
crescimento como FGFb, EGF e PDGF-AA. A expressao caracteristica e
predominante de Olig2, Sox10, PDGFRa e NG2 observada por imunofluorescéncia e
a dupla marcagao de PDGFRa e NG2 por citometria de fluxo (com rendimentos de
88,3-87,3%) confirmaram a obtencdo de OPCs a partir de mESCs. Estas células
podem ser expandidas por 5 passagens adicionais e ainda serem capazes de gerar
bilhdes de OPC puros. Portanto, o estudo apresenta uma metodologia eficiente e
reprodutivel que permite a geracdo de um modelo a ser empregado em triagem de

novas drogas ou no estudo da biologia da linhagem de OLs.

Palavras-chave: Oligodendrocitos. Células Precursoras de Oligodendroécitos.

Células-Tronco Embrionarias. Diferenciacdo Celular. Bainha de Mielina.



ABSTRACT

BARBOSA, Tereza Cristina. Establishment of a mouse embryonic stem cell line
differentiation methodology into oligodendrocyte precursor cells: a platform for
remyelinating drug screening. 2019. 69 p. Master’s dissertation (Master’s degree/ in
Sciences - Toxinology) — Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2019.

The myelin sheath plays a crucial role in nerve function. In the Central Nervous
System, the myelin sheath is produced by oligodendrocytes (OL), which are
differentiated from oligodendrocyte precursor cells (OPC). Several neurological
disorders, including multiple sclerosis, display damage in the myelin sheath and
failure in the remyelination. Therefore, researching for new compounds that act in the
OPCs differentiation to OLs is a promising strategy to treat demyelinating diseases.
In this study, we established a methodology that allows the generation of OPCs in
large quantities from two lineages of mouse embryonic stem cells (MESCs; lineages
HM-1 and USP-1). Initially, mESCs were induced to differentiate into neural
precursors and, later, to OPCs by adding growth factors such as FGF, EGF and
PDGF. The characteristic and predominant expression of Olig2, Sox-10, PDGFRa
and NG2 observed by immunofluorescence, and the double labeling of PDGFRa and
NG2 by flow cytometry, confirmed the OPCs generation from mESCs. Therefore, this
study shows an efficient and reproducible methodology for generating OPCs capable

of being used in screening assays or in OLs lineage biology studies.

Keywords: Oligodendrocytes. Oligodendrocytes precursor cells. Embryonic stem

cells. Cell differentiation. Myelin sheath.
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1 INTRODUCAO

Os Oligodendracitos (OLs) sao células que formam a bainha de mielina do
Sistema Nervoso Central (SNC) e sao derivados de células precursoras de
oligodendrocitos (OPCs). Estas células estdo envolvidas na fisiopatologia de uma
variedade de desordens que resultam em deficiéncias neuroldgicas, sofrimento e
morte. As terapias existentes para estas doencas, apesar de melhorarem alguns
sintomas, falham na promocdo de uma remielinizacdo eficiente. A producdo de
OPCs, a partir de células tronco embrionarias de camundongo (MESCs), oferece
uma estratégia util e relevante para a triagem de novos farmacos com potencial

remielinizante.

1.1 Oligodendrécitos e a Bainha de Mielina

A bainha de mielina do SNC é uma diferenciacdo multilamelar da membrana
plasmética do OLs que envolve o segmento axonal dos neurénios. A mielinizacdo de
vertebrados € um avanco evolutivo essencial para a funcdo cognitiva motora e
sensitiva. Uma das principais fungbes da bainha de mielina é a facilitacdo da
conducdo nervosa e isolamento elétrico dos axonios (Nave; Trapp, 2008; Simons;
Nave, 2015). Ao restringir os potenciais de acdo em curtos segmentos axonais nao
mielinizados (os nddulos de Ranvier), a mielina fornece a base estrutural para acédo
saltatoria e propagacdo do potencial de acdo. Essa estrutura acelera a conducao
nervosa de 10 a 100 vezes, em comparacdo com axonios nao mielinizados do
mesmo diametro (Hartline; Colman, 2007).

A mielinizacdo € uma das interacdes célula-célula mais importantes para o
desenvolvimento cerebral, por permitir ampla troca de informagdes entre OLs e
axbnios. Por exemplo, a mielina fornece fatores metabdlicos aos axénios a fim de
suprir sua alta demanda energética (Bercury; Macklin, 2015; Simons; Nave, 2015).
Nesse sentido, estudos demonstraram que a mielina € a principal fornecedora
metabdlica de lactato para axénios, uma vez que, no axdénio 0 acesso a outras
fontes de energia é limitado (Lee et al., 2012). Os OLs também podem regular a

sobrevivéncia axonal pela producdo de fatores neurotroficos como o fator
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neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator de crescimento do nervo (NGF) e
neurotrofina 3 (NT-3). Ainda, a bainha de mielina é crucial para a integridade axonal

Pan; Chan, 2017) e um prejuizo nas proteinas da mielina esta relacionado com
varias doencas neurologicas. Em 2010, Edgar e colaboradores demonstraram que
camundongos deficientes em proteina proteolipidica (PLP), uma importante proteina
da mielina, apresentam transporte axonal funcionalmente prejudicado. A figura 1
exemplifica o suporte metabolico fornecido pela mielina aos neurbnios e as

consequéncias da deficiéncia de algumas proteinas (Philips; Rothstein, 2017).

Figura 1- OLs fornecem suporte metabdlico aos neurdnios

Oligodendrocito / Nodulos de Ranvier
&

£

»
“Mielina Compactada

y
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-;' {4 Mielina
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7 Ng—
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Axonio
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Fonte: Philips; Rothstein, 2017

Na figura, a mielina esta representada em roxo e o axénio em amarelo. (A) representa a mielina
normal compactada. (B) Em animais com delecdo da proteina PLP, a mielina aparenta
normalidade, porém ha degeneracdo axonal. (C) Em animais com dele¢do da proteina MBP, a
mielina apresenta-se descompactada.(D) Em animais com dele¢do da proteina CNPase, ocorre
uma compactacdo exagerada e ndo ha ndédulos de Ranvier, levando a degeneracao axonal. (E)
Animais com delecdo da proteina MCT1 (transportadora de lactato) apresentam degeneracao
axonal.

A bainha mielina é uma estrutura pouco hidratada, constituida por alto
contetdo de lipideos e proteinas especificas (revisado por Chrast et al., 2011). O
alto conteudo de lipideos na membrana € importante para a diferenciacdo de células
gliais, transporte de proteinas da mielina, isolamento eletrostatico do axdnio

subjacente e para a compactagao da mesma (Schmitt et al., 2015).
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1.2 Desordens da mielina

Os disturbios da bainha de mielina incluem qualquer condicédo patolégica do
sistema nervoso em que a mielina é lesada em termos de composicéo, forma ou
quantidade relativa. Estes distdrbios do SNC formam uma grande e crescente lista
de doencas em seres humanos. As modernas técnicas de imagens e o
sequenciamento genético tém ampliado o diagnostico e a compreensédo destas
desordens (Duncan; Radcliff, 2016), contudo, novos compostos farmacolégicos que
previnam estes disturbios sdo escassos ou inexistentes. Pacientes portadores de
doencas desmielizantes podem apresentar sérios comprometimentos ou mesmo
serem conduzidos a morte precoce (Duncan; Radcliff, 2016).

O comprometimento da bainha de mielina pode ser inato ou adquirido. Na
primeira condicdo, estes distdrbios se manifestam no inicio de vida e sé&o
geneticamente determinados, como ocorre nas leucodistrofias que incluem a
Doenca de Pelizaeus-Merzbacher, Doenca de Krabbe, Doenca de Canavan, Doenca
de Alexander e adrenoleucodistrofias (Waldman, 2018; Barkovich; Deon, 2016;
Mayer et al., 2015; Berger et al., 2014; Clarner et al., 2014;; Messing et al., 2012;).

Ja as doencas desmielinizantes adquiridas sdo caracterizadas pela perda de
uma bainha de mielina originalmente saudavel. A etiologia da desmielinizacédo
adquirida pode ser atribuida a um evento externo, como episédios febris,
traumatismo craniano, agentes infecciosos, acidente vascular cerebral ou exposicéo
a produtos quimicos toxicos (Mc Murran et al.,, 2016). A esclerose multipla (EM),
encefalite aguda disseminada (ADEM) e neuromielite o6ptica (NNO) sdo as
desordens desmielinizantes, inflamatérias e adquiridas mais comuns do SNC. A
ADEM, doenca tipicamente monofasica, afeta principalmente criancas, € marcada
por encefalite grave, geralmente associada a infec¢Oes virais e bacterianas e,
raramente, a vacinacao (Young et al., 2010; Duncan; Raddiff et al., 2016). A NNO,
também conhecida como Doenca de Devic, se caracteriza por neurite Optica severa
e diferencia-se da EM principalmente pela presenca de um anticorpo especifico
contra canais de aquaporina-4, bem como pela intensa infiltracdo de macrofagos e

perda pronunciada de astrdcitos (Lucchinetti et al., 2014; Koudriavtseva et al.; 2015).
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1.2.1 Esclerose multipla (EM)

A EM é uma doenca inflamatéria do SNC e o protétipo de desordem
desmielinizante. A doenca acarreta deterioracdo funcional e incapacidade
duradoura, especialmente entre adultos jovens de 20 a 40 anos, embora individuos
de outras idades também possam ser acometidos pela EM. De acordo com o Atlas
de EM, 2013, existem no mundo 2,3 milhdes de pessoas afetadas pela doenca e a
EM é, em média, duas vezes mais comum entre mulheres do que entre homens
(Comabella; Koury, 2012). A etiologia da EM néo esta totalmente elucidada. Porém,
sabe-se, que o maior risco para EM € determinado por interacdes complexas entre
fatores genéticos e ambientais (Segal et al., 2018). Entre os fatores de maior risco,
podemos citar 0 sexo, a genética, fatores ambientais como a dieta, deficiéncia de
vitamina D, o tabagismo e a obesidade (Waubant et. al., 2019).

Uma caracteristica patoldégica da EM € a presenca de &reas endurecidas
(cicatrizes) nos locais onde a mielina é perdida. Estas cicatrizes aparecem em
diferentes momentos e em diferentes areas do SNC, por isso o termo esclerose
multipla significa 'muitas cicatrizes' (MISF-2016). Caracteristicas histolégicas da EM
incluem desmielinizacao ativa, perda OLs e degeneragao neuronal (Yong, 2014).

A EM é considerada uma doenca autoimune. As lesdes inflamatérias na fase
aguda da doenca sdo caracterizadas por um rompimento da barreira
hematoencefalica e infiltracdo linfocitaria macica, principalmente por macréfagos,
linfécitos T e linfocitos B (Comabella; Koury, 2012; Hemmer et al., 2015). No SNC,
linfécitos T CD4+ reconhecem antigenos apresentados por células como microglia,
macrofagos infiltrados e linfocitos B, desencadeando uma resposta imune com
liberacdo de citocinas e quimiocinas, que recrutam mais células inflamatorias e
ativam microglia e macrofagos. Niveis elevados de linfocitos Thl e Thl7 e de
citocinas tais como IL-1, IL-6, IL-12, IL-17, IFN-y, e TNF-a desempenham um papel
crucial na patogénese da EM. A inflamacéo local e a desmielinizacdo resultante
expdem mais 0s auto-antigenos e fornece alvos adicionais para linfécitos T
(O’Connor et al.; 2001; Garg; Smith, 2015). Os linfécitos CD4+ mostram
especificidade para proteinas da mielina tais como a proteina basica da mielina
(MBP), glicoproteina associada a mielina (MAG), glicoproteina da mielina de

oligodendrdcitos (MOG) e proteina proteolipidica (PLP), levando a leséo tecidual e
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contribuindo para a formacdo de mudiltiplas placas (Malluci et al.; 2015; Stern et al.;
2014). Linfocitos CD8+ reconhecem antigenos apresentados por OLs, astrocitos e
neurdénios. O dano neuroldgico pode resultar no espectro caracteristico de sintomas
incluindo: parestesia, dorméncia, fraqueza muscular, desequilibrio da marcha, ataxia
cerebelar, deficiéncia visual, tonturas, disfuncdo urinaria, fadiga, depressdo e
alteracdes cognitivas (Giovannoni. et al.; 2016).

A EM é uma doenca desmielinizante crbnica, incuravel e esta associada a
diminuicdo progressiva da remielinizacdo. A faléncia no processo de regeneragao
conduz a uma cascata de eventos que levam a degeneracdo axonal (Pan; Chan,
2017; Dutta; Trapp, 2011). Tratamentos atuais com imunomoduladores,
imunossupressores ou anticorpos monoclonais apresentam eficacia limitada na
doenca. Idealmente, um tratamento para EM deveria inibir a inflamacao e reparar a
bainha mielina pelo recrutamento de OPCs enddgenos residentes ou pela protecéo
dos OLs (Harlow et al.; 2015).

Estudos recentes relatam que em outras doencas neurologicas,
historicamente centradas no neurdnio, também ha& anormalidades na bainha de
mielina e perda de OL. Estas doencas incluem a doenca de Alzheimer (Bartzokis,
2011), doenca de Huntington (Huang et al.; 2015), fenilcetonuria (MacKay; Laule,
2016), Sindrome de Down (Olmos-Serrano et al.; 2016), autismo (Pacey et al.;
2013), hipoxia neonatal (Buser et al.; 2012), esquizofrenia (Herring; Konradi, 2011) e
esclerose lateral amiotrofica (Barton et al.; 2019). A medida que a interdependéncia
de OL e neurbnios se torna melhor definida, em nivel molecular, a contribuicdo da
disfuncdo dos OL e o potencial de terapias direcionadas aos OL para doencas
neurolégicas se tornam cada vez mais evidentes (Cole et al., 2017; Tognatta; Miller,
2016)

1.3 Células Precursoras de oligodendrdcitos (OPCs) e a remielinizacdo

O SNC adulto conserva a habilidade de regenerar a bainha de mielina que foi
perdida por diversos mecanismos patologicos (Franklin; Ffrench-Constant, 2008).
Este processo regenerativo (remielinizacdo) pode ser comprovado em modelos
animais como o de encefalomielite autoimune experimental (EAE) e modelos néo

inflamatérios como os da cuprizona e da lisolecitina (Bove; Green, 2017). A
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remielinizacdo acontece devido a presenca de OPCs no cérebro e na medula
espinal do adulto. Estas OPCs adultas foram caracterizadas pela primeira vez no
inicio dos anos 80 (Ffrench-Constant; Raff, 1986; Raff; Miller, 1983) em nervo 6ptico
de rato. Elas podem gerar OLs maduros em cultura e in vivo. As OPCs representam
a quarta maior populacdo de células glias (aproximadamente 6%) no SNC de
mamiferos (Dawson et al., 2003). Estas células sdo definidas como células gliais,
nao vasculares do parénquima do SNC que expressam o antigeno NG2 (conhecido
também como proteoglicano de sulfato de condroitina tipo 4 - CSPG) e o receptor
para fator de crescimento derivado de plaquetas alfa (PDGFRa) (Hill e Nishiyama,
2014; Nishiyama et al., 2009). As OPCs sédo altamente migratérias, proliferativas,
resistentes e fortemente mielinizantes apés a sua maturacédo (Dimou; Gallo, 2015).
Estas células estdo presentes tanto na substancia branca, como na substancia
cinzenta e no cérebro adulto se concentram, principalmente, na zona subventricular
(SVZ) e no parénquima (Aguire et al., 2004).

Embora, as OPCs, tenham como principal funcdo gerar OL, estas células
desempenham outras importantes funcées, como por exemplo, gerar astrocitos em
determinadas regides do SNC (Pepper et al., 2018; Zhu et al.,, 2008). Ainda, as
OPCs recebem estimulos sinapticos glutamatérgicos e gabaérgicos (Lin; Bergles
2004), secretam TGFPBl1 e contribuem para a integridade da Dbarreira
hematoencefélica (Seo et al., 2014). Adicionalmente, as OPCs modulam a
neuroinflamacédo, atuando como células apresentadoras de antigenos e sdo alvos

citotoxicos na desmielinizacdo inflamatoria (Kirky et al., 2019).

1.4 Origem das Células Precursoras de oligodendrocitos (OPCs) durante o

desenvolvimento

As células neurais como neurbnios e macroglias (astrocitos e linhagem de
OLs) surgem de células progenitoras neuroepiteliais (NPCs) no tubo neural
embrionario (Rowitch; Kriegstein, 2010). Em camundongos, por volta do 9° dia
embrionario, as NPCs se transformam em glias radiais, que sdo as células
progenitoras primarias para neurénios e macroglias durante a embriogénese. Depois
gue as células gliais radiais geram neurénios, uma "troca gliogénica" ocorre e elas

comecam a se diferenciar em astrocitos ou OPCs (também chamadas de glias NG2).
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Durante este tempo, sdo secretadas numerosas substancias sinalizadoras, como,
por exemplo, Sonic hedgehog (Shh), fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs),
proteinas Wnts, proteinas Notch/Delta, proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) e
citocinas, que atuam em conjunto para controlar o destino celular tanto espacial
quanto temporalmente, levando a presenca de dominios especificos que geram
seletivamente astrocitos ou OPCs (Rowitch; Kriegstein, 2010; Zuchero; Barres, 2013.
Zuchero; Barres, 2015). Entre os principais fatores de transcricdo envolvidos na
diferenciacdo destaca-se o Olig2, que é expresso tanto por células de linhagem
neuronal quanto por OLs. As células que expressam Olig2 na zona ventricular se
diferenciam em OPC. As células que se diferenciardo em OLs comegam a expressar
NG2, a expressao de Olig2 € mantida, enquanto os genes neuronais sao reprimidos
(Novitch et al., 2001; Petryniak et al., 2007). Outro fator de transcricdo importante é o
Sox10, que é expresso em toda a linhagem de OLs. Durante a embriogénese e
idade adulta, as OPCs também expressam gangliosideos A2B5 (Roy et al., 1999).

1.5 Diferenciacdo de OPCs a oligodendrdécitos mielinizantes

A progressao ao longo da linhagem dos OLs ocorre através de um programa
altamente organizado de migracao, proliferacdo, diferenciacao e mielinizacao (Figura
2). Em suma, o0 processo ocorre em quatro estagios, com a geracao progressiva de:
células precursoras de OLs (OPCs), pré-OLs (ou OPC tardio), OLs imaturos (ou pré-
mielinizantes) e OLs maduros (ou mielinizantes). Estes estagios sao identificados de
acordo com a complexidade morfolégica e pela expressdo de marcadores

especificos (Barateiro; Fernandes, 2014).
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Figura 2- Alinhagem de oligodendroécitos apresenta quatro estagios de
maturacgao

Migrag

OPC Pré-OL OL Imaturo OL Mielinizante
PDGF-Ru GalC
A2B5 CNPase MAG
NG2 Olig 1/2 MOG
@l Olig1/2 Sox 10 PLP
o4
Sox 10 GalC
04 CNPase
Olig 112
Sox 10

Fonte: préprio autor
Estes estagios sao identificados de acordo com a morfologia, a expressdo de marcadores

caracteristicos e a capacidade de proliferar e se diferenciar. Os marcadores destacados foram
pesquisados neste estudo.

Durante o processo de diferenciacéo, a OPC origina o pré-OL, que expressa
0s mesmos marcadores da OPC e também o marcador O4, que persiste até a fase
de OL imaturos. Apos a perda dos marcadores A2B5 e NG2, os OLs imaturos
continuam a expressar O4 e comegcam a expressar GalC. Neste ponto, os OLs se
tornam células poés-mitéticas com longos prolongamentos. Na fase final de
desenvolvimento, o OL maduro estende membranas que envolvem e compactam 0s
axonios, formando bainhas. Este evento ocorre de forma ordenada e induz a
expressao proteinas especificas e essenciais para o bom funcionamento da mielina,
por exemplo: MBP, PLP, MAG, MOG, e CNPase (Barateiro; Fernandes, 2014).

As OPCs evoluem para OLs mielinizantes, estendendo e ramificando
multiplas estruturas de membrana protrusiva que levam a formacdo da folha de
mielina que envolve o axo6nio. A diferenciagdo de OPCs em OLs mielinizantes
representa uma das mudancas mais significativas na remodelacéo celular e é

fortemente regulada no espago e no tempo por uma interagdo dindmica entre actina,
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actimiosina e tubulina do citoesqueleto e complexos de adesdo de membrana celular

(Domingues et al., 2018).

1.6 Oligodendraocitos

A primeira caracterizagdo sistemética de OLs foi feita pelo espanhol Pio Del
Rio Hortega em 1928. O pesquisador descreveu a morfologia das células
denominadas de oligodendroglias (glia com poucos prolongamentos), além de
associa-las com a bainha de mielina, fato que apenas foi confirmado com estudos de
microscopia eletrénica em 1960 (revisado por Perez-Cerd4, 2015). Os OLs maduros
mielinizantes sdo células pos-mitoticas, fibrosas e frageis, ndo proliferativas e nao
migratorias, o que limita a utilidade destas células como alvo terapéutico (Bradl,
Lassmann, 2010). Morfologicamente, os OLs sdo uma das células mais versateis e
complexas do SNC. Estima-se que, durante o pico da mielinizagcdo, os OLs
sintetizem cerca de trés vezes o seu peso em membrana por dia e, eventualmente,
suportem membranas com até 100 vezes o peso do seu corpo celular (McTigue;
Tripathi, 2008). Este recurso, em particular, torna os OLs suscetiveis a estresse em
varios aspectos: primeiro, para mielinizar adequadamente, os OLs devem ter taxas
metabdlicas extremamente altas e consumir grandes quantidades de oxigénio e ATP
(Bradl; Lassmam, 2010). Esta alta taxa metabdlica produz, por sua vez, espécies
reativas de oxigénio, as quais devem ser adequadamente metabolizadas (McTigue;
Tripathi, 2008). Segundo, a mielinizagdo estd sob o controle de muitas enzimas
sintéticas de mielina, que requerem ferro como cofator (Connor; Menzies, 1996).
Isso pode contribuir para o fato de que OPCs e OLs tém as maiores reservas
intracelulares de ferro do cérebro (Thorburne;, Juurlink, 1996), que podem, sob
condi¢cdes desfavoraveis, promover formacdo de radicais livres e peroxidagcado
lipidica (McTigue; Tripathi, 2008). E, por ultimo, as modificagcbes proteicas e seu
enovelamento, que ocorrem no reticulo endoplasmético durante a mielinizacao,
também s&o muito estressantes para o OL, ja que pequenas variacbes na
quantidade de uma Uunica proteina podem resultar na retencédo, enovelamento

incorreto e acumulo de muitas outras proteinas nesta organela (Bauer et al., 2002).



24

1.7 Faléncia na remielinizacdo enddgena

Para que a remielinizacdo aconteca, OPCs respondem a sinais quimiotaticos
para migrar em direcdo as areas lesionadas, proliferar-se, diferenciar-se em OLs
maduros e envolver axdnios desmielinizados (Miron et al., 2010; Sullivan et al.,
2013). Entretanto, muitas vezes a remielinizacdo falha, particularmente, na
progressdo de doencas, como se verifica na esclerose multipla. Analises post
mortem revelam que 30% das lesdes nédo remielinizam por deficiéncia na migragao
de OPCs, e que 70% das falhas se sucedem pela inibicdo da diferenciacado das
OPCs em OLs (Lucchinetti et al., 1999).

Diversos fatores intrinsecos e ambientais foram descritos como envolvidos
nesta faléncia da diferenciacdo de OPCs (Chamberlain et al., 2016). Desde o fator
idade, que torna o processo de remielinizacdo menos eficiente (Franklin et al., 2002),
até diversas vias moleculares podem inibir a diferenciacdo de OPCs. As sinalizacdes
por Notch, Wnt, Lingo e Semaforina modulam negativamente sua diferenciacdo
(Gaesser; Fyffe-Maricich, 2016).

Os detritos de mielina gerados pela desmielinizacdo contém inibidores da
diferenciacdo de OPCs, portanto, precisam ser removidos do espaco extracelular
para que nao interfram com o estagio final de diferenciacdo da remielinizacédo
(Lampron et al.,, 2015). Por esse motivo, componentes envolvidos na imunidade
inata tem papel importante no processo regenerativo. Células como microglia e
macréfagos favorecem a diferenciacdo de OPCs por meio da fagocitose de detritos
celulares de mielina e pela secrecdo de fatores neurotréficos e de crescimento
(Katsumoto et al., 2014; Miron et al., 2013;). Ainda, citocinas como o TNFa, IL-1 e
IL-11 medeiam a proliferacéo e diferenciacdo de OPCs (Miron et al., 2010).

Algumas vias de sinalizagdo modulam positivamente a remielinizagdo e
incluem a via de ativacdo do receptor muscarinico de acetilcolina (MAChR) e a
sinalizacdo do receptor de retinoide X (RXR). Os OPCs “ativados”, ou seja,
envolvidos no processo de remielinizagdo, podem ser caracterizados por expressao
de marcadores de proliferacdo, bem como altos niveis de FGFR1, Shh, Sox17, Msil,
Mytl, Nkx2.2, Tcf4 e Ascll/Mashl, juntamente com a expressao nuclear de Oligl/2
(Franklin; Gallo, 2014).
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Além de modulagdo génica e pds-transcricional, h4 também mecanismos
epigenéticos envolvidos na diferenciacdo de OPCs, incluindo modulacdo de
acetilacdo e metilacdo de histonas, microRNAs e RNAs ndo codificantes, além de
remodelagem de cromatina (Emery; Lu; 2015; Shen et al., 2008). A remielinizagao
também é influenciada por fatores extrinsecos como o rompimento da barreira
hematoencefélica e distdrbios da lamina basal, os quais provocam deposi¢do
aberrante de componentes da matriz extracelular, incluindo fibronectina, acido
hialurénico e condroitina proteoglicanos sulfato (CSPGs), que podem bloquear a
diferenciacdo de OPCs a OLs (Lau et al., 2013; Lourenco et al., 2016).

As células da linhagem de OLs séo capazes de responder a uma lista diversa
de estimulos, incluindo neurotransmissores como o0 &cido y-aminobutirico e
glutamato; trifosfato de adenosina; serotonina; acetilcolina; 6xido nitrico; opiodides;
prostaglandinas; prolactina e canabindides (Marinelli et al., 2016). Desde modo,
multiplos sinais podem impactar na remielinizacéo, refletindo na sua proliferacéo,
migracédo, diferenciacéo e sobrevivéncia no processo de transicdo de OPCs a OLs
(Tognatta; Miller, 2016).

1.8 Possiveis aplicacdes terapéuticas de toxinas na remielinizacao

Alguns componentes de veneno de animais exibem excelente seletividade e
afinidade para varios alvos localizados no SNC humano. Pesquisas recentes
indicam que os venenos de animais sdo ricos em moléculas neuroativas, que podem
ser ferramentas farmacoldgicas para analisar o progresso patolégico de distirbios
neurodegenerativos e fornecer bons candidatos ao desenvolvimento de novos
medicamentos (Chen et al, 2018, de Souza et al., 2018). Por exemplo, estudos
demonstraram que o veneno da abelha Apis mellifera, melhora os sintomas clinicos
de animais submetidos ao modelo Encefalomielite auto-imune experimental (EAE)
(Karimi et al.,, 2012). Assim como, um peptideo, denominado Tnp derivado de
veneno do peixe brasileiro Thalassophryne nattereri, que induz efeitos positivos
tanto no modelo de EAE, quanto em modelo de desmielinizacdo induzida por
cuprizona (Komegae,et al., 2017). Outro exemplo, é o CTK 01512-2, uma versao
recombinante do peptideo Pha1B, derivado do veneno da aranha Phoneutria

nigriventer. Este peptideo inibe o influxo de calcio mediado pelos canais
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VGCC/TRPA-1, resultando em efeitos promissores no modelo da EAE (Silva et al.,
2018).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado ha anos a crotalfina, um peptideo
sintético, cuja sequencia é idéntica a um componente do veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus. Este peptideo apresenta potente e duradora (3 a 5 dias)
atividade antinociceptiva (Machado et al., 2014; Zambelli et al., 2014; Gutierrez et
al., 2012; Brigatte et al, 2012 Konno et al., 2008, Gutierrez et al., 2008). O efeito
antinociceptivo da crotalfina envolve a ativacdo periférica de receptores CB2, que,
uma vez ativados, liberam peptideos enddgenos, particularmente dinorfina A, que
vai agir em receptores opidides do tipo kappa, o que acarreta antinocicep¢ao
(Machado et al., 2014). Estudos adicionais demonstram também que a crotalfina
ativa a via das quinases ativadas por mitdgenos (MAPKS), dentre elas a ERK1/2 e a
JNK, em neurbnios do DRG (Zambelli et al., 2014). Estudos recentes também
demonstraram que a crotalfina ativa parcialmente e desensibiliza canais ibnicos do
tipo TRPALl, o que contribue para sua acdo analgésica (Bressan et al, 2016).
Motivados pelas propriedades antinociceptivas em diversos modelos de inflamacéo
e neuropatia e também pelas acdes imunomodulatérias da crotalfina, avaliamos seu
efeito no modelo da EAE. O peptideo, além de inibir a nocicepcdo, reduziu
significativamente o déficit motor induzido pela doenca, como paralisia da cauda e
dos membros. Ensaios de microscopia eletrbnica de nervo demonstraram que
animais tratados com crotalfina apresentavam desmielinizacdo reduzida na fase
tardia da doenca (30 dias), com melhora no didametro das fibras e presenca de
axonios regenerados (Giardini et al., comunicagao pessoal).

Adicionalmente, Ruiz e colaboradores (comunicagéo pessoal), investigando a
acdo da crotalfina em cultura de agregados celulares do cérebro (células tronco
neurais, células progenitoras neurais, neurbnios maduros e células da glia),
observaram, por imunocitoquimica, que apés a desmielinizacdo induzida por
interferon-y (IFN-y) e LPS, verificou que o peptideo induziu aumento dos niveis das
proteinas especificas de OL como, MBP e MOG. Esses resultados sugerem que a
crotalfina: (a) mantém a integridade de OL em modelo de desmielinizacéo
inflamatoria ou (b) promove a remielinizacdo, por favorecer a diferenciagdo dessas
células. Entretanto, como os agregados continham varios tipos celulares, o estudo

da crotalfina em linhagem de OLs isoladamente, se faz necessario.
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Pelo exposto, o desenvolvimento de uma plataforma capaz de estudar o efeito
de venenos ou toxinas animais pode ser de extrema importancia na descoberta de
novas substancias capazes de controlar a desmielinizacdo ou promover

remielinizacao.

1.9 Diferenciacdo de células tronco de camundongos (MESCs) em células

precursoras de Oligodendrdécitos

Na auséncia de remielinizacdo endbégena adequada, a busca de novas
moléculas que promovam a diferenciacdo de células precursoras em células
maduras mielinizantes é de extrema importancia, como também a compreenséo dos
mecanismos que regulam a migracdo, proliferacdo e diferenciacdo de OPCs
(Skaper, 2019; Najm et al., 2015; Deshmukh et al., 2013;.

Modelos celulares para estudar o desenvolvimento de OLs e a mielinizacao
sdo sistemas Uteis para a avaliacdo da citotoxicidade de varios compostos ou a
eficacia de estratégias terapéuticas. Embora limitados pela auséncia de circuitos
cerebrais, bem como pela falta de circulacdo sistémica e sinalizacdo in vivo, as
culturas primarias sdo modelos Uteis em abordagens iniciais que permitem a
avaliacdo de um grande numero de funcdes e processos celulares. Estes modelos
também tém a vantagem crucial de reduzir o nimero de animais usados em
experimentos in vivo (Barateiro; Fernandes, 2014).

As células tronco pluripotentes (PSCs), como as células tronco embrionarias
(ESCs) e células tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) dispdem de potencial para
se diferenciar em diversos tipos celulares e, com elas, pode-se obter um numero
ilimitado de células diferenciadas, Uteis para estudos terapéuticos ou mesmo para o
transplante de células exdgenas (Goldman et al., 2015; Yamashita et al., 2017). J&
foram descritas varias estratégias para diferenciar PSCs em OPCs (Lager et al.,
2018; Douvaras et al., 2014; Wang et al., 2013; Hu et al., 2009; Brustle et al., 1999)
porém com diferentes protocolos, alguns em condi¢des de cultivo pouco definidas e
pouco reprodutiveis, outros com grande complexidade técnica ou, ainda, que geram
uma populacéo de células diferenciadas de baixa pureza.

Assim, o desafio deste estudo foi obter OPCs derivadas de mESCs com

metodologia simples, com alto grau de pureza e em quantidade suficiente para o
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estudo de novas drogas remielinizantes e para isto, nos baseamos em métodos ja
bem descritos (Tokumuto et al., 2010; Bian et al., 2016).



29

2 OBJETIVOS

Este estudo foi realizado com o0s seguintes objetivos:

2.1 Objetivo geral
e Estabelecer uma linhagem de OPCs com potencial para a criacdo de uma

plataforma para testar novos compostos com potencial remielinizante.

2.2 Objetivos especificos
e Estabelecer um protocolo de diferenciacdo de mESC em OLs;
e Caracterizar as células obtidas conforme o padrdo de expressdo de
marcadores;
e Verificar a validade e a robustez do protocolo de diferenciagdo em duas
linhagens de mESCs (HM-1 e USP-1).
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3 MATERIAL E METODOS
Todo cultivo de células foi feito a 37°C, em 5% de CO, e com ambiente Gimido.

3.1 Manutencdo e expansdo de fibroblastos embrionérios de camundongo
(MEFs-Mouse Embryonic Fibroblasts)

As MEFs, utilizadas, neste estudo, foram cedidas por Dra Irina Kerkis, do
laboratorio de Genética. Para o uso, as células foram descongeladas em banho-
maria e imediatamente transferidas para um tubo cénico com 5 mL de meio MEF
pré—aquecido. As células foram centrifugadas a 300 g por 5 minutos, o sobrenadante
foi removido e o sedimento foi ressuspenso em meio MEF composto de DMEM/F12,
10% soro fetal bovino (SFB); 100U/mL penicilina, 100U/mL estreptomicina e 2mM de
L-glutamina (todos os produtos da Gibco). O cultivo de MEFs foi mantido até 85% de
confluéncia, quando as células foram, entdo, dissociadas por acdo enzimatica com
solucéo de tripsina, 0.38 g/L /EDTA (0,25% Trypsin-EDTA, Gibco) por 5 minutos, a
37°C. A tripsina foi neutralizada com meio MEF e a suspenséo transferida para um
tubo conico e centrifugada a 300 g por 5 minutos. As células foram ressuspensas em
meio MEF, contadas em Camara de Neubauer e foram semeadas na concentracao
de 1,4 x 10* células/cm?. Diversas passagens (méximo 10 passagens) foram feitas
para que houvesse células suficientes para utilizagdo como células alimentadoras ou
para o congelamento. Para congelamento das MEFs, o meio foi removido, as células
dissociadas, contadas, e a suspensdo celular diluida em volume adequado para
preparar criotubos com aproximadamente 1 x 10° células em meio MEF com 10% de
DMSO (LGC). Os criotubos foram mantidos em freezer -80°C durante a noite e

posteriormente foram transferidos para nitrogénio liquido.
3.2 Inativagcdes mitdtica das MEFs e plaqueamento como células alimentadoras

As MEFS foram inativadas mitoticamente com o tratamento com mitomicina C
(Sigma-Aldrich). As MEFs foram semeadas em placas de 100 mm na concentragao
inicial de 1,1 x 10° células. Apos as células atingirem confluéncia em placa, o meio

foi removido, as células foram lavadas com PBS, por trés vezes, para remover 0
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SFB e antibidticos e, em seguida, foi adicionado meio DMEM suplementado com
solucédo diluida de mitomicina C em volume adequado para uma concentracdo final
de 10 pg/mL. As placas de MEFs com mitomicina C foram incubadas por 2h a 37°C
e 5% de CO, ApoOs a incubacdo, as células foram lavadas com solugcdo salina
tamponada com fosfato (PBS) por trés vezes, para retirada completa da mitomicina
C e foi adicionado o meio MEF.

3.3 Expansao de mESCs em estado indiferenciado

Para estabelecer o protocolo de diferenciacéo deste estudo, foram utilizadas
duas diferentes linhagens de mESCs, ambas extraidas de camundongos machos, a
linhagem HM-1-derivadas de camundongos 129/ola (Magin et al., 1992) e a
linhagem USP-1 derivadas de camundongos 129/sv (Sukoyan et al., 2002), ambas
doadas pela Dra. Irina Kerkis, do Laboratério de Genética, Instituto Butantan. Para o
cultivo das mESCs, utilizou-se 0 meio ESC que consiste em KnockOut DMEM
(Gibco), acrescido de 10% SFB, 100U/mL penicilina, 100U/mL estreptomicina, 1%
de L-glutamina e 1% de aminoacidos ndo essenciais (NEAA), 0,1mM de 2-
mercaptoetanol e 1000U/mL de Esgro-LIF (Millipore,).

Uma suspensdo das mESCs (1,5 x 10* células/icm? em meio ESC, foi
semeada sobre as MEFs e incubada a 37°C, 5% de CO, em estufa umidificada,
Foram realizadas trocas diarias de meio. As mESCs em proliferacdo formam
colébnias que aumentam de tamanho com o tempo. O cultivo foi mantido até a
formacao de col6nias individuais (3-4 dias). Quando as coldnias de células quase se
tocavam, o meio foi removido e as células lavadas duas vezes com PBS, as células
dissociadas com solucédo de tripsina/EDTA, por 5 min, a 37°C, a tripsina neutralizada
com meio ESC, e a suspenséo transferida para um tubo cénico, centrifugada a 300 g
por 5 minutos. O sedimento foi ressuspenso, as células foram contadas e
congeladas ou transferidas para outra placa e semeadas sobre as MEFs. Varios
cultivos de mESCs foram realizados para se obter um banco de 4 x 10’ células

(cerca de 40 criotubos).
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3.4 Protocolo de diferenciacéo de OPCs a partir de mESCs
O protocolo executado para diferenciar OPCs a partir de mESCs foi baseado
em outros trabalhos como o de Tokumoto e colaboradores (2010) e Bian e

colaboradores (2016), com algumas modificacbes (Figura 3).

Figura 3- Esquema de diferenciacdo de mESC a OL

Expanséo Diferenciacdo Expansiao Diferenciacioa
mESCs OPC OPC OL
_cces [] BTN N
! : F | | |} I /

MEFs ITS N2 N2 N2
LIF FGF FGF ™
EGF PDGF Noggin

PDGF SHH

NT3
cAMP

IGF-1

B-27

Fonte: préprio autor

3.5 Formacgé&o de corpos embrioides (EBS)

Para a formacdo de EB, optamos pelo método de cultura em suspensédo
estatica. As mMESCs expandidas foram cultivadas sobre as MEFs como descrito para
expansdo. Apoés dissociacdo com TrypLE (Gibco), a enzima foi neutralizada com
meio ESC, as células transferidas para tubo conico, centrifugadas, ressuspensas em
meio ESC e incubadas a 37°C, por aproximadamente 20 minutos, para se
desagregarem das MEFs, o meio foi removido e as células contadas.
Aproximadamente 2,5 x 10* células/cm? foram transferidas para uma placa nao
aderente tratada com agarose (Invitrogen) a 1%, em meio EB (meio ESC sem LIF).
As células foram incubadas por 4 dias, a 37°C, em meio umidificado contendo 5% de

CO, e 0 meio EB foi trocado no dia 2, com cuidado, para nao dissociar os EBs. Apos
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4 dias de cultivo, os EBs foram, gentilmente, transferidos para tubo conico, metade
do meio foi removido e foi adicionado metade do volume de meio EB novo. O meio
com os EBs foi transferido para uma nova placa e as células cultivadas por 24h para

permitir a aderéncia.
3.6 Inducéo de linhagem neural

Depois que os EBs aderiram a placa, o meio foi substituido por meio
ITS/fibronectina e os EBs cultivado por 6-8 dias, a 37°C, em ar umidificado com 5%
de CO,. O meio ITS/ fibronectina foi trocado a cada 2 dias. Durante este periodo,
uma monocamada de células cresceu a partir dos EBs aderidos.

O meio ITS/fibronectina consiste de DMEM/F12 suplementado com 1,55
mg/mL de glicose (Sigma-Aldrich), 2 mM de L-glutamina, 2,4 mg/mL de NaHCO3
(Sigma-Aldrich), 1X de suplemento ITS (R&D), 5ug/mL de fibronectina (R&D) e 100
U/mL penicilina 100 U/mL estreptomicina. O suplemento ITS contém insulina bovina,

transferrina e selenito de sédio.
3.7 Inducéo de OPCs

Apos o final da inducdo neural, o meio ITS/fibronectina foi removido da cultura
celular e as células aderidas lavadas duas vezes com PBS estéril. As células foram
dissociadas com TrypLE e foi adicionado meio EB para neutralizar a enzima. As
células foram transferidas para um tubo cbnico que permaneceu na vertical por
aproximadamente 5 minutos para que os EB se acomodassem no fundo do tubo. As
células suspensas foram transferidas para novo tubo e centrifugadas por 5 minutos a
220 g. As células foram ressuspensas em meio N-2 MAX/FGF, contadas, semeadas
na densidade de 1 x 10° células/poco em 500 pL de meio N-2 MAX/FGF em placas
de 24 pocos revestidas com 15 pg/mL de poli-L-ornitina (Sigma-Aldrich-Aldrich) e
10ul/mL de laminina (Life Technologies). O meio N-2 MAX/FGF foi trocado
diariamente por 4 dias. Apos 4 dias, 0 meio foi substituido por N-2 MAX/FGF/EGF
com trocas diarias por 4 dias, seguido de meio N-2 MAX/FGF/ PDGF-AA por 4 dias

adicionais com reposicao diaria do meio.
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O Meio N-2 Max é composto por DMEM/F12 suplementado com 1,55 mg/mL
de glicose, 2 mM de L-glutamina, 1,69 mg/mL de NaHCO3, 1x suplemento N-2,
composto por insulina e transferrina humanas, putrescina, selenito e progesterona
(R&D) e 100 u/mL de penicilina/estreptomicina. O estoque FGFb (Peprotech) foi
dissolvido em 0,1% de BSA em PBS e foi utilizado na concentracdo de 20 ng/mL
para o meio de uso. O EGF estoque foi dissolvido em 0,1 % BSA em &cido acético
10 mM e adicionado na concentracdo de 20 ng/mL no meio de uso. O estoque
PDGF-AA (Peprotech) foi dissolvido em 0,1% de BSA em PBS estéril e utilizado no
meio de uso na concentragdo de 20 ng/mL.

Para o revestimento da placa com poli-L-ornitina/laminina, uma solugcéao de 15
Mg/mL de poli-L-ornitina (Sigma-Aldrich) em PBS foi adicionada a placa que foi
incubada por 15 horas a 37°C. Apds esse periodo, os pocos foram lavados 3x com
PBS e a placa novamente incubada por uma noite a 37°C. No terceiro dia, apds a
lavagem da placa com PBS, foi adicionada uma solugcéo de 10 ug/mL de laminina
em PBS e a placa incubada a 37°C, por 3 a 30 h antes de ser utilizada.

Para realizacdo de ensaios de imunofluorescéncia, laminulas foram colocadas

Nos poc¢os anteriormente ao revestimento de poli-L-ornitina/laminina,

3.8 Expanséao de OPCs derivado de mESCs

As OPCs foram mantidas e expandidas em Meio N2 Max suplementado com
20 ng/mL de FGFb e 20 ng/mL de PDGF-AA e este meio foi trocado em dias
alternados. A partir da passagem 1, as OPCs foram semeados na concentracao de 2
x 10%/cm? em garrafas revestidas com 5% de MATRIGEL (Corning) e cultivados até
atingirem 80 a 90% de confluéncia. Para o congelamento, as OPCs foram mantidas
em meio DMEM acrescido de 10% de SFB e 10% de DMSO em nitrogénio liquido.

3.9 Diferenciagcdo mESC para OLs

As OPCs derivadas de mESC foram diferenciadas em OLs em placas
revestidas com poli-L-ornitina e laminina na proporcéo de 2 x 10*/cm? em meio OL. O
meio OL contétm DMEM suplementado com B27 1X (Gibco); N2 1X (R&D);
100ng/mL de Noggin (R&D); 10uM de sal dibutirii AMP ciclico (Sigma-Aldrich);
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100ng/mL de IGF-1(R&D); 10ng de NT3 (R&D Systems); 200 ng de Shh (R&D); e
40ng/mL de T3 (Sigma-Aldrich). O cultivo foi mantido por 3 a 4 dias.

3.10 Imunofluorescéncia

No final de cada etapa do processo de diferenciacdo, algumas células foram
destinadas a imunofluorescéncia com marcadores especificos.

Para tanto, as células foram fixadas com 4% para formaldeido (Sigma-Aldrich)
por 20 min, a temperatura ambiente e lavadas 2 vezes com PBS. Para
permeabilizagdo (quando necessaria), as células foram tratadas com Triton X-100 a
0,2% (Sigma-Aldrich) em PBS, por 5 min, a temperatura ambiente e lavadas trés
vezes com PBS. O blogueio foi feito com BSA (Sigma-Aldrich) 5% em PBS, por 30
min. As células foram incubadas por uma noite a 4°C, com 0s anticorpos primarios
diluidos em BSA a 1%. Os anticorpos primarios utilizados para as mESCs, suas
diluicdes e numero de catalogo foram, respectivamente: anti-Nanog (1/100 Abcam
ab80892); anti-Oct4 (1/100 Abcam ab181557); anti-Sox2 (1/100 Abcam
ab137385), anti-SSEA-1 (1/100 Santa Cruz sc21702). Para precursores neurais
foram: anti-Pax6 (1/50 Abcam ab5750); anti-Nestin (1/100 sc23927), anti-
Sox1(1/100 Abcam 109290). Para OPC foram: anti-Sox10 (1/250 Abcam
ab155279); anti-Olig2 (1/500 Abcam ab9610); anti-PDGFRa (1/100 Abcam
ab5460); anti-NG2 (1/200-Abcam ab5320) e anti-A2B5 (1/200-Millipore
MAB312R). Apés incubacgéo, a suspensdo com o anticorpo foi removida, as células
foram lavadas 3 vezes com PBS e as células foi adicionado anticorpo secundario
marcado com fluoréforo e diluido 1/500 em BSA 1%. Os anticorpos secundarios
utilizados foram Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit (Molecular Probes-Thermo Fisher,
A11034), Alexa Fluor 633 anti-rat (A 21094) e Alexa Fluor 488 goat anti-mouse
(A11001). As células foram incubadas a temperatura ambiente, por 2 h, sem
exposicdo a luz. Para marcacao nuclear, as células foram incubadas com 1 pg/mL
de DAPI (Sigma-Aldrich) e a placa incubada por 5 minutos, a temperatura ambiente,
ao abrigo da luz. Foram realizados controles negativos para 0s anticorpos
secundarios com a adicdo de DAPI. As imagens foram capturadas com o
microscoépio confocal Leica TCS SP 8 e analisadas com o Software Leica LAS no

Laboratério de Biologia Celular por Alexsander S. Souza.
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3.11 Anélise de células por citometria de fluxo

As OPCs foram dissociadas com TrypLE Select (Gibco), neutralizadas,
centrifugadas e o sobrenadante removido. A suspensao celular foi bloqueada com
soro normal de cabra (Invitrogen) 5% diluido em DMEM/F12, por 30 min, no gelo.
Apos lavar com 1 mL de DMEM/ F12, as células foram centrifugadas a 200 g por 5
min, os anticorpos primarios foram adicionados (anti-CD140a-APC/PDGFR, diluido
1/80, eBioscience/Thermo Fisher e o anticorpo ndo conjugado anti-NG2-AF488,
1/100, Millipore) e incubadas por 30 min, no gelo, ApGs as células serem lavadas
com DMEM/F12, a suspensédo celular foi incubada com anticorpo secundéario Alexa
Fluor 488 (1/400), por 20 min. Foram incluidos controles para cada anticorpo
isoladamente. Foram utilizadas 3 a 5 x 10° células para cada tubo controle e 2 x 10°
células para o tubo de dupla marcacgdo. As células foram separadas em citbmetro de
fluxo FACSAria (BD Becton Dickinson) e analisadas com o programa BD FACS Diva
8.0.1.

3.12 Extracédo de RNA e RT-PCR

Para separar mESCs das MEFs que estavam em co-cultura, as células foram
dissociadas com tripsina, a enzima neutralizada e as células transferidas para um
frasco de cultivo. A suspenséo celular foi incubada, por 30 min a 37°C, em ambiente
umidificado contendo 5% de CO,. ApGs esse periodo, foi coletado o meio contendo
as mESCs enquanto as MEFs ficaram aderidas ao frasco de cultivo. A suspenséao
celular foi centrifugada a 300 g por 5 minutos, as células contadas, lavadas com
PBS e o sedimento estocado em RNAlater Solution (Thermo Fisher) a -80°C.

Para extragcdo do RNA, foi utilizado o kit “RNeasy Mini Kit” (QIAGEN) e o
protocolo realizado conforme as recomendacgdes do fabricante. Para quantificar e
analisar o RNA, foram utilizados os equipamentos Qubit Fluorometric Quantitation
(Thermo Fisher Scientific) e Bioanalyzer System (Agilent). Foram utilizados 1 ug de
RNA de cada amostra para a transcricéo reversa com o kit ThermoScript™ RT-PCR
System (ThermoFischer) seguindo o protocolo do fabricante. Para o RT-PCR, foram
utilizados os primers da Tabela 1 e Tag DNA Polymerase (GeneDirex,). O programa

para o PCR foi realizado com desnaturacao inicial a 94°C por 5 min, 35 ciclos de
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desnaturacao por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e extensao a
72°C por 1 min seguido por extensao final a 72°C, por 7 min, em termociclador Veriti-
Applied Biosystems/Thermo Fisher. O produto do RT-PCR foi analisado em gel de
agarose 1,7% corado com Nancy 520 (Sigma-Aldrich) usando padrdo de peso
molecular GeneRuler SM241 (Thermo Fisher) e fotografado utilizando
fotodocumentador (Alliance 2.7-UNIVET)

Tabela 1: Sequéncias de oligonucleotideos utilizados nas andlises de RT-PCR em
mMESCs

Gene Senso Antisenso famanho
(pb)
Nanog ACCTGAGCTATAAGCAGGTTAAGAC GTGCTGAGCCCTTCTGAATCAGAC 116
Sox2  ACCAGCTCGCAGACCTACAT TGGAGTGGGAGGAAGAGGTA 153
Oct4  CCAATCAGCTTGGGCTAGAG CTGGGAAAGGTGTCCCTGTA 128
Gapdh CCCCAACACTGAGCATCTCC ATTATGGGGGTCTGGGATGG 50

Fonte: proprio autor
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4 RESULTADOS

Apresentamos nossos resultados:

4.1 RT-PCR e Imunofluorescéncia confirmaram estado indiferenciado de
mMESC

As mESCs foram cultivadas em co-cultura com células alimentadoras,
fibroblastos embrionarios de camundongo (MEFs), gentiimente cedidos pela Dra.
Irina Kerkis. As MEFs foram utilizadas por 10 passagens e mantiveram suas
caracteristicas originais de cultivo.

Figura 4 - Imagem representativa de contraste de fase para co-cultura de MEFs e
ESCs em placas.

Fonte: proprio autor
Algumas col6nias de mESCs estéo indicadas por setas. Aumento 100 x.

Uma caracteristica marcante de ESCs em cultura é sua habilidade de se
dividir indefinidamente se forem mantidas em condi¢cdes apropriadas (Figura 4). Para
garantirmos que, durante a expansdo das mESCs por diversas passagens, as

células que utilizamos mantiveram-se em estado indiferenciado, realizamos analises
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morfoldgicas e analises de marcadores de pluripoténcia por imunofluorescéncia e
RT-PCR. Foram pesquisados os fatores de transcricdo Nanog, Sox2 e Oct4
associados com a promocao da proliferacdo e inibicdo da diferenciacdo: e o

carboidrato de superficie SSEA-1

Figura 5 - Andlise de RT-PCR para marcadores de pluripoténcia

1 2 3 4 5 6 7 8 9

ph

200

100

Oct 4 Sox2 Nanog GAPDH

Fonte: préprio autor

Nas canaletas 2,4, 6 e 8 estdo mostradas amplificaces dos cDNAs de mESC
indicados abaixo. Nas canaletas 3, 5, 7 e 9 estdo indicadas amplificacdes de
cDNAs de MEFs. A primeira canaleta apresenta o marcador de peso
molecular.

Os resultados apresentados na figura 5 demonstram que as mESCs foram
positivas para marcadores de pluripoténcia: Oct4; Nanog e Sox2. Este experimento
foi realizado para as duas linhagens de mESCs com o mesmo resultado. Os
resultados obtidos por RT-PCR foram confirmados por imunofluorescéncia para os
mesmos marcadores e também para o carboidrato de membrana SSEA-1,

confirmando a pluripoténcia (Figuras 6 e 7)



Figura 6 - Andlise de imunufluorescéncia de MEF-mESCs (linhagem USP-1)

Fonte: préprio autor
As imagens demonstram a positividade para marcadores Nanog, Oct4, Sox2, SSEA-1,

sendo os primeiros trés nucleares e a SSEA, superficial. Somente as col6nias de mESCs
foram marcadas, sem reconhecimento das MEFs sobre as quais cresceram. Todas as

imagens tém escala de 25um.
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Figura 7 - Andlise de imunufluorescéncia de MEF-mESCs (linhagem HM-1)

Fonte: proprio autor:

As imagens demonstram a positividade para marcadores Nanog, Oct4, Sox2, SSEA-1, sendo
0s primeiros trés nucleares e a SSEA, superficial. Somente as colénias de mESCs foram
marcadas, sem reconhecimento das MEFs sobre as quais cresceram. Todas as imagens tém
escala de 20pum

41
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4.2 Avaliagéo da formagéo de EBs

O inicio da diferenciacdo de mESCs ocorreu com a formacéo de agregados
celulares ndo aderentes denominados EBs. O desenvolvimento de EBs foi realizado
em suspensao estatica, com o0 mesmo meio utilizado para as mESCs, porém sem o
inibidor LIF, que mantinha as mMESCs em estado indiferenciado durante a expans&o.
Para fornecer condicbes ndo aderentes de baixo custo, optamos por utilizar placas
com revestimento de agarose 1%. Os EBs apresentam células diferenciadas
representativas dos trés folhetos germinativos (ectoderme, mesoderme e

endoderme).

Figura 8 - Imagem de microscopia éptica de corpos embrioides derivados de
MESCs

Fonte: proprio autor:
Agregados celulares apds 4 dias de cultivo em condi¢des de diferenciacdo. A barra de
escala corresponde a 100um.
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4.3 O tratamento com meio ITS induziu a diferenciacdo de células com

caracteristicas neuroepiteliais

Apés a formacdo de EBs, para que houvesse o direcionamento neural
pretendido, os EBs foram transferidos para uma placa aderente com meio ITS.
Nestas condi¢bes, os EBs liberaram células que formaram uma monocamada de
células com caracteristicas neuroepiteliais (Figura 9A). Pode-se notar, também, que
as células liberadas do EB ja expressavam nestina, um filamento intermediario tipico

de precursores neurais (Figura 9B).

Figura 9 — Imagens representativas de células com caracteristicas de precursores

neurais

Fonte: préprio autor
Imagem de microscopia Optica demonstrando caracteristicas neurais de células liberadas a
partir do EB (A). Analise de imunoflurescéncia de células Nestina+ liberadas a partir do
EB. Escala de 100um (A) e 20um (B),
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Observamos também que as células apresentaram mudancas morfolégicas
em relagcdo as mESCs e houve expressdo de marcadores neuroepiteliais, nestina,
Soxl e Pax6 pela maioria das células diferenciadas analisadas por

imunofluorescéncia (Figuras 10 e 11).

Figura 10 - Imagens representativas de imunofluorescéncia de precursores neurais
(derivados da linhagem USP-1)

Fonte: proprio autor
As células expressaram Nestina, Pax6 e Sox1. Barra de escala 25um.
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Figura 11 - Imagens representativas de imunofluorescéncia de precursores neurais

(derivados da linhagem HM-1)

Fonte: proprio autor
Células expressando Nestina, Pax6, Sox1. Barra de escala 25um.
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44 Os procedimentos empregados favoreceram a diferenciacdo de
precursores neurais a OPCs

Os precursores neurais obtidos em etapa anterior proliferaram e diferenciaram
em resposta a adicdo de FGFb, EGF e PDGF-AA, ao meio de cultura. Apos 12 dias
de cultivo, as células apresentaram morfologia bipolar. Para comprovar a
diferenciacdo em OPCs, foram realizados ensaios de imunofluorescéncia, que
demonstraram marcacdo positiva para marcadores caracteristicos como: A2B5,
Olig2, Sox10, PDGFRa, e NG2. As duas linhagens de mESC utilizadas em nossos
experimentos foram diferenciadas em OPCs de maneira eficiente, sem qualquer
alteracdo do protocolo proposto (Figura 17). Na figura 12, observa-se que as OPCs

derivadas de ESCs expressaram A2B5.

Figura 12 - Imagens representativas de imunofluorescéncia para marcagdo com
anti-A2B5

Fonte: préprio autor
Marcacéo anti-A2B5 (proteina lisossomal) em OPCs derivadas de mESCs, linhagem HM-1 em
A e USP-1 em B. Escala de 25um.
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Os OPCs derivados de mESCs também expressaram o marcador Olig2, um
importante fator de transcricéo (Figura 13).

Figura 13 - Imagens representativas de imunofluorescéncia para marcacdo com
anti-Olig2

Fonte: préprio autor
Marcagdo com anti-Olig2 em OPCs derivadas de mESCs, linhagem HM-1 em A e USP-1 em B.
Escala de 25um
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O Sox10, outro fator de transcricao, foi expresso por OPCs derivadas de

MESCs das duas linhagens empregadas no estudo (Figura 14).

Figura 14 - Imagens representativas de imunofluorescéncia para marcagdo com
anti-Sox10

Fonte: préprio autor
Marcacéo com anti-Sox10 em OPCs derivadas de mESCs, linhagem HM-1 em A e USP-1 em B.
Escala de 25um.
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Outro importante marcador para OPCs é o PDGFRa. Na figura 15, podemos
observar que os OPCs derivados de mESCs séo positivos para PDGFRa

Figura 15 - Imagens representativas de imunofluorescéncia para marcacdo com
anti-PDGFRa

A

Fonte: préprio autor
Marcagcdo com anti-PDGFRa (proteina de superficie) em OPCs derivadas de mESCs, linhagem
HM-1 em A e USP-1 em B. Escala de 25um.
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O NG2, sulfato de condroitina, € um proteoglicano que ocorre no SNC quase
que exclusivamente em OPCs. Este marcador foi altamente expresso em nossas

células.

Figura 16 - Imagens representativas de imunofluorescéncia para marcacdo com

anticorpo-NG2

Fonte: préprio autor
Marcagcdo com anticorpo-NG2 (proteina de superficie) em OPCs derivadas de mESCs (linhagem
HM-1). Escala de 25um.
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A figura 17 (A e B) revela a expressao majoritaria de marcadores de OPCs
em células diferenciadas das duas linhagens utilizadas. Estes dados foram obtidos
na primeira passagem de OPC, antes de qualquer selecdo ou separacdo. Nao foi
possivel realizar a quantificacdo para o marcador NG2 em OPCs (USP-1) por

imunofluorescéncia.

Figura 17 - Quantificacdo da expressao de marcadores de OPCs
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Fonte préprio autor

Quantificacdo da expresséo de marcadores de OPCs em células diferenciadas derivadas mESCs
linhagens HM-1 (A) e USP-1 (B) reveladas por imunoflluorescéncia. Foram contadas 100 células em
3 campos aleatérios de 2 experimentos independentes e a porcentagem de células positivas foi
calculada para cada marcador.
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4.5 A andlise de células por citometria de fluxo com dupla marcac¢éo confirmou
a diferenciacao de OPCs a partir de mESCs

As OPCs obtidas a partir de mESCs (linhagem USP-1) foram expandidas
durante 10 passagens, conservando a pureza. Para confirmar a homogeneidade
desta populacdo de células, elas foram submetidas a andlise por citometria de fluxo
em passagens diferentes. Os resultados demonstram que essas células co-
expressaram marcadores de superficie PDGFRa e NG2 em alta porcentagem
(Figuras 18-A e 18-B), demonstrando a geragdo de uma populacéo de células com
alta pureza.

A citometria apresentada na Figura 18A foi realizada com OPCs de quarta
passagem (p4) e resultou em 88,3% de positividade para a dupla marcagcdo. No
caso da Figura 18B, células ndo purificadas da mesma passagem (p4) das células
submetidas a primeira citometria (Figura 18A), foram congeladas, descongeladas e,
apos proliferacdo por mais cinco passagens (p9), foram submetidas a citometria. O
resultado semelhante (87,3% de dupla marcacao) indica que as OPCs podem ser

estocadas para serem utilizadas para testes posteriores.
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Figura 18 — Analise de citometria de fluxo demonstrando a co-expressédo de NG2 e
PDGFRa
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Citometria de fluxo. As figuras demonstram a co-expressdo de NG2 e PDGFRa em OPCs de
passagens diferentes, em baixa passagem (p4) A e em alta passagem ap0s congelamento e
descongelamento (p9) B.



Figura 19 Analise de citometria de fluxo para ensaios de controle
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As analises de citometria de fluxo demonstram a especificidade dos anticorpos. A OPCs
marcadas apenas com anticorpo anti-PDGFRa; B OPCs marcadas apenas com
anticorpo anti- NG2 e 0 seu anticorpo secundério; C controle OPCs marcados apenas
com anticorpo secundario Alexa Fluor 488.
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5 DISCUSSAO

Terapias que visam promover a remielinizagdo em pacientes acometidos por
doencas desmielinizantes sdo baseadas na modulacdo de OPCs enddgenas ou no
transplante de células exégenas. Portanto, a obtencdo de populacées de OPCs, de
alta pureza, pode ser uma estratégia relevante na busca por novos compostos, que
promovam remielinizag&o.

As ESCs em cultura apresentam uma caracteristica marcante que € sua
habilidade de se dividir indefinidamente, se forem mantidas em condicGes
apropriadas, assim como sua capacidade em diferenciar em varios tipos celulares,
incluindo OPCs e OL. Neste estudo, procuramos definir um protocolo de
diferenciacdo de ESCs em OPCs, que fosse reprodutivel, que produzisse uma
guantidade ilimitada de OPCs e que estas células fossem caracterizadas com os
principais marcadores tipicos como Olig2, Sox10, A2B5, NG2 e PDGFRa.

Estudos anteriores descrevem a diferenciacdo de OPCs a partir de mESCs,
contudo, estes trabalhos apresentaram rendimentos variados e ndo caracterizam as
OPCs obtidas, pela expressdo dos mesmos marcadores (Lager et al., 2018; Bian et
al., 2016; Tokumoto et al., 2010; Brustle et al., 1999). Outros estudos descrevem a
diferenciacdo de OPCs a partir de células tronco embrionarias humanas (hESCs)
(Douvaras et al., 2014; Wang et al., 2013;, Hu et al., 2009); porém estes protocolos
apresentam multiplos passos e sdo mais longos (acima de 60 dias) o que dificulta a
sua aplicacdo. Assim, optamos por padronizar um protocolo de diferenciacdo de
OPCs a partir de mESCs de menor duragdo (28 dias). As mESCs apresentam
caracteristicas comuns as hESCs, uma vez que, muitas caracteristicas do
desenvolvimento sdo conservadas entre as espécies e a maioria dos genes
diferencialmente regulados tem variacbes de expressdo semelhante nos dois
organismos (Gabdoulline et al., 2015).

De inicio, as mESCs foram cultivadas em co-cultura com células
alimentadoras MEF, inativadas mitoticamente e na presenca de LIF (citocina
inibitéria para a diferenciacdo), para que houvesse expansdo de células com
manutenc¢do do estado indiferenciado. Tal estado indiferenciado foi verificado por
analises morfolégicas e analises de marcadores de pluripoténcia por

imunofluorescéncia e RT-PCR. Para estas avaliacdes, escolhemos trés dos
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principais fatores de transcricdo associados com a promocao da proliferacéo e
inibicdo da diferenciacdo em mESCs: Nanog, Sox2 e Oct4 (Martello; Smith, 2014).
Avaliamos também a expressdo de outro marcador de mESC, o carboidrato de
superficie SSEA-1 (Gooi et al., 1981). Nossos resultados confirmaram a expresséo
dos genes Oct4; Sox2, Nanog, de suas proteinas correspondentes e do carboidrato
de membrana SSEA-1 pelas células indiferenciadas de duas linhagens de mESCs
avaliadas USP-1 e HM-1.

A primeira etapa para a diferenciacéo foi a formacédo de EBs. A diferenciacéo
espontanea de ESCs através da formagdo de EBs € um método comum,
especialmente na diferenciacdo de linhagens neurais (Rungarunlert et al., 2009).
Uma das vantagens da formacdo de EBs é que a diferenciacdo neural ocorre
através de uma estrutura tridimensional, o que facilita o contato célula a célula,
melhorando a sobrevivéncia, diferenciacdo e proliferacdo dos NPs, sem a
necessidade da adicdo de matrizes extracelulares (Alsanie et al., 2013).
Alternativamente, outros estudos promovem a inducdo neural sem a formacdo de
EB, mas pela formacdo de neuroesferas ou rosetas neurais por meio de
suplementacdo do meio de cultivo com indutores e fatores de crescimento (Bian et
al., 2016; Najm et al., 2011). A estratégia escolhida para alcancar a inducdo neural,
neste trabalho, foi utilizar um meio sem acido retindico. A selecdo neural a partir da
progénie da EB foi obtida sob condicbes minimas de crescimento, em um meio sem
soro, suplementado com insulina, transferrina e selenito (meio ITS). Sob essas
condicdes, a maioria das células derivadas de EB morre e emerge uma populacao
distinta de células imaturas que expressa niveis crescentes do filamento
intermediario nestina (Okabe et al.,, 1990). A proteina nestina é um filamento
intermediario de classe IV e é abundante durante a neurogénese no SNC e SNP.
Desta forma, a nestina € utilizada como marcadora de células progenitoras neurais
(Lendahl et al., 1990; Frederiksen et al., 1988; Hockfield; McKay, 1985) e sua
expressdo confirma caracteristicas como multipoténcia, alta proliferacdo e
capacidade de autorrenovacdo e regeneracao (Neraldil; Veselska, 2015; Wiese et
al., 2004). O Pax6, expresso na ectoderme, é um fator de transcricdo altamente
conservado entre vertebrados e é muito importante em varios processos do
desenvolvimento do SNC, especialmente na regulacdo de proliferacdo e

diferenciacdo (Osumi et al, 2008; Manuel et al., 2015). Muta¢des ou delecdes do
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gene Pax6 em embrides desencadeia diversas desordens neurais, confirmando seu
papel no desenvolvimento neural (Manuel et al., 2015). A expressdao de Pax6
também modula a neurogénese no adulto induzindo a diferenciacdo de NP em
populacdes neuronais ou glias (Klempin et al.,, 2012). Com relagdo ao Sox1, sua
expressao é fortemente relacionada com a inducdo neural in vivo e in vitro e este
fator de transcricdo € expresso exclusivamente no SNC (Pevny et al., 1998). No
nosso estudo, portanto, confirmamos que as células diferenciadas nesta etapa,
expressaram o0s marcadores Nestina, Sox1 e Pax6 compativeis com 0 estagio de
diferenciagéo neuroepitelial.

ApOs a etapa de inducdo neural, os precursores neurais foram diferenciados
em OPCs em resposta a adicdo de importantes mitogenos como FGFb, EGF e
PDGF-AA. O FGFb e o EGF. Esses fatores sao utilizados em numerosos protocolos
com intuito de promover a especificacdo celular de linhagens de OL (Bian et al.,
2016; Najm et al., 2011). O PDGF (particularmente a isoforma PDGF-AA) é fator de
crescimento descrito como um importante indutor de diferenciacdo de OPC
exdgenos e endogenos (Guo et al., 2019). No nosso estudo, a adicao dos fatores
mencionados acima induziu a expressao de proteinas A2B5, Olig2, Sox10, PDGFRa
e NG2 de maneira semelhante ao que ocorre na diferenciacdo de OPCs in vivo.

Como mencionado na Introdug¢do, o A2B5, um gangliosideo de superficie
caracteristico de precursores neurais, foi um dos primeiros marcadores descritos
para OPCs (Ralf et al., 1983), embora, in vivo, ndo seja muito especifico para OPCs
(Baracskay et al., 2007). Ja o Olig2 é expresso na linhagem de OLs desde os
precursores até o estagio adulto (Ono et al., 2017). Para estudar as funcdes do fator
Olig2, Takebayashi et al., 2002) geraram camundongos com inativacao
homozig6tica do gene Olig2 e verificaram que estes animais ndo se alimentavam,
morriam com um dia de vida e suas células neuroepiteliais ndo se diferenciavam em
OLs, comprovando a importancia deste fator de transcricio no processo de
diferenciacdo deste tipo celular. O Sox10 é outro fator de transcricdo de crucial
importancia. Garcia-Léon e colaboradores (2017), demonstraram que a
superexpressao de apenas SOX10 em NPs derivados de hPSC permitiu gerar OLs
de maneira rapida e eficiente. Neste mesmo ano, para analisar a diferenciacéo e a
multipoténcia de OPC murinos, Suzuki e colaboradores estabeleceram uma

linhagem de camundongos transgénicos que expressam uma proteina fluorescente
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Venus, sob controle do promotor de Sox10, cuja expressao é restrita a OPCs e OLs
no SNC. Com essa ferramenta os autores demonstraram claramente a diferenciacao
de OPC em OL e astrécitos. Com relacdo ao PDGFRa, um receptor tirosina quinase,
sabe-se que ele € crucial durante o desenvolvimento embrionario e no SNC adulto
(Funa et al., 2014). O NG2 é um marcador muito importante das OPCs e por este
motivo essas células podem também ser chamadas de Células NG2, glias NG2 ou
células progenitoras NG2 (Dimou; Gallo, 2015).

Vale mencionar que no nosso estudo as OPCs obtidas a partir de mESCs,
foram expandidas durante 10 passagens com auxilio de FGFb e PDGF-AA,
conservando a pureza. Para confirmarmos a homogeneidade desta populacdo de
células, as mesmas foram submetidas a analise por citometria de fluxo em diferentes
passagens. Os resultados mostraram que estas células co-expressaram marcadores
de superficie PDGFRa e NG2 em alta porcentagem, sugerindo que foram geradas
populacbes de células com alta pureza. Interessantemente, a pureza de OPCs da
guarta passagem foi de 88,3%, enquanto que, apds congelamento/descongelamento
e outras cinco passagens, a pureza foi de 87,3%. O resultado semelhante indica que
elas podem ser estocadas e expandidas para serem utilizadas em testes
posteriores.

Nosso protocolo de diferenciacdo de OPCs derivados de ESCs foi baseado
nos trabalhos de Brustle et al., 1999; e Tokumoto et al., 2010, que, entretanto,
obtiveram um rendimento baixo de OPCs. O estudo de Tokumoto et al., 2010, gerou
uma populacédo de OPCs derivadas de mESCs com apenas 15,5% de expressao de
A2B5. Com as modificacdes presentemente inseridas aperfeicoamos 0 processo
com relativa simplicidade e maior rendimento. Os trabalhos de Bian et al., 2016 e
Lager et al., 2018 deram origem a OPCs com alta pureza (80 a 90% de positividade
para marcadores como Sox10, Olig2 e Nkx2.2), porém fizeram uso de varios outros
inibidores e fatores de crescimento, elevando o custo e a complexidade dos
procedimentos.

No presente trabalho utilizamos células derivadas de duas linhagens de
MESCs e ambas expressaram entre de 80 a 90% os marcadores A2B5, Sox10,
Olig2, PDGFRa, demonstrando a alta positividade para todos. Também analisamos
por citometria de fluxo a co-expressédo de NG2 e PDGFRa, que sdo os marcadores

mais frequentemente utilizados e representativos para caracterizacdo de OPCs
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(Wilson et al., 2006; Alsanie et al., 2013; Najm et al., 2011) e verificamos, uma alta
porcentagem de positividade (87,3 a 88,3%). Desse modo, as duas linhagens de
MESCs utilizadas, foram capazes de se diferenciar em OPCs com eficiéncia
semelhante, o que demonstra a robustez do protocolo executado.

Assim, a habilidade em mantermos a capacidade proliferativa das OPCs,
mesmo apos o congelamento e descongelamento, como observado por analise de
marcadores por citometria de células de alta passagem, demonstra que este
protocolo pode ser utilizado para experimentos em larga escala. Essa possibilidade
€ particularmente importante, visto que, abre perspectivas para a triagem de novos
compostos remielinizantes. Por exemplo, poderemos utilizar as OPCs para testar as
toxinas estudadas no Instituto Butantan, especialmente as que ja apresentaram
efeitos promissores em modelos animal de esclerose mdultipla experimental.

As células, ainda podem ser modificadas geneticamente, na fase de ESCs ou
OPCs e depois diferenciadas para se verificar o efeito da superexpressao ou inibicao
génica em modelos de doencas neurodegenerativas ou para serem transplantados
em animais para experimentos de funcionalidade (Garcia-Le6n et al., 2018; Lager et
al., 2018)

Em suma, o estudo apresenta uma plataforma simples e eficiente para a
geracdo de células da linhagem de OL, com vérias aplicacdes, entre elas a triagem

de novos compostos que atuem sobre OLs.
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6 CONCLUSOES

Estabelecemos um protocolo de diferenciagédo de OPCs derivados de mESCs
eficiente e que gera células diferenciadas com alta pureza.

Com algumas modificacbes, conseguimos otimizar protocolos previamente
descritos, o que resultou em maior rendimento das OPCs geradas.

As duas linhagens de mESCs empregadas neste estudo, foram capazes de
gerar OPCs com eficiéncia semelhante e com o mesmo protocolo.

A caracterizacdo de OPCs foi realizada por anélises de imunofluorescéncia
para cinco marcadores destas células: A2B5, Olig2, Sox10, NG2 e PDGFRa.

A analise por citometria de fluxo de OPCs duplamente marcadas para NG2 e
PDGFRa confirmou a expressao destes marcadores e a relativa homogeneidade da
populacao obtida.

A populacdo de OPCs foi capaz de proliferar e expandir para gerar
populacbes suficientes para analise por citometria e resistiu ao
congelamento/descongelamento.

O congelamento e descongelamento das OPCs preservou a capacidade de
proliferacéo das células geradas.

Desta forma, geramos uma populacdo de OPCs a partir de mESCs em

guantidade suficiente serem utilizadas
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