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PROBLEMA

Diversos fendmenos s&do observados no cérebro de pacientes com
Alzheimer, sendo o principal desafio perceber como todos estes se relacionam
entre si, para a compreensdao dos mecanismos e para a aquisicdo de novos
alvos para terapia. Existem varias hipOteses para 0s mecanismos de
causa/efeito da doenca mas o seguimento dos mesmos é dificil, dado que
estdo envolvidos numa complexa cascata de reaccdes que resultam na
deposicao de amiléide-B e tau. Assim, torna-se importante actuar sobre varios
processos, como a amiléide-B, inflamacao, stress oxidativo, patologia da Tau e
neuroproteccdo (Frautschy e Cole, 2010). No entanto, como tudo indica uma
predisposicao para a doenga provocada por deficiéncias no metabolismo da
APP e a formacéo das placas amilbides, este parece ser dos melhores alvos
para possiveis terapias. Como tal sédo necessarios mais estudos com modelos
experimentais fidedignos e que mimetizando os mecanismos reais da doenca
possam fornecer mais informacéao.

REVISAO BIBLIOGRAFICA
Reprogramacéao Celular

A reprogramacao de células somaticas € um processo a partir do qual se
faz a desdiferenciacdo de células sométicas adultas para produzir células
estaminais pluripotentes sem recorrer a embrides (Hipp e Atala, 2008). As
células geradas deste modo serdo geneticamente iguais as células que lhes
deram origem, pelo que néo serdo rejeitadas pelo dador (Hipp e Atala, 2008).

A diferenciacdo das células é caracterizada por mudancas epigenéticas
da cromatina verificadas através da hiperacetilacdo do cerne das histonas H3 e
H4, o que também reflecte a demetilacgdo de sequéncias promotoras
especificas dos genes de pluripoténcia, tais como o Oct-4 (Alberio et al. 2006).
Também é observado niveis reduzidos de metilacdo de DNA nas sequéncias
onde estdo activados os genes de pluripoténcia, enquanto a expressdo de
genes somaticos € baixa (Alberio et al. 2006). Outras caracteristicas
necessarias para aquisi¢ao de pluripoténcia sdo a descondensacao do DNA, a
remodelacdo da lamina nuclear e a hiper- di/tri-metilacdo da lisina-4 numa
histona H3 (Alberio et al. 2006). Estes acontecimentos ocorrem em simultaneo
com mudancas dos padrdes de expressdao com sobre-regulacdo rapida de
varios factores expressos de modo muito restrito durante a fase de
pluripoténcia, a qual resulta em mudancas de toda a expressdo geénica
(Lewitzky e Yamanaka, 2007). Assim todas estas alteragbes nas células alvo
sdo condicdes necessarias para a obtencdo de um estado reprogramado
estavel, e que pode ser redireccionada para programas de diferenciacédo
especificos (Alberio et al.2006). Foi demonstrado que a identidade celular pode
ser afectada pela manipulacéo in vitro e que ainda ha muitos testes a realizar
acerca do destino de células reprogramadas, contudo as estratégias
desenvolvidas baseadas em células poderdo vir a ser uma solugdo para
tratamento de varias doencas (Alberio et al.2006).



Varias técnicas de reprogramacdo celular tém vindo a ser estudadas,
entre as quais transferéncia nuclear somatica, fusdo de células somaticas com
células pluripotentes (hibridos celulares), inducdo de células estaminais
pluripotentes (iPS), extractos celulares e reprogramacéao utilizando moléculas
sintéticas.

A reprogramacdo utilizando extractos celulares consiste na
permeabilizagdo da membrana plasmatica das células e de seguida as células
sdo expostas a um extracto de células pluripotentes (Simonsson e Bogesta,
2008). A membrana celular € libertada e o0 extracto possui 0s componentes
reguladores nucleares que medeiam as alteracbes no perfil da expressao
génica, enquanto os componentes citoplasmaticos sdo usados, possivelmente,
para promover a importacdo nuclear de componentes reguladores (Collas,
2003). Esta técnica é simples e permite a obtencdo de células que re-
expressam marcadores de pluripoténcia e que séo capazes de se rediferenciar
em multiplas linhagens (Lewitzky e Yamanaka, 2007; Simonsson e Bogesta,
2008).

A utilizacdo de moléculas sintéticas para induzir a reprograma¢ao mostrou
potencial para conduzir as células a novos fenotipos, embora ainda néo seja
compreendido o modo de ac¢do destas moléculas e de que forma se relaciona
com mecanismos epigenéticos que intervém na diferenciacao celular (Alberio et
al.2006).

A partir da estratégia de fusdo de células sométicas adultas com células
embrionérias de carcinoma pluripotentes, tanto em ratinhos como em humanos,
foi observado que factores das células embrionarias de carcinoma podem
reprogramar os nucleos somaticos até um estado de pluripoténcia ((Simonsson
e Bogesta, 2008). Esta técnica permite a fusdo de duas células somaticas com
um inibidor da divisdo celular para assegurar que os dois nucleos se mantém
separados. Para tal, podem ser tratados um grande numero de células, ser
activado o gene Oct-4 e inactivados 0s genes somaticos e além disso as
células reprogramadas podem contribuir para varias linhagens celulares
guando intactos em ratinhos (Alberio et al.2006; Gurdon e Melton, 2008).
Contudo, ha uma série de desvantagens associadas, tais como as células
hibridas reprogramadas possuirem um conjunto adicional de cromossomas, 0
que pode limitar a sua utilizacdo para fins terapéuticos e podem ser
necessarios nucleos de células pluripotentes para a reprogramagdo. Também a
remocado dos nucleos das células estaminais embriondrias pode nao ser
possivel e foi mostrado ainda que este processo inibe a capacidade do
citoplasma de células estaminais reactivar a expressao de marcadores de
pluripoténcia em hibridos com células somaticas (Lewitzky e Yamanaka, 2007).

Uma das técnicas mais conhecidas e que apresenta melhores resultados
é a técnica de transferéncia nuclear de células somaticas que envolve a
destruicdo ou remogdo de um nudcleo de um ovo néo fertilizado que depois é
substituido com um nudcleo de uma célula somatica dadora (Gurdon e Melton,
2008). Verificou-se que podem ser transplantados nucleos de blastocistos para
derivar células estaminais embrionarias, cuja capacidade € testada pela
transplantacdo destas células, para embribes hospedeiros normais. A
reprogramacao de um ovo diminui a medida que as ceélulas dadoras se tornam
mais diferenciadas e tem apresentado pouco sucesso em humanos (Gurdon e
Melton, 2008; Park et al. 2008; Simonsson e Bogesta, 2008). A aplicacao desta
estratégia pode ser limitada a disponibilidade de odcitos e baixa eficiéncia de



clonagem, para além de poder ser observado o desenvolvimento de varias
anormalidades nos animais clonados (Lewitzky e Yamanaka, 2007). Ha ainda
restricdes devido a problemas éticos e legais que se prendem com a sua
aplicacao a células humanas e a sua utilizacdo a nivel terapéutico esta limitada
aos riscos associados com a presenga de nucleos de células embrionarias de
carcinoma (Alberio et al.2006; Lewitzky e Yamanaka, 2007).

Nos ultimos anos, tem sido explorada a hipotese de indugéo de células
estaminais pluripotentes a partir de factores definidos, assim em 2006, num
estudo de Takahashi e Yamanaka, foi conseguida a inducdo do estado de
pluripoténcia (induced pluripotent stem — iPS) em células sométicas. As células
iPS exibem propriedades de crescimento e morfologia semelhantes a células
estaminais embrionarias e ndo entram em senescéncia como as ceélulas que
lhes deram origem (Lewitzky e Yamanaka, 2007). A inducdo de pluripoténcia é
conseguida através da expressao dos factores de transcricdo exogenos, Oct4,
Sox2, c-Myc e Klf4 (Takahashi e Yamanaka, 2006). Os factores Oct3/4 e Sox2
tém uma funcdo de manutencdo do estado de pluripoténcia em células
estaminais, enquanto os factores c-Myc e KIlf4, muito activos em tumores,
contribuem para a rapida proliferacdo e manutencéo do fenétipo, a longo prazo,
de células estaminais (Takahashi e Yamanaka, 2006). Estes dois ultimos
factores apresentam-se como uma desvantagem, pois podem ser reactivados
havendo assim uma elevada probabilidade de mutagénese destas células
(Wang, et al, 2010). Este método tem outra grande desvantagem, pois a
eficiéncia de reprogramacao de células sométicas a células iPS é ainda muito
baixa, com valores de cerca de 0,02%, o que torna dificil a terapia celular
especifica do doente a partir de uma pequena populacéo de células (Huangfu
et al, 2008; Wang, et al, 2010; Takahashi et al, 2007).

Esta nova técnica de inducdo de pluripoténcia apresenta um grande
potencial de estudo de doencas e de terapéuticas especificas para o paciente
(Wang, et al, 2010). Apesar de haver muitos modelos de estudos de doencas,
h& desordens genéticas humanas, como o Sindrome de Down (trissomia no
cromossoma 21), cujos modelos existentes ndo conseguem mimetizar, como
tal a inducao de pluripoténcia em células somaticas podera estabelecer novos
modelos de doencas (Park, et al, 2008; Wang, et al, 2010). Estes poderdo ser
utilizados para o estudo dos proprios mecanismos da doenca, para testar
drogas e potenciais farmacéuticos (Wang, et al, 2010). A sua aplicacdo em
terapias de substituicdo celular com células iPS especificas do paciente,
derivadas de células sométicas autélogas, tem a grande vantagem de uma
possivel diminuicdo das reaccBes de rejeicdo, pelo sistema imunitario do
paciente (Park, et al, 2008; Wang, et al, 2010).

Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (AD) € uma doenca neurodegenerativa que
resulta num declinio progressivo na aprendizagem e memoria (Spronsen e
Hoogenraad, 2010). A AD é responsavel por 50 a 60% dos casos de
deterioragdo mental em pessoas acima dos 65 anos de idade (Francis et al.,
1999), afectando cerca de 35 milhdes de pessoas em todo o mundo (Ertekin-
Taner, 2010), passando-se em média oito anos e meio entre o diagnostico e a
morte dos pacientes (Francis et al., 1999). As regides do cérebro com mais



funcBes mentais sdo as mais afectadas, como o hipocampo e o neocortex. Foi
descrita pela primeira vez em 1911 por Alois Alzheimer, como provocada por
lesbes no cortex cerebral correspondentes a enrolamentos neurofibrilares
intraneuronais e mais tarde foram descritas as placas amiloides extracelulares,
assim designadas por possuirem propriedades fisico-quimicas semelhantes a
polissacéaridos (Maccioni et al., 2001). Os agregados intracelulares s6 foram
identificados nos anos 80 como sendo filamentos helicoidais emparelhados
(Paired Helical Filaments - PHFs) de tau, constituidos por esta proteina que
normalmente se encontra associada a microtubulos, numa forma
hiperfosforilada (Spronsen e Hoogenraad, 2010). Por volta da mesma altura os
depositos extraneuronais foram identificados como tendo uma estrutura beta
significativa, sendo assim designada por amiloide-f3 (AB) (Maccioni et al., 2001),
gue tem origem da clivagem da APP, ou amyloid precursor protein (Spronsen e
Hoogenraad, 2010). Ao longo dos tempos os diferentes mecanismos
disfuncionais da doenca deram origem a varias hipoteses explicativas do seu
mecanismo de desencadeamento e ac¢ao, sendo as mais aceites actualmente
as que consideram a deposicdo da amildide-3 como o factor de
desencadeamento, mas ndo se podendo ignorar todos os outros desvios da
normalidade que revelam a necessidade de encarar o tratamento da AD de um
modo pleiotrépico (Frautschy e Cole, 2010).

A hipétese colinérgica considera que a degeneracdo dos neurdnios
colinérgicos, isto €, produtores de acetilcolina e responsaveis pela sua
neurotransmisséo, no prosencéfalo e a consequente perda de transmissao da
acetilcolina no cortex e outras regides do cérebro, contribui significativamente
para a deterioracdo da funcdo cognitiva (Francis et al., 1999). Esta foi a
primeira interpretacdo bioquimica da doenca, e actualmente os farmacos
utilizados para diminuir os efeitos da doenca sdo a base essencialmente de
inibidores da acetilcolinesterase, que pretendem diminuir a degradacdo da
acetilcolina por esta enzima, permitindo assim uma maior transmissao sinaptica
deste neurotransmissor (Francis et al., 1999; Lle6 et al, 2006). A perda
cognitiva correlaciona-se melhor com a perda de sinapses do que com a
formacao de placas de amildide-B, a seguir decritas (Frautschy e Cole, 2010;
Spronsen e Hoogenraad, 2010), sendo a disfuncdo das sinapses evidente
anteriormente a sua perda e a dos neurénios.

A amiléide-p é considerada uma das indicadoras iniciais de uma
propensdo para a manifestacdo da doenca. Esta é formada a partir de uma
proteina percursora denominada APP (Amiloyd Precursor Protein), que é uma
glicoproteina transmembranar, com um dominio extracelular N-terminal ou no
limen de vesiculas intracelulares. A extremidade C-terminal encontra-se no
dominio citoplasmatico e é sensivel a proteases denominadas secretases (a,3
ou y) (Lled et al., 2006; Maccioni et al., 2001). As acumulacfes de amiloide-3
devem-se a mutacbes desta proteina, que sofre splicing alternativo e ainda
modificacdes pos-traducionais como glicosilacdes, fosforilagdes e sulfatacoes.
As funcdes propostas para a APP incluem inibicdo de proteases de serina,
adesao celular, neurotrofia, neuroproteccdo ou possivelmente no trafego de
vesiculas nos axénios. Assim sendo, o transporte destas vesiculas ao longo
dos axonios alterados pelas interac¢coes anormais de APP com a cinesina-l,
geram uma sinalizacdo anormal para a maquinaria de transporte de
microtubulos (Maccioni et al., 2001).



Foram descritas duas vias para a producéo de AB, uma delas envolvendo
a segregacao de APP para o RE, onde € processada e clivada para originar AR
(Caine et al., 2007; LaFerla et al., 2007). A segunda via € pela formacéo de
endossomas, em que a APP a superficie da membrana é internalizada pelos
neuronios por um processo de endocitose mediado por clatrina, ocorrendo
posteriormente clivagem de AB dentro do endossoma, no axoénio (Caine et al.,
2007; LaFerla et al., 2007). Finalmente a AP é reciclada para a superficie
celular onde é segregada para o fluido extracelular, activando vias de
sinalizacdo na membrana pdés-sinaptica (Caine et al.,, 2007; LaFerla et al.,
2007). A AB1.42, que € a forma mais frequente de AB encontrada nas placas,
parece ser maioritariamente produzida por esta via de exocitose (Spronsen e
Hoogenraad, 2010).

A amil6ide-B segregada pelos neuronios € encontrada no fluido cerebro-
espinal e no sangue, acumulando-se nos capilares cerebrais, arteriolas e
vénulas e no cérebro em vérias regiées como o cerebelo, o corpo estriado e 0
talamo (Maccioni et al., 2001). Os agregados de amil6ide-f3, particularmente os
oligobmeros podem induzir inflamacédo, danos oxidativos e multiplos sinais de
eventos de transducao de sinal como a activacao de cinases de tau, levando a
sua hiperfosforilacéo (LaFerla et al., 2007).

A proteina tau € uma proteina associada a microtubulos que exerce
funcdes essenciais na sua formacgdo, estabilizacdo e ligacdo a outros
componentes do citosqueleto. Uma marcacdo com anticorpos as PHFs revelou
gue estas eram maioritariamente constituidas por tau. Os NFTs (Neurofibrillary
Tangles), compostos por véarias destas placas encontram-se em maior
quantidade nos neurénios do hipocampo, do cortex entorrinal e das amigdalas.
A tau hiperfosforilada parece ser suficiente para causar deficiéncias cognitivas
(Frautschy e Cole, 2010). As patologias que provoca Sao progressivas e
profundas, com ganho de funcbes toxicas pelos agregados que formam e
também pela perda da sua actividade normal quando associada aos
microtubulos (Frautschy e Cole, 2010).



OBJECTIVO

Com o advento das técnicas de inducdo de pluripoténcia em células
somaticas, bem como a possivel reprogramacdo e diferenciacdo em linhas
celulares de interesse ha possibilidade de conseguir estudar de modo mais
aprofundado e fiel os mecanismos de varias doencas, nomeadamente a
doenca de Alzheimer.

Embora se tratem de ferramentas promissoras ainda h& obstaculos
relativamente as suas taxas de eficiéncia e praticabilidade dos protocolos, por
este motivo pretendemos aumentar o sucesso de inducdo de pluripoténcia nas
células somaticas e obter culturas com variados fenétipos que nos esclarecam
sobre 0os mecanismos envolvidos na doenga.

Para tal serdo criados linhas celulares de células neuronais a partir de
queratinécitos humanos, tanto de individuos doentes como de individuos
saudaveis. As linhas celulares que se obtiverem a partir de doentes que
apresentem mutacdes para os genes de susceptibilidade a doenca (sobre os
quais se vai actuar (APP e PSEN-1), servirdo de base de estudo de processos
envolvidos na doenga. Para além disso, serd ainda tentada uma mutagénese
dirigida através de recombinacdo homologa para tentar recuperar o fenétipo
saudavel das linhas celulares obtidas a partir de pacientes.



METODOLOGIA

1. Inducéo de Pluripoténcia

Cultura de gueratinécitos:

Os protocolos de inducao de pluripoténcia até hoje estudados em ratinhos
foram aplicados principalmente em fibroblastos da mesoderme, células
epiteliais e queratinocitos, jA com células humanas a grande maioria dos
estudos sdo aplicados a fibroblastos, havendo também alguns com
queratinécitos (Aasen et al, 2008). Fazendo a comparacgédo entre fibroblastos e
queratinécitos humanos, 0s primeiros necessitam de um tempo mais
prolongado, cerca de 20-25 dias, para formar colénias com caracteristicas de
células estaminais e apresentam uma eficiéncia de reprogramacédo de cerca
0,01%, enquanto que para os queratinocitos ao fim de 10-14 dias apresentam
ja as caracteristicas pretendidas com uma taxa de eficiéncia de cerca 0,9%
(Aasen et al, 2008). Para além disto, num estudo de Aasen et al (2008)
observou-se que as diferencas entre as linhagens de células induzidas a partir
de queratinécitos eram da mesma ordem das diferencas entre linhagens de
células estaminais embrionarias. Os queratinécitos sdo células multipotentes,
com elevada densidade em queratina, a partir dos quais se forma a epiderme e
apéndices como unhas e cabelo, estas células tém um elevado nivel de
expressdo de c-Myc, ndo sendo completamente necessaria a sua introducao
exogenamente (Fuchs, 2007; Wang et al, 2010). Estes resultados demonstram
gue os queratinécitos sdo uma boa opc¢éao para a inducéo de pluripoténcia, pois
tendo em conta o objectivo do nosso trabalho sdo uma possivel fonte de
células multipotentes ao longo da vida adulta de uma pessoa, para além de que
ainda possuem um certo nivel de indiferenciacdo que facilita a aplicacdo do
protocolo. Assim neste protocolo haverd uma recolha prévia de queratinécitos
de pacientes com a doenca de Alzheimer, que sdo o objecto do nosso estudo,
como controlo sera feita a recolha de queratinécitos de pessoas saudaveis com
a mesma idade dos pacientes.

Factores de reprogramacao:

Em 2006, Takahashi e Yamanaka reportaram a inducao de pluripoténcia
(células iPS — induced pluripotent stem cells) em células soméaticas por factores
definidos, em que identificaram Oct4, Sox2, KlIf4 e c-Myc como factores
essenciais para a inducdo. Desde este trabalho que outros grupos tém
explorado este campo, tentando novas abordagens para os problemas
inerentes a este método (Wang et al, 2010). Um dos problemas é o facto de se
utilizar o factor de transcricdo c-Myc, que devido a sua elevada expressdo em
células tumorais € considerado um oncogene, e como tal um factor de risco
para a proliferacao celular (Huangfu et al, 2008; Takahashi e Yamanaka, 2006).
Sabendo isto, muitos investigadores tentaram a indugdo de pluripoténcia
reduzindo o numero de factores (sem c-Myc) ou substituindo este factor por
outros genes (Blelloch et al, 2007; Nakagawa et al, 2008; Wang et al, 2010).

Num estudo de Nakagawa et al (2008) em que fizeram a indugdo de
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pluripoténcia em fibroblastos humanos e de rato sem o factor c-Myc,
observaram que, apesar da formacédo de células iPS demorar mais tempo (30
dias, em contraste com 14-21 dias com c-Myc) e ter uma menor eficiéncia, a
inducdo de pluripoténcia era mais especifica, ou seja, a percentagem de
células IPS era superior as que ndo entraram em estado de pluripoténcia.
Neste mesmo estudo verificou-se que ratinhos transplantados com células iPS
formadas sem c-Myc n&o formaram tumores nos estados inicias de vida, ao
contrario de ratinhos com células iPS com c-Myc (Nakagawa et al, 2008).
Noutras experiéncias, cujo objectivo era a substituicdo de c-Myc, pode-se
salientar uma em que utilizaram o factor n-Myc, que pertence a familia de c-
Myc e € altamente expresso em células pluripotentes, mas tem uma menor
actividade oncogénica (Blelloch et al, 2007). Outro exemplo, sera o estudo feito
por Zhao et al, (2008), no qual verificaram que a utilizacdo de siRNA de p53 e
de UTF1 aumenta a eficiéncia de reprogramacédo, mesmo sem o factor c-Myc.
UTF1 é um coactivador transcricional presente em células estaminais
embrionarias cuja expressdo nao € encontrada em tecidos diferenciados
(Okuda et al, 1998). Neste mesmo estudo UTF1 é reportado como tendo um
efeito especifico em células com inducdo de pluripoténcia, pois induziu um
aumento significativo no nimero de coldnias de células iPS. Como tal, os
mesmos autores sugerem uma nova combinacdo de factores de inducdo de
pluripoténcia, na qual o factor c-Myc é substituido pelo UTF1 (Zhao et al, 2008).
Tendo em conta os resultados obtidos por estes e outros estudos anteriores,
decidimos néo utilizar o factor c-Myc, mas substitui-lo pelo coactivador UTFL1.

Em relacdo aos outros factores de transcricdo usados, a bibliografia
consultada mostra que Oct4 e Sox2 sdo indispensaveis para a inducao de
pluripoténcia (Huangfu et al, 2008; Zhao et al, 2008; Wang et al, 2010), ja no
caso do Klf4, apesar de na bibliografia ser referido como oncogene, continua a
ser usado. Assim sendo, neste projecto iremos utilizar estes trés factores de
transcricdo indispensaveis, Oct4, Sox2 e KiIf4.

Vectores de transducao:

Uma grande parte dos estudos de reprogramacdo celular a partir da
técnica de inducao de pluripoténcia utiliza vectores virais, geralmente derivados
de retrovirus ou lentivirus. A utilizacdo deste tipo de virus implica a sua
integracdo no genoma da célula e como tal, aumenta a propensdo para
mutacdes genéticas e instabilidade genémica (Wang et al, 2010). Aliado a
estas desvantagens estd o objectivo final do método, a aplicacdo em terapia
humana (Wang et al, 2010), o que faz com seja necessario o desenvolvimento
de protocolos mais seguros e em que uma das preocupacdes € a utilizacdo de
um vector que alie a seguranca de utilizacéo a eficiéncia de transfec¢éo. Tendo
todos estes factores em conta, varios estudos foram feitos com outros tipos de
virus nédo integrativos, como sendai e adenovirus, ou vectores nao virais sem
integracdo de transgenes no genoma celular ou ainda métodos que utilizam
transposotes (Kaji et al, 2009; Wang et al, 2010; Zhou e Freed, 2009). Num
estudo de Zhou e Freed (2009) foi testada a hipdtese da utilizacdo de
adenovirus como vector de transducdo, que introduz os genes pretendidos nas
células sem que haja integracdo, diminuindo assim a propensdo para
mutacdes. Apesar deste sistema parecer promissor, 0os adenovirus perdem a
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capacidade de expressdo apos a divisdo celular sendo por isso necessarias
varias aplicacdes, com multiplicidades de infeccdo elevadas (Zhou e Freed,
2009). Este facto aliado a uma baixa eficiéncia de reprogramacgédo (Zhou e
Freed, 2009), tornam este sistema pouco apropriado ao objectivo pretendido.
Outros métodos foram estudados e entre eles o transposéo piggyBac, que tem
uma elevada taxa de integracdo em células humanas e é possivel a sua
excisao eficiente do genoma celular, com baixa probabilidade de mutagdes
(Wilson et al, 2007). Assim, Woltjen et al (2009) publicaram um estudo em que
utilizaram este transposdao indutivel por doxiciclina, no qual apés 12 dias de
cultura obtiveram linhas celulares pluripotentes, e apos 24 dias, 86% destas
colénias conseguiram manter o estado de pluripoténcia independentemente da
presenca de doxiciclina no meio. Neste estudo, foi ligado aos genes dos
factores de transcricAo um gene que codifica para um péptido 2A, que na
presenca de transposase aumenta a eficiéncia de excisdo do transposdo do
genoma celular, mantendo uma baixa probabilidade de mutacdo (Woltjen et al,
2009). Analisando os resultados destes estudos anteriores a utilizacdo do
transposdo piggyBac como vector de transfeccdo parece ser a opcado mais
promissora, pois apesar de ser um sistema integrativo possui um método de
excisdo até agora comprovado como eficaz. Deste modo pode ser
desenvolvido um protocolo que permita uma expressao estavel dos factores de
transcricdo necesséarios a inducdo, mas seguro quanto a probabilidade de
mutagénese.

Electroporacdo célula-a-célula:

Os métodos normalmente utilizados para a transfeccao de células com
DNA exogeno possuem baixas taxas de eficiéncia. Estes baseiam-se na
permeabilizacdo da célula recorrendo a reagentes ou electroporacgéo, visto a
membrana servir como barreira entre o citoplasma e o meio extracelular que
impede a penetracdo de substancias polares como corantes, proteinas, DNA e
outras moléculas (Khine et al., 2004). Existem disponiveis reagentes como o
Transfectin (Bio-Rad™) ou o LipofectAMINE conjugado com Plus Reagent
(Invitrogen™), mas a eficiéncia de transfeccdo obtida é baixa. A electroporacao
consiste na criacdo de campos eléctricos que induzem rearranjos estruturais
nas membranas, formando-se poros quando o potencial transmembranar
atinge um certo valor. Este método tem revelado ser pouco eficiente,
necessitando de voltagens muito altas para induzir poros e nao actuando
eficazmente ao nivel individual. Para ultrapassar esta limitacdo desenvolver-se
a electroporacéo célula-a-célula, que requer que uma célula esteja bem isolada
ou que o campo eléctrico esteja dirigido para a célula alvo (Khine et al, 2004).
Utilizando-se o sistema microfluidico descrito por Valero et al, (2008),
conseguiram-se eficiéncias de transfeccdo na ordem dos 50-60%, tanto
utilizando vectores virais ou plasmidicos. Com este método de insercdo de
DNA conseguem-se eficiéncias muito altas de transfecg&do, como tal serd o
meétodo de eleicao (Tabela A1) (Valero et al, 2008).
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Outros factores:

Para uma maximizacdo da eficiéncia do protocolo proposto, ha outros
factores a ter em conta, como 0 meio de cultura usado ou a adicdo de
compostos adicionais que aumentam a eficiéncia de indugdo. Assim, numa
primeira fase do procedimento de reprogramacao celular iremos utilizar um
meio de cultura sem soro (serum free) e com baixos niveis de calcio, pois
promove um estado proliferativo e permite manter o nivel de indiferenciacao
dos queratindcitos recolhidos dos pacientes (Aasen et al, 2008). Segundo o
protocolo, o0 meio serad alterado antes da aplicacdo dos factores de
reprogramagao para um meio tiBIicamente utilizado para cultura de células
estaminais, contendo KnockOut™ Serum Replacement (Invitrogen™, 2010)
que, num estudo realizado por Blelloch et al (2007), demonstrou promover a
eficiéncia de reprogramacéao em células de ratinho.

Na tentativa de melhorar a eficiéncia do processo muitos estudos foram
feitos de modo a identificar compostos quimicos que pudessem ter um efeito
significativo a este nivel (Tabela A2) (Wang et al, 2010). Destes estudos
destacamos o acido valproico (Valproic acid - VPA), um inibidor de histona
desacetilases (Histone Deacetylase - HDAC), que adicionado ao meio de
cultura aumenta a eficiéncia de reprogramacdo, ou pode mesmo substituir os
factores KIf4 e c-Myc (Huangfu et al, 2008). Apesar de no protocolo proposto
usarmos o factor Klf4, iremos substituir o factor c-Myc pelo UTF1, como tal
pretende-se que ao adicionar VPA, a eficiéncia do método aumente.

Caracterizacdo de células reprogramadas:

Tendo em conta que esta técnica é relativamente recente e tem ainda
taxas de eficiéncia baixas torna-se imperativo recorrer a técnicas de biologia
molecular de forma a caracterizar e seleccionar as colonias de células com
caracteristicas de células estaminais, ou seja, as que foram reprogramadas.
Assim sendo o0s testes aplicados neste caso sdo os utilizados na
caracterizagao de células estaminais (O’Connor et al, 2008). Tendo em conta o
nosso protocolo, havera um passo de caracterizacdo das células iPS apos a
sua selec¢cdo com neomicina de modo a confirmar o fenétipo e gendtipo de
células pluripotentes, em que iremos analisar o padrdo de expressao dos
factores de reprogramacéo e dos marcadores celulares, pelas técnicas de gRT-
PCR (quantitative Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction) e de
imunofluorescéncia, respectivamente. A pluripoténcia destas células também
sera testada por analise da sua capacidade de diferenciacdo nas trés linhas
germinativas, endoderme, mesoderme e ectoderme. Havera ainda um ponto de
controlo, apés a aplicagdo da transposase de modo a retirar o transposdo que
esta integrado no genoma, em que se verifica por PCR que o transposéo foi de
facto removido do genoma.

Os varios tipos de células tém diferentes padroes de expressédo de
proteinas que as tornam facilmente identificAveis. No caso das células
pluripotentes um dos marcadores mais caracteristicos é o da actividade da
fosfatase alcalina (Alkaline Phosphatase - AP), em que o numero de colénias
positivas para esta enzima esta relacionado linearmente com o numero de
células estaminais humanas na cultura, permitindo assim uma detecc¢éo
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constante destas colénias (O’Connor et al, 2008). Na bibliografia consultada
destacam-se os marcadores NANOG, SSEA1l, SSEA3, SSEA4, TRA-1-60 e
TRA-1-81, Oct4 e Sox2 caracteristicos das células estaminais embrionarias
humanas e como tal bons indicadores de pluripoténcia (Aasen et al, 2008;
Brambrink et al, 2008; Zhao et al, 2008; Zhou et al, 2009). Pode-se também
destacar o marcador Rexl cuja expressao € elevada em células estaminais
embrionarias e vai diminuindo a medida que a célula se diferencia (Rogers et
al, 1991).

2. Recombinacdo homologa em genes alvo para terapia de AD

A maioria dos casos de Alzheimer ndo s&o hereditarios, e neste caso a
doenca € designada por doenca de Alzheimer esporadica (SAD). No entanto,
cerca de 1% dos casos de Alzheimer ocorrem numa fase mais precoce da vida,
e nestes casos diz-se que os pacientes sofrem de doenca de Alzheimer familiar
(FAD), que é manifestada mais cedo na vida dos doentes do que a forma
esporadica e € por isso considerada precoce (Ertekin-Taner, 2010). Estes
casos sdo provocados por mutagdes em genes envolvidos na acumulacao de
AB, como os que codificam para a presenilina (1 e 2) e a APP, que d& origem
aos péptidos de AB. O gene APP no cromossoma 21q foi o primeiro gene de
susceptibilidade identificado para a doenca, sendo seguido das presenilinas 1 e
2 (PSEN-1 e 2), nos cromossomas 14 e 1, respectivamente (Figura 1) (Ertekin-
Taner, 2010). Até a data foram identificadas 32 mutacdes no gene APP, 177 no
PSEN-1 e 14 em PSEN-2 identificados em 86, 392 e 23 familias,
respectivamente (Ertekin-Taner, 2010). Ha ainda outro gene identificado como
factor de risco para a doenga, localizado no cromossoma 19, que codifica para
a ApoE. Este gene no entanto, ndo é suficiente para causar a doenca, ndo
sendo herdado de modo autossomico dominante, como o0s referidos
anteriormente (Hutton e Hardy, 1997). A constituicdo dos alelos com as
variantes de ApoE determina a predisposicdo para desenvolver esta doencga,
bem como outras neurodegenerativas, devendo por isso esta apoliproteina
estar envolvida de um modo geral nos processos neurodegenerativos (Ertekin-
Taner, 2010).

Na FAD precoce o aumento na produgcdo de ABi4> ocorre antes de
qualquer outro sintoma, devendo por isso ser a causa da doenca (Vassar,
2004). A AB é formada pela clivagem da APP, que é catalizada por enzimas
denominadas secretases, que clivam proteinas inseridas nas membranas
plasmaticas (Hatchett et al, 2007). Na doenca de Alzheimer os complexos
enzimaticos B e y-secretase clivam a APP dando origem aos seus fragmentos
AB (Figura 1). As presenilinas, tanto a isoforma 1 como a 2, s&o subunidades
do complexo y-secretase, fazendo parte do seu dominio catalitico e actuando
assim na clivagem de APP com formacao de ABi.s» (Hatchett et al, 2007). A
maior parte dos casos em que se verifica a doenca de Alzheimer devida a uma
mutagcdo num ou mais destes genes, deve-se ao gene da presenilina 1 (PSEN-
1) (Ertekin-Taner, 2010; Leroy et al, 2003), que causa uma versao da doenca
mais agressiva (Bentahir et al, 2006).
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el ~
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Outros genes a ser identificados

Figura 1 — Genes de susceptibilidade e sua relacdo com o tipo de doenca de
Alzheimer (Adaptado de George-Hyslop, 2000).

Existem mutacdes no gene da presenilina 1 que ao contrario do efeito

nocivo normalmente gerado, resultam numa menor clivagem da APP e
consequentemente numa menor produgédo de AB (Bentahir et al, 2006). A base
de todas as muta¢des encontradas em varios organismos para 0s genes de
susceptibilidade da AD podem ser encontrados online na base de dados
Alzheimer Disease & Frontotemporal Dementia Mutation Database.
A especificidade da actividade proteolitica da y-secretase € modulada pelo
motivo de dimerizacdo GxxxG da sequéncia transmembranar da APP (Munter
et al., 2010). Ja no inicio de 2010, Munter et al. observaram que uma mutagao
provocada neste motivo provoca uma diminuicdo na producdo da forma de 42
aminodacidos da AB (Figuras 2 e Al). Os residuos de glicina nas posicfes 29 e 33
do motivo GxxxG correspondem ao local de contacto principal entre a APP e a
PS1. A substituicdo de qualquer um destes dois residuos diminuiu a
estabilidade do homodimero, provocou uma diminuicao de ABi.4, € aumentou a
producdo de ABi-3s, que ndo forma placas (Munter et al., 2010). Estes autores
estudaram o efeito da substituicdo deste gene em células humanas e
verificaram a diminui¢do na producéo de ABi.42.

Pretende-se portanto transfectar células de doentes com o gene da APP
com esta mutacdo, ou com o da presenilina, de modo a avaliar os efeitos nas
culturas, comparando com culturas de células ndo reprogramadas com estes
genes, isto é, possuindo as versdes danosas dos genes. Com estes factos em
mente, uma possivel manipulacdo das células de um paciente, substituindo o
gene mutado, como o da presenilina 1 ou da APP

swedish flemish arctic austrian  florida australian
KE7TOMMETIL AB92G EG693G T7141 1716V L723P
t N/ b T
..FMIt DAEFE. .. QKLVFF‘P&EDUGSNKGHIIGLWGGWIHTVIVITL?HLKK.__
t o
p-Secretase a-Secretase G29/ G3d/ french V717G or
G700 G704 VTI5M WT1TF

Figura 2 — Mutag6es da doenca de Alzheimer familiar em APP. Estdo indicados os locais de
clivagem da B- e y-secretase bem como as mutacdes conhecidas nesta zona da proteina. Os
residuos de glicina que medeiam a dimerizacdo estdo sobressaidos, G29/G700 e G33/G704 de
acordo com numeragao com base na AB ou APP770, respectivamente (Fonte: Munter et al.,
2010).
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Recombinacdo homoéloga dos genes pretendidos:

a) Transfeccdo utilizando plasmidio como vector para os genes PSEN-1
(de pessoa saudavel) e APP com mutacdo G33A.

Embora existam varios métodos para obter recombinacdo homologa de um
gene alvo para ser substituido pelo gene pretendido, uns revelam maior
eficiéncia que outros, embora existam vantagens e desvantagens
independentemente desta. A utilizacdo de vectores como adenovirus
recombinantes é referido como sendo presentemente o método de escolha
para recombinacdo homodloga por Nakayama (2010). Existem outros
instrumentos disponiveis para se inserir genes em células, tanto in vitro como
in vivo. Embora utilizando vectores nao virais como plasmidios diminua a
eficiéncia de transfeccao, o factor referido anteriormente de exclusdo de virus
de toda a estratégia torna-o o método de entrega escolhido. Este consiste em
inserir a sequéncia do gene que queremos alterar no vector, inseri-lo na célula
e esperar que ocorra a recombinagdo entre a sequéncia complementar no
cromossoma, um processo que se designa de mutacao dirigida. Com base no
que foi referido para os genes APP e PSEN-1, pretendemos obter para além
das culturas de controlo negativo (pessoas saudaveis), esperam-se obter
culturas para as varias mutacdes nestas proteinas que sejam obtidas nas
pessoas com AD. Irdo-se entdo transfectar as células iPS com plasmidios onde
foi inserida a sequéncia que ira recombinar com a sua homéloga no genoma
das células, com fim a analisar o fenotipo das culturas relativamente a
deposicao de amildide-f3 e outras alteragdes a nivel celular e histolégico. Com a
insercado do transgene espera-se que haja uma melhoria no destino do tecido
cultivado, com reducédo dos sintomas correspondentes a AD.

Serao inseridos no plasmidio entdo mutacfes no motivo GxxxG do gene
APP, com substituicdo do ultimo residuo de guanina por um residuo de adenina
(mutacdo G33A), que mostrou resultar numa diminuicdo de producédo de ApR1-
42 (Munter et al., 2010). Para o gene da presenilina-1 utilizar-se-4 uma
sequéncia sem a mutacédo para ver se € eficiente na diminuicao de AB1-42.

b) Potenciacdo da recombinacdo homéloga

N&o resultando destas metodologias uma taxa elevada de sucesso, existem
estratégias para aumentar a eficiéncia de recombinacdo homéloga. Uma das
formas mais eficientes de aumentar a frequéncia de recombinacdo homdloga é
criando uma quebra no cromossoma no local alvo (Wright et al, 2005). Isto
porque se o DNA for quebrado serdo desencadeados mecanismos de
reparacao que resultardo numa recombinacdo entre a cadeia danificada e a
cromatideo homologo (Griffiths et al, 2005). Com este facto em conta foram
desenvolvidos métodos para criar quebras localizadas num alvo de interesse
do genoma para que seja promovida a recombinacdo com uma sequéncia
homdloga num vector (Wright et al, 2005). Do mesmo parece ser possivel
realizar esta quebra ao nivel da sequéncia inserida no vector, promovendo
também a recombinacéo (Katada et al., 2009).

As nucleases zinc finger (ZFNs) recombinantes consistem em enzimas de
restricio com construcdo personalizada, que sao desenhadas de modo a
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dirigir-se a uma sequéncia alvo e alterar genes especificos em células
estaminais (Katada, 2009; Nakayama, 2010). Estas nucleases foram
inicialmente descobertas em Xenopus, constituindo o motivo de ligacdo ao
DNA mais comum em todos os metazoarios (Urnov et al, 2005). Séo
compostas por dominios Cys,-His,-zinco. Estes reconhecem tripletos
nucleotidicos especificos, estando disponiveis ZFs que se ligam a todos os
GNN e ANN e alguns CNN e TNN e vérios podem ser fundidos para
reconhecerem com grande afinidade sequéncias com maior especificidade
(Wright et al, 2005). Varios autores, como Urnov et al, 2005 e Wright et al,
2005, conseguiram eficiéncias de transfeccdo aumentadas em 20%. Estas
possuem dominios de ligacdo ao DNA (zing fingers, ZF) que sdo fundidos ao
dominio catalitico da nuclease Fokl. Esta possui a propriedade de digerir DNA
apos dimerizacdo proteica. Para aumentar a especificidade do alvo no genoma
e se provomever uma quebra da dupla cadeia utilizam-se 2 dominios ZF de
ligacdo ao DNA diferentes que reconhecem sequéncias em sentido oposto e
igualmente espacadas, e a Fokl no centro destas duas unidades cliva o DNA
no local onde ficar (Urnov et al, 2005). Esta quebra induzida por ZFNs estimula
a recombinacdo homologa com a sequéncia inserida no vector que é entregue
em conjunto com a enzima (Nakayama, 2010) pelos mecanismo de reparagéo
celular (Figura A2). No entanto, podem ocorrer efeitos indesejaveis como a
destruicdo total ou parcial do genoma humano sem que seja detectado
(Nakayama, 2010).

A hipbtese que se averiguou apresentar resultados mais promissores € o
ARCUT (Artificial Restriction DNA Cutter) (Ito et al, 2009; Katada et al, 2009;
Komiyama et al, 2008). Este método revela-se particularmente atil para
substituicdo de grandes fragmentos de DNA, e usufrui de uma elevada
eficiéncia. Estes autores desenvolveram uma enzima de restricdo de origem
quimica, constituida por duas cadeias de pcPNA (pseudo-complementary
Peptide Nucleic Acid) e uma ‘tesoura molecular que € o complexo
Ce(IV)/EDTA (Figura A3), que promove a recombinacdo homéloga (Katada et
al, 2009).

Estes resultados foram demonstrados por microscopia de fluorescéncia
onde se observa com 2 filtros diferentes as duas proteinas a serem expressas
(Figura A4). No caso da EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein), que n&o
possuia promotor, a fluorescéncia verde é detectada porque esta foi
eficientemente subsituida pela BFP (Blue Fluorescent Protein e transcrita
devida a presenca do promotor no plasmidio (Katada et al., 2009).

As eficiéncias de recombinacdo como se pode observar sdo bastantes
superiores a quando se utilizam enzimas de restricdo (Figura A5). Foi também
ja demonstrado e provado que € possivel dirigir a recombinacdo a uma
sequéncia especifica no genoma, desde que ndo seja uma sequéncia
totalmente complementar, tendo-se conseguido cortar especificamente o gene
FMR1 (Fragile X Mental Retardation) (Ito et al, 2009). Infelizmente ndo ha ainda
um protocolo definido para a utilizacdo de ARCUT, por ser um método ainda
em desenvolvimento, pelo que se optara por uma ZFN dirigida ao alvo a ser
mutado e recombinacdo com um plasmidio, ndo descartando nunca a
possibilidade de se utilizar este método promissor.

Apbs a recombinagdo o processo de seleccdo das células, apés a formacao
de colonias, que recombinaram eficientemente sera determinado por qPCR
dirigido ao transcrito (RT-gPCR) e sequenciagcdao de uma amostra de cada
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coldnia. Isto de modo a confirmar se esta a ocorrer transcricdo e se 0 gene que
estd a ser expresso possui a mutacdo que foi induzida. Para avaliacdo do
impacto das mutac¢des utilizaremos um método para medi¢éo das varias formas
de AB (AB1-38; AB1-40; AB1-42).

3. Diferenciacdo Neuronal

Diferenciacdo neuronal:

O desenvolvimento da tecnologia de iPS tornou possivel a obtencdo de
células para serem modelo de estudo de varias doencas como Parkinson,
Huntington, Sindrome de Down, Esclerose Amiotrofica Lateral (Amyotrophic
Lateral Sclerosis - ALS), entre outras (Chamberlain et al, 2008). Anteriormente,
estudos acerca destas doencas nao seriam possiveis pela inexisténcia de
ratinhos transgénicos para este efeito. Os modelos in vitro permitem uma
melhor compreensdo dos mecanismos da expressdo génica dos neurdnios
humanos e sdo um sistema atractivo para potenciais terapias para as doencas
neurodegenerativas (Chamberlain et al, 2008).

A producdo de progenitores neuronais € obtida a partir de cultura de
células em suspensédo que formam agregados originando corpos embridides (Li
et al, 2009). Estes contém uma mistura de ectoderme, endoderme e
mesoderme, sendo normalmente realizada a diferenciacdo em neurdnios
através do enriquecimento de derivados da ectoderme (Li et al, 2009). Este
processo envolve a utilizacdo de sinais neutralizadores que podem ser obtidos
de células de alimentacdo, pela adicdo de factores de crescimento ou de
suplementos de crescimento ao meio (Li et al, 2009). Além disso, tém de ser
realizados varios passos para a obtencao de tipos especificos de neurénios (Li
et al, 2009). Os protocolos para diferenciacdo de neurénios sdo dificeis de
realizar, podem ser dispendiosos e é necessario muito tempo para a sua
execucao (Li et al, 2009).

Para a expanséo de células progenitoras neuronais ha necessidade de
ser adicionado FGF-2 (Fibroblast Growth Factor) ou EGF (Epidermal Growth
Factor) ao meio N3, um meio para diferenciacdo de células progenitoras
neuronais (Imitola, 2007). Os genes associados a diferenciacdo neuronal séo:
Hesl, Hes5, Neurogeninal, Neurogenina2, Sox10, Oligl, Olig2, GLI1, Wnt3,
wnt5, Notch, GDNF, EPO, TH, LIF (Imitola, 2007). A diferenciacdo neuronal é
identificada através do aparecimento de células colunares que se organizam
em rosetas neuronais, cerca de 10 dias apés o inicio da diferenciacéo
(Chamberlain et al, 2008). A ectoderme neuronal representa o primeiro tipo de
células da linhagem neuronal (Chamberlain et al, 2008). As células
neuroectodérmicas, inicialmente adquirem um fendétipo rostral, expressando um
conjunto de factores de transcricdo caracteristicos do prosencéfalo, tais como
forkhead box G1 (FoxG1l), LIM homeobox 2 e ortho denticle homeobox 2
(OTX2).

As células humanas iPS aquando da diferenciagdo da ectoderme exibem
aumento da expressao de NES, Pax6, Soxl e Sox2 que sdo marcadores
neuronais e podem diferenciar-se em neuroénios, astrocitos e oligodendrdécitos,
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se forem colocadas no meio em placas de cultura ou cobertos com poli-
ornitina/laminina juntamente com os factores de crescimento adequados
(Chamberlain et al, 2008). A inibicdo das vias BMP (Bone Morphogenetic
Protein) e Activin/Nodal permite uma diferenciagdo neuronal eficiente, para
além de ser necesséria a remoc¢do do meio de cultura de factores mitogénicos
como o B-FGF e EGF (Kim et al, 2010; Denham e Dottori, 2009).

In vitro, neurdnios positivos para tubulina sdo os que se desenvolvem
primeiro seguidos dos astrocitos que expressam GFAP (Glia Fibrilar Acidic
Protein) e por fim formam-se os oligodendrécitos (Chamberlain et al, 2008).
Esta sequéncia de acontecimentos possui a mesma ordem durante o
desenvolvimento in vivo (Chamberlain et al, 2008). A diferenciacdo de
oligodendrocitos também pode ser acompanhada pela expansédo e seleccdo
dos seus precursores através da utilizacdo de acido retindico, de noggin, de
PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) e EGF (Chamberlain et al, 2008).

A diferenciacdo de células da glia, quando realizada em neuroesferas,
necessita de substrato de fibronectina, enquanto os neurdnios necessitam de
laminina, para que haja diferenciagdo (Denham e Dottori, 2009). Por outro lado,
0 meio neuronal basal € mantido com a suplementacao de B-FGF e EGF bem
como de PDGF-AB (Denham e Dottori, 2009).

Em estadios subsequentes ao inicio da diferenciacdo, a observacao dos
eventos iniciais da maturacdo da diferenciacdo neuronal poder ser obtida
através da expressdo de MAP2, NeuN e lll-tubulina e em estados mais
avancados poderdo ser detectados marcadores, como a sinatofisina e
neurofilamentos (Werning et al, 2002).

No caso especifico de neurdnios colinérgicos envolvidos em vérias
desordens, como o Alzheimer, um dos factores mais bem caracterizados é o
factor tréfico, NGF (Nerve Growth Factor) no cérebro adulto (Calza et al, 2003).
Este factor actua também na inducdo de precursores envolvidos na
diferenciacdo dos neuronios, bloqueando a proliferacdo celular (Calza et al,
2003). O acido retindico (AR) também estd envolvido na diferenciacéo,
especialmente ao nivel de aquisicdo de destino neuronal e da aquisicdo do
fendtipo colinérgico em véarias linhas e tipos celulares (Calza et al, 2003).

Células com caracteristicas de células neuronais:

As células estaminais neuronais possuem capacidade de proliferacao e
de diferenciacdo em todos os tipos de células neuronais das diferentes regides
do sistema nervoso central (Cho et al, 2002). As membranas das células
neuronais possuem canais idnicos que desempenham papéis importantes na
transmissdo de sinais eléctricos que estéo relacionados com a manutencédo de
diversas actividades celulares tais como a definicdo dos potenciais de repouso,
repolarizacdo e hiperpolarizacdo das células e tamponamento do potassio
extracelular (Cho et al, 2002). Neste sentido, a expressdo de um determinado
canal idnico é considerada como marcador de células precursoras neuronais
(Cho et al, 2002). Aléem disso, neuronios totalmente diferenciados possuem
pelo menos dois tipos de canais i0nicos dependentes de voltagem,
nomeadamente canais de sédio sensiveis a tetrodotoxina e canais de potassio,
sendo ambos 0s tipos necessarios para gerar um pico regenerativo (Cho et al,
2002). As células da glia também apresentam diversos canais de sodio e de
potassio (Cho et al, 2002).
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Do mesmo modo, as células reprogramadas deverdo ndo sO exibir o
fendtipo pretendido, como deverdo ser funcionais além de serem capazes de
conseguir interagir com as células envolventes. Os neurénios maduros do
sistema nervoso central, sdo ceélulas polarizadas, ndo mitéticas e que
apresentam um axoénio e varias dendrites (Song et al, 2002). As células
diferenciadas deverdo ser capazes de despoletar potenciais de accdo e de
comunicar com as outras células libertando e detectando neurotransmissores
nas suas sinapses (Song et al, 2002).

Complexidade da morfologia e estabelecimento da polaridade neuronal
apoés reprogramacao:

E importante verificar se as células neuronais diferenciadas de células iPS
apresentam polaridade neuronal, ou seja a formacgéo apropriada de axénios e
dendrites, assim 0 estabelecimento da polaridade é um marcador da
diferenciacdo neuronal (Song et al, 2002). Para tal pode ser observada a
distribuicdo de algumas proteinas como a GAP-43 (proteina de crescimento do
cone axonal) e a MAP-2 (marcador de dendrites) (Song et al, 2002). Do mesmo
modo, ao longo do tempo de diferenciacdo em cultura, pode ser detectado o
aumento de complexidade da morfologia, ramificacdo das dendrites, o que
também € indicador do processo de maturacdo das células (Vierbuchen et al,
2010; Werning et al, 2008). O estado de maturacdo das células também pode
ser obtido realizando ensaios para determinar o pico do potencial de accéo,
potencial de repouso da membrana, resisténcia de entrada da membrana e
capacitancia de modo a observar sinais de maturacdo ao longo do tempo
(Vierbuchen et al, 2010; Werning et al, 2008).

Funcionalidade das membranas celulares:

Para verificar se as membranas dos neurdnios sao funcionais podem ser
realizados ensaios de patch-clamp de modo a observar actividade espontanea
de pequenas correntes pdés-sinapticas inibitérias (miniature Inhibitory Post-
Synaptic Currents - mIPSCs) (Vierbuchen et al, 2010). Estas correntes podem
ser inibidas pela aplicacdo de tetrodotoxina que é um bloqueador especifico de
canais de soédio, abolindo o potencial de accdo (Maximov et al, 2007,
Vierbuchen et al, 2010).

Pode também ser realizado um ensaio de voltage-clamp de modo a tentar
observar a existéncia de correntes para dentro e para fora das membranas, o
gue sera indicador da existéncia de canais dependes de voltagem de potassio
e sodio, respectivamente (Vierbuchen et al, 2010). Esta descrita a existéncia de
varios tipos de neurdnios e outras células que expressam canais de potassio
que eliciam correntes para dentro da membrana em resposta a pulsos de
hiperpolarizacdo bem como a presenca de canais de sodio dependentes de
voltagem (Cai et al, 2004).

Canais i6nicos dependentes de ligandos funcionais:

Uma das formas de verificar se 0s canais ionicos dependentes de
ligandos séo funcionais, pode ser mediada pela aplicacdo exdgena de GABA
gue induz uma resposta pelas células neuronais (Vierbuchen et al, 2010). Em
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canais funcionais esta resposta é inibida pela picrotoxina, dado que € um
antagonista do receptor de GABA (Vierbuchen et al, 2010).

Caracterizacdo do fenétipo dos neurotransmissores nas células
neuronais:

Neurotransmissores podem ser moléculas de baixo peso molecular que
sdo acumuladas em vesiculas nos terminais nervosos, tais como acetilcolina,
norepinefrina, epinefrina, dopamina, glutamato, GABA (y-Aminobutyric Acid),
TH (Tirosina Hidroxilase), entre outros (Nicholls et al, 2001).

O neurotransmissor presente em maior quantidade podera ser o GABA,
podendo encontrar-se outros tipos em menor quantidade como o glutamato ou
acetilcolina (Vierbuchen et al, 2010).

Glutl, um receptor de glutamato, € regulado de modo complexo e parece
estar implicado na diferenciacdo e desenvolvimento celular (Cai et al, 2004).
N&o é expresso em células progenitoras de diferenciacdo neuronal ou em
neuronios e células da glia totalmente diferenciados, mas foi observado estar
presente em cérebros de ratos adultos em astrocitos e oligodendrécitos (Cai et
al, 2004; Singh et al. 1996; Yu 1998). Assim Glutl podera ser especifico de
células neuronais estaminais nos estadios iniciais de desenvolvimento (Cai et
al, 2004). A sua presenca € indicadora de existéncia de neurdnios
glutamatérgicos (Vierbuchen et al, 2010).

Segundo Escurat et al, (1990) a periferina, que € um filamento intermédio
dos neurdnios periféricos, ndo se expressa em ceélulas estaminais neuronais e
pode expressar-se juntamente com a NF-L (Neurofilament Light subunit) tanto
em neuronios com a mesma origem ou origens diferentes mas com a mesma
funcdo, como em neurdnios com fungdes diferentes.

Por outro lado, em cultura podem estar ser formados neurénios do tipo
dopaminérgico os quais podem ser detectados pela marcacdo com TH (Huawei
et al, 2009).

Determinacéo da eficiéncia de conversdo em células neuronais

A eficiéncia de conversdo pode ser estimada por quantificacdo
(Vierbuchen et al, 2010). S&o escolhidas células com morfologia neuronal, ou
seja que possuem aparéncia circular e que possuem estruturas tridimensionais
tipo dendrites maiores que o seu corpo celular (Vierbuchen et al, 2010; Werning
et al, 2008). A eficiéncia de reprogramacdo pode ser calculada através da
contabilizacdo do numero de col6nias iPS o qual é dividido pelo nimero de
células e foram capazes de se tornarem reprogramadas (Hamilton et al, 2009).

Assim é possivel estimar a percentagem de células da populagéo inicial
que adquiriram caracteristicas de neuronios (Vierbuchen et al, 2010). De modo
a identificar as células que se diferenciaram, é adicionado ao meio de cultura 5-
bromodioxiuridina (BrdU) um dia apos a aplicagdo do piggyBac (Vierbuchen et
al, 2010). H4 ainda que referir que estes calculos podem ser subestimados
dada a verdadeira taxa de conversdo, pois nem todas as células sdo
transfectadas (Vierbuchen et al, 2010).
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Deteccéo de sinapses nas células neuronais:

As sinapses sao locais de contacto entre as células nervosas e 0s seus
alvos, sendo transmitidos sinais de uma célula para outra (Nicholls et al, 2001).
Podemos distinguir entre sinapses eléctricas e quimicas. No caso de sinapses
eléctricas a corrente passa de um terminal nervoso pré-sinaptico para um
terminal nervoso poés-sinaptico o que resulta numa alteracdo de potencial
(Nicholls et al, 2001). Nas sinapses quimicas quando se da um potencial de
accao num terminal nervoso pré-sinaptico, ha libertacdo de moléculas de
neurotransmissor (Nicholls et al, 2001). Estas podem ser classificadas em
directas, nas quais 0 transmissor se liga a receptores ionotropicos na
membrana celular pds-singptica e indirectas, nas quais estdo envolvidos
receptores metabotropicos e mensageiros secundarios intracelulares (Nicholls
et al, 2001).

O tempo de duracao das correntes sinapticas depende de varios factores,
tais como a composicdo dos receptores sinapticos, a taxa a qual se
dessensibilizam, a sua afinidade para o transmissor e a taxa e a duracdo do
tempo a que o transmissor se liberta da fenda sinaptica (Wall et al, 2002). Ao
longo do desenvolvimento também se verificam mudancas na morfologia das
sinapses e na expressdo de receptores e transportadores bem como de
diferentes tipos de transmissores (Wall et al, 2002). Assim, verifica-se que a
caracteristica distintiva de neuronios maduros € a sua capacidade de formar
sinapses (Song et al, 2002). A existéncia de sinapses em neurénios maduros
pode ser detectada através de marcacao com sinpasina |, que é uma proteina
de vesicula sinaptica que se concentra nas sinapses (Song et al, 2002). A
formacao das sinapses pode ser detectada ndo sO através da sinapsina mas
também através de sinaptofisina (Song et al, 2002).

Determinacédo da funcionalidade das sinapses:

Além da deteccao de sinapses, é necessario verificar se sdo funcionais o
que pode ser realizado através da monitorizacdo da sua capacidade de
integracao de ligagBes neuronais pré-existentes e verificando se as células séo
capazes de formar sinapses entre si (Vierbuchen et al, 2010). De modo a
detectar a existéncia de ligacbes neuronais pré-existentes, pode realizar-se 0
ensaio em patch clamp verificando-se assim se h& correntes excitatérias e
inibitérias (Vierbuchen et al, 2010). Nas primeiras 0s transmissores abrem
canais que sdo permeaveis a anides que normalmente mantém o potencial de
membrana negativo relativamente ao limiar de ac¢cdo. Nas segundas a abertura
dos canais permite a passagem de catibes o0 que resulta num aumento do
potencial de membrana conduzindo a um limiar de accao (Nicholls et al, 2001).

De modo a detectar correntes pos-sinapticas inibitorias (IPSCs)
espontaneas podem ser aplicados CNQX (6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-
dione) e D-AP5 (D(-)-2-amino-5-phosphonovaleric acid) (Vierbuchen et al,
2010). Estes sao blogueadores dos seguintes receptores dos canais: AMPA (a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid) e NMDA (N-methyl-D-
aspartate) o que deste modo leva a existéncia de correntes em direc¢do ao
interior (Maximov et al, 2007). A deteccdo de IPSCs evocados pode ser
observada por aplicacdo de picrotoxina que € um bloqueador e eliciador de
IPSCs. Da mesma forma podem ser detectadas correntes pos-sinapticas
excitatérias (EPSCs) por blogueio com picrotoxina (Vierbuchen et al, 2010).
Quando é mantido um potencial de corrente negativo, EPSCs possuem uma
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corrente em direcgdo ao interior, que € inicialmente mediada por receptores
AMPA, dado que os receptores NMDA estdo blogueados pela presenca de
extracelular de magnésio (Maximov et al, 2007). Quando é alterada a voltagem
para valores positivos, 0 bloqueio sobre os receptores NMDA diminui, o que
leva a ocorréncia de corrente com direccdo para o exterior (Maximov et al,
2007). EPSCs espontaneos podem ser observados pela presenca de
picrotoxina (Vierbuchen et al, 2010).

Os astrocitos produzem varios factores solGveis associados as
membranas que influenciam o desenvolvimento do sistema nervoso central,
nomeadamente a sinapsogénese (Song et al, 2002). Por este motivo sdo
colocadas as culturas de neurénios juntamente com uma monocamada de
células da glia o que nos permite saber se as células sdo capazes de formar
sinapses entre si (Vierbuchen et al, 2010). Para tal sdo monitorizadas EPSCs
espontaneas e evocadas. Em EPSCs espontaneas, o NBQX (2,3-dihydroxy-6-
nitro-7-sulphamoyl-benzo[flquinoxaline-2,3-dione) € um antagonista do receptor
AMPA e observa-se EPSCs mediadas pelo receptor NMDA (Vierbuchen et al,
2010). Do mesmo modo D-AP5 é um bloqueador de resposta de EPSCs
mediada por AMPAR. Quando séo evocadas respostas de EPSCs é observado
o bloqueio através de NBQX e D-AP5 (Vierbuchen et al, 2010).

Deteccédo de neurdnios colinérgicos:

Estudos anteriores descrevem a expressdo determinados tipos de
receptores desde o estadio células estaminais neuronais, tais como receptores
de nicotina, muscarina e acetilcolina (Cai et al, 2004). Além disso a activacao
do receptor colinérgico desempenha um papel importante na proliferacdo
neuronal e na diferenciacdo (Cai et al, 2004). No entanto, muitas vezes verifica-
se que as células estaminais ndo respondem a maioria dos neurotransmissores
(Cai et al, 2004). Por exemplo, nédo foi detectada a expressdo colina
acetiltransferase em neurénios em fibroblastos embrionérios de ratinhos, 21
dias apdés a aplicacdo de meio neuronal para diferenciacdo em neurdnios
(Vierbuchen et al, 2010).

A disfuncdo nos neuroénios colinérgicos, na zona do prosencéfalo basal
resulta em defeitos cognitivos e motores como no caso da doenca do
Alzheimer (Furusho et al, 2006). Os neurénios colinérgicos sao o maior
conjunto de neurénios do sistema nervoso central dos mamiferos e podem ser
identificados pela actividade da acetilcolinesterase, que € uma enzima limitante
na taxa de sintese da acetilcolina (Furusho et al, 2006). Assim a presenca de
acetilcolina pode ser identificada por imunohistoquimica, utilizando anticorpo
anti-acetilcolinesterase, o que permite reconhecer a presenca do tipo de
neuronios referido.

De modo a verificar a actividade, sabe-se que, por exemplo os receptores
de acetilcolina nicotinicos, apresentam uma corrente de rectificacdo de
potencial transmembranar maiores de que -40mV, o que permite que o fluxo de
corrente quando a célula esta hiperpolarizada e este fluxo vai diminuindo
progressivamente. Os receptores passam corrente e proporcionam a entrada
de célcio a potenciais de membrana negativos o que provoca uma forga
condutora de corrente para o interior (Dani e Bertrand, 2007).

Ha vérias substancias descritas e utilizadas para observacéo da cinética
dos neurodnios. Assim através de ensaios de patch clamp podem ser aplicadas
substancias antagonistas dos receptores de acetilcolina. Por exemplo a
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aplicacado de metilcanonitina ou a-bungarotoxina bloqueiam a correntes de que
resultam da activacdo do receptor de acetilcolina (7- a-nAChR) (Alburquerque
et al, 2009).

PROTOCOLO RESUMIDO

Inducéo de pluripoténcia:
Adaptado de Aasen et al, 2008 e Woltjen et al, 2009.

1. Meio de cultura

Os queratindcitos recolhidos de pacientes com a doenca de Alzheimer apés
tripsinizacdo sdo colocados em meio sem soro e com baixos niveis de calcio.
24 horas antes da transfeccéo altera-se 0 meio para um meio de cultura tipico
de células estaminais contendo 20% de KnockOut™ Serum Replacement
(Invitrogen™).

2. Transposéo piggyBac

O transposéo piggyBac € construido através da montagem dos seus Varios
factores, sendo constituido por um promotor indutivel por doxiciclina (tetO,),
seguido das Open Reading Frames (ORFs) dos quatro factores de
reprogramacéao, Oct4, Sox2, KIf4 e UTF1, clonados a partir de vectores virais,
ligadas a sequéncia codificante do péptido 2A (OSKU2A). O transposao tem
também uma sequéncia IRES (Internal Ribosome Entry Site) para a iniciacao
da traducdo, uma cassete de fuséo entre o gene para a p-galactosidase (gene
reporter) e o de resisténcia a neomicina (fgeo), finalizado pela sequéncia poliA.

3 TR 5 TR

— = tetO, -—- Bgeo I— -

pA
Figura 3 — Esquema da constituicdo do transposao piggyBac

3. Transfeccao
ApOs 24 horas no meio de cultura transfectam-se 0s queratindcitos com o

transposéao piggyBac inserido num plasmideo vector e um plasmideo adicional
codificante para a transposase especifica de piggyBac, utilizando-se para tal a
técnica de electroporacéo célula-a-célula. Passadas 24 horas suplementa-se o
meio com doxiciclina e com VPA, sendo este o dia 0 da cultura. O meio é
mudado a cada 48 horas e continua-se o tratamento com doxiciclina durante 20
dias.

4. Imunofluorescéncia e andlise da actividade da AP

Uma amostra das células reprogramadas é retirada, colocada em camaras de
plastico e fixada com paraformaldeido a 4%. Para a analise sdo utilizados os
anticorpos primarios anti AP, TRA-1-60, TRA-1-81, SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4,
Sox2, Oct4, NANOG e Rex-1, como anticorpo secundario utiliza-se AlexaFluor.
As imagens sao adquiridas com um microscépio confocal e a actividade da AP
€ directamente analisada através de um kit préprio para o efeito.
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5. Anélise de PCR

A técnica de gRT-PCR é utilizada para analise de expressao dos factores de
reprogramacdo exodgenos com primers especificos para Oct4, Sox2, Klf4 e
UTF1, e para o0 estudo de expressdo dos marcadores tipicos de células
estaminais embrionarias humanas com primers especificos para hNanog,
hLin28, hDnmt3b, hRexl, hFGF4, hTERT, hESG, hGDF e Gapdh (como
controlo interno).

ApoOs remocdo do transposdo utilizamos a técnica de PCR, com primers
especificos para as sequéncias do transposéo geo, 5TR e 3'TR.

6. Remocéo do transposéo

As culturas de clones estaveis sao transfectadas com o plasmideo contendo a
transposase especifica para o piggyBac, numa propor¢cdo elevada. A
confirmacdo da remocdo do transposdao é feita por PCR especifico do
transposéo.

Recombinagdo homdéloga:
Adaptado de Urnov et al, 2005 e Wright et al, 2005.

7. Através do mesmo método electroporacdo célula-a-célula acima descrito,
insere-se o plasmidio que codifica a ZFN em conjunto com o plasmidio com
a cadeia de DNA dadora (a que ird recombinar com o genoma).

Diferenciacdo de células neuronais:
Adaptado de Vierbuchen et al, 2010; Wernig et al, 2008 e Wu et al, 2007.

8. Cultura das células para inducéo de células neuronais

As células sdo cultivadas em meio de cultura neuronal N3 (Meio de Eagle
modificado F12 — DMEM/F12, 25ug/mL de insulina, 50 ug/mL APO transferrina,
50mM de Selenito de Sddio, 20mM de progesterona, 100nM de putrescina,
10ng/mL FGF2 e penicilina/streptomicina).

Séo realizados quatro variantes do meio de cultura durante 12 dias, uma em
meio N3 sem suplementos, outra em meio N3 juntamente com EGF e FGF2.
De modo a expandir inicialmente as células com posterior diferenciacdo em
qualquer célula neuronal progenitora utiliza-se o0 meio N3 suplementado com
EGF e FGF2, os quais sao retirados ao fim de 8 dias. Para promover a
formacdo de neurdnios colinérgicos segue-se o passo anterior, adicionando-se
acido retindico, NDF e astrdcitos apés os factores EGF e FGF2 serem retirados

9. Deteccéo da presenca de marcadores neuronais

Apoés 7 e 12 dias realiza-se testes de imunofluorescéncia, com anticorpos para
antigénios que incluam marcadores de células estaminais neuronais (Sox2,
Brn2, GFAP), marcadores de progenitoras de células neuronais periféricas e
espinais (p75, Pax3, Pax6, Pax7, Nkx2-2, Oligl) e marcadores de neurénios e
de células da astroglia (Tujl, TauEGFP, GFAP, Oligl). Fixa-se as células com
paraformaldeido a 4% em PBS durante 10 minutos.

Realiza-se RT-PCR a partir de cDNA isolado das células para verificar a
expressao ao longo de um periodo de tempo, cerca de 72 horas.
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10. Caracterizacdo das ceélulas

Ao longo do tempo da cultura observar o aumento da complexidade da
morfologia das células e o desenvolvimento de polaridade neuronal.

Para verificar a funcionalidade das membranas das células utiliza-se a técnica
de patch-clamp, realizando medicbes 8, 12 e 20 dias apoOs inducdo de
pluripoténcia. Observar o bloqueio dos potenciais de accdo com TTX que € um
blogueador especifico de canais idnicos de sodio.

Para verificar se as células possuem canais i6nicos dependentes de ligandos
funcionais, induz-se as células a responder ao GABA aplicado. Aplicar também
picrotoxina, antagonista do receptor de GABA.

A caracterizacdo do fenotipo dos neurotransmissores é realizada apés 21 dias
das células em cultura em meio neuronal minimo, através de
imunofluorescéncia.

11. Determinacéo da eficiéncia e de converséo das células

A eficiéncia de conversao (EF) pode ser calculada pelo niumero de células
tratadas com BrdU que se diferenciam dividindo-o pelo numero total de células
induzidas a pluripoténcia a partir do dia 1 apds a inducéo.

12. Deteccéo de Sinapses Funcionais

Realiza-se imunofluorescéncia para detectar sinapsina, que € indicadora da
existéncia de sinapses.

Para determinar se as sinapses funcionais e capazes de integracao de ligacdes
neuronais pré-existentes coloca-se as células em cultura de neuroénios corticais
neo-natais. Apos 7 dias, realiza-se patch-clamp para observacédo de correntes
pos-sinapticas IPSCs espontaneas e evocadas. A observacdo da ocorréncia
IPSCs espontaneas pode ser realizada, aplicando MCNQX e D-AP5. Os IPSCs
evocados podem ser bloqueados com a aplicacdo de picrotoxina. Realiza-se a
monitorizacdo do potencial de voltagem dos receptores AMPA e NMDA. Do
mesmo modo pode ser observada a existéncia de EPSCs.

Para determinar se as células sdo capazes de formar sinapses entre si, sdo
colocadas durante 7 dias em cultura de monocamada de astrécitos primarios,
que se pensa terem papel importante na sinapsogénese. Apés este periodo
realiza-se o patch-clamp. Monitoriza-se EPSCs espontaneas e evocadas,
mediadas por NMDAR na presenca de NBQX e D-AP5. Utilizar os mesmos
reagentes para monitorizar IPSCs evocadas e espontaneas.

13. Deteccéo e determinacdo da actividade de neuronios colinérgicos
Realizag&o de imunofluorescéncia utilizando anticorpo anti-acetilcolinesterase e
patch clamp utilizando o bloqueador a-bungarotoxina.

RESULTADOS ESPERADOS

Inducéo de pluripoténcia:

A eficiéncia esperada de reprogramacao dos queratindcitos é cerca de
1% ou superior, apesar de ser um valor baixo é superior ao valor obtido nos
estudos iniciais por Takahashi e Yamanaka (2006), devido ao facto de ter sido
substituido o factor c-Myc pelo UTF1 e suplementado o meio com VPA.
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Espera-se que as células reprogramadas expressem marcadores
celulares tipicos de células estaminais ao fim de cerca de 20 dias, como
exemplificado pela figura 4, podendo esta expressao ser confirmada por gRT-
PCR. No estado de pluripoténcia, as células tém capacidade de se
diferenciarem nas trés linhagens germinativas, sendo esta diferenciagdo um
dos testes controlo. Com 0 nosso protocolo espera-se que haja diferenciacéo
das células iPS nestas trés linhagens, endoderme, mesoderme e ectoderme,
como representado pela figura 5).

A utilizacao de transposodes requer posterior remocao destes do genoma
celular apds reprogramacéo, como tal e a partir do nosso protocolo esperamos
obter uma elevada eficiéncia de remocao, a qual pode ser confirmada por PCR
especifico para o transposao utilizado (Figura 6).

DAPI SSEA3 ! SOX2 DAPI NANOG DAPI

Figura 4 — Representagdo da analise por imunofluorescéncia de expresséo de alguns
dos marcadores tipicos de células estaminais em células induzidas a pluripoténcia.
Adaptado de Aasen et al, 2008.
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Figura 5 — Representacdo por imunofluorescéncia da diferenciacdo das células iPS
nas trés linhagens germinativas, endoderme (a-fetoprotein, verde), mesoderme (o-
actinin, vermelho) e ectoderme (TuJ1, verde). Adaptado de Aasen et al, 2008.
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Figura 6 — Demonstracdo molecular da remocdo do transposdo das linhas celulares
iPS (scB1-G3, scB1-G4, scC5-A4 e scC5-H11 séo subclones das colonias de células
iPS). GFP é um controlo interno, fgeo € o marcador especifico para a deteccao do
transposao, rtTA-MEF sdo células parentais e R1ES € um controlo negativo. Adaptado
de Woltjen et al, 2009.
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Deteccao da presenca de marcadores neuronais:

As células apds 14 dias em meio neuronal deverdo exibir caracteristicas
de células neuronais, tais como a polaridade e morfologia complexa e
expressao de marcadores referidos no protocolo (figura 7).

Tuj1/MAP2

Figura 7 - Caracteristicas das células ao fim de 12 dias. As células apresentam
morfologia complexa e ensaios imunofluorescéncia revelam a presenca de
marcadores da diferenciacdo neuronal. Representacdo da presenca de diferentes
marcadores neuronais: Tujl (vermelho), NeuN (vermelho), MAP2 (vermelho).
Adaptado de Vierbuchen et al, 2010.

Expressdo de marcadores neuronais através de RT-PCR:

A realizagdo de RT-PCR permite verificar se os marcadores da
diferenciacdo de células neuronais estdo a expressar e completa a informacéo
fornecida pelo ensaio de imunofluorescéncia. O ensaio de RT-PCR pode ser
realizado para varios periodos de tempo tal como é apresentado na figura 8.

Assim espera-se um aumento da expressao dos genes ao longo do tempo
indicando que as células apresentam uma morfologia mais complexa e se
tornam mais diferenciadas.

Oh 6h 12h 24h 72h 1w 2w

Nestin

NSE

B -lll-tubulin
MAP2

GFAP

p75NTR

p-actin

Figura 8 - Confirmacao da presenca de marcadores neuronais através de RT-PCR ao
longo de um periodo de 72 horas. O gene de B-actina é utilizado como controlo. Os
restantes gene

s representados sdo marcadores da diferenciacdo neuronal. Adaptado de Ni et al,
2010.

Caracterizacdo das células com caracteristicas neuronais:

De modo a verificar a funcionalidade das membranas das células realizam
ensaios de modo a verificar a existéncia de potenciais de ac¢ao, resisténcia da
membrana e capacitancia da membrana, 8, 12 e 20 dias ap6s a inducéo da
diferenciacdo sendo indicadores de maturacdo das células. Além disso a
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aplicacdo de TTX devera levar ao bloqueio dos canais de sddio ocorrendo
diminuicao da corrente de voltagem (figura 9).

Current clamp

Action potential

__Joomv  Figura 9 - Blogueio do potencial de ac¢&o com a
20 ms aplicacdo de TTX. Adaptado de Vierbuchen et al,

2010.
_/"//IEJO pA

=80 mV

Existéncia de canais funcionais dependentes de ligandos:

A aplicacdo de GABA devera induzir aumento de actividade a devera ser
bloqueada apdés a aplicacéo de picrotoxina, o que pode ser observado através
da figura 10. Este ensaio é mostra que as células apresentam canais funcionais
dependentes de ligandos.

GABA 100 mM
-

200 pA

5s

sy FiQUra 10- Respostas das células a aplicagdo de GABA e
—— de picrotoxina. Adaptado de Vierbuchen et al, 2010.

GABA 100 mM
]

Caracterizacdo do fenétipo do neurotransmissor:

Dada elevada diversidade de neurotransmissores que existem pode ser
observada a presenca de diferentes tipos, tais como acetilcolina, norepinefrina,
epinefrina, dopamina, glutamato, GABA e TH. Esperando-se que haja
variacfes, sendo que alguns irdo ser mais predominantes e outros poderao
nem ser detectados.

Deteccdo de sinapses nas células neuronais:

Anteriormente foi referido que as sinapses podem ser detectadas pela
presencas de sinapsina, assim espera-se que através de imunofluorescéncia
visualizar a sua presenca (figura 11).

Figura 11: Representacdo da marcacao de sinapsina em células
em fase de diferenciacdo neuronal. Adaptado de Vierbuchen et al,
2010.
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Determinacédo da funcionalidade das sinapses:

De acordo com a bibliografia consultada espera-se a observacdao de
correntes poOs sinapticas excitatdrias e inibitérias tanto espontdneas, como
evocadas. Assim deveria observar-se a actividade ao nivel dos receptores
AMPA e NMDA. Estes deverdo ser sofrer alteracdo com a aplicacdo dos
compostos referidos que sdo bloqueadores especificos dos receptores. Em
cultura com neurdnios corticais, espera-se que CNQX e AP5 levem ao IPSCs
espontaneas, e que a picrotoxina possua 0 mesmo efeito sobre EPSCs
espontaneas. Para IPSCs evocados a aplicacdo de picrotoxina devera
inicialmente bloquear a corrente e de seguida eliciar, assim ao fim de
relativamente pouco tempo a corrente pés-sinaptica inibitoria regressa ao valor
inicial.

Para observacéo de ligacdes das células neuronais entre si em cultura
juntamente com astrocitos esperando-se a o bloqueio de correntes EPSCs
evocadas nos receptores AMPA através da aplicacdo de NBQX e AP-5. Além
disso, para EPSCS espontaneas espera-se que ocorra bloqueio do receptor
AMPA, ocorrendo apenas correntes mediadas por NMDAR que posteriormente
também serdo bloqueados.

Deteccdo de neurdnios colinérgicos

Relativamente a obtencdo e deteccdo de neurdnios colinérgicos espera-
se a observacdo de elevada densidade destes, cuja formacao foi induzida
(figura 12). Do ensaio electrofisioldgico é esperada a observacdo do bloqueio
do potencial através da aplicagdo a-bungarotoxina que € um bloqueador de
neurénios de acetilcolina.

Figura 12 - Representacdo de células
estaminais do sistema  nervoso
humanas cultivados em meio com
astrocitos diferenciadas e marcadas
com anticorpo contra a
acetilcolinesterase. Adaptado de
Jordan et al, 2008.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia podem ser realizadas
diversas abordagens para procurar encontrar terapias possiveis para diversas
doencas, cujos mecanismos ainda sdo desconhecidos e cujos tratamentos
existentes nem sempre sao suficientemente eficazes. Neste sentido, surge a
tentativa de reprogramar e diferenciar células apds a indugéo de pluripoténcia
com o objectivo de possuir modelos mais aproximados da realidade para
melhor compreensdo dos processos envolvidos nas doencas. Assim, 0O
objectivo final serd a obtencdo de tecidos saudaveis que poderiam ser
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inseridos cirurgicamente nos doentes, evitando-se por vezes o transplante de
orgaos heteroldégos, que podem ser rejeitados.

Apesar de promissoras, estas técnicas ainda requerem optimizacao, pois
ainda apresentam baixas taxas de sucesso tanto a nivel de inducdo de
pluripoténcia, como na diferenciacdo de células e/ou tecidos pretendidos. Ha
ainda que referir que as células iPS possuem um tempo de vida definido e que
nem todos os tipos de células somaticas sdo igualmente passiveis de ser
induzidas a pluripoténcia. Por outro lado, séo técnicas dispendiosas, morosas e
que sdo dificeis de executar, sendo por isso necessarios mais avancos de
modo a ser aumentado a eficiéncia e rapidez das mesmas.

Com este projecto apresenta-se um método que visa o melhoramento
dos protocolos e que seria Gtil na medida em que permitiria estudar mais a
fundo os processos da doenga de Alzheimer, com a perspectiva de uma
terapia.
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ANEXOS

Tabela Al - Eficiéncias de transfeccéo 24 h apés electroporacdo de EGFP e EGFP-ERK-1 em
células C2C12 e hMSCs (Fonte: Valero et al., 2008).

GFP experiments

GFP-ERK experiments

. i . TE (%) ) _ . TE (%)
# Trapped # Transfected - # Trapped # Transfected -
Cell type cells cells (green cells) 24 h Avg cells cells (green cells) 24 h Avg
C2C12 7 7 100 75 7 7 100 70
8 3 38 5 3 60
9 7 78 3 1 33
7 6 86
hMSC 6 5 80 65 4 4 100 90
5 5 100
8 8 100
8 6 75
6 3 50 6 4 67
5 5 100
8 8 100
4 3 75

Tabela A2 - Factores adicionais que aumentam a eficiéncia ou substituem os factores de

reprogramacéo.
quelo Corr?p(.)sto Alvo/Fungéo ractores d? Eficiéncia **
Animal guimico reprogramacao*
Rato 5-azaC Inibidor da DNA OSKM 4x
metiltransferase
VPA Inibidor histona OSKM >100x
desacetilase (HDAC)
OSK 50x
TSA Inibidor histona OSKM ~15x
desacetilase
BIX01294 + RG108: inibidor da OK ~30x
RG108 DNA metiltransferase
Vitamina C Antioxidante OSK ~3,8%
OSKM 2-9%
Humano VPA Inibidor histona OSK 10-20x
desacetilase (HDAC)
(O] Substitui Klf4
e c-Myc
Tiazovinina SB431542: inibidor de OSKM >200x
SB431542 ALK5
PD03259013 PD03259013: inibidor
de MEK

* O —0ct4, S — Sox2, K — KlIf4, M — c-Myc.
** NUmero de vezes ou percentagem que a eficiéncia aumenta com os respectivos compostos

adicionados, relativamente ao primeiro trabalho de reprogramacéo celular que utilizou estes factores de
reprogramacédo, Takahashi e Yamanaka, 2006. Adaptado de Wang et al, 2010.
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Figura Al - Impacto da mutacdo de APP-GxxxG mutation na doenca de Alzheimer familiar em
APP. Niveis de AB42, com APP-wt definido como 100% (média + s.e.m., n= 5-17). G33-wt
(barras cinzentas) mutado (G33, barras cinzentas) leva a uma reducao de AB42 (Fonte: Munter
et al., 2010).
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Fig. ? — Mecanismos de recombinagdo homéloga com o cromatideo homélogo (A) e com
recurso as ZFNs, provomendo a recombinacéo com plasmidio dador (B) (Adaptado de Urnov
et al, 2005).
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Fig. ?- Mecanismo de ac¢do da ARCUT (Adaptado de Katada et al., 2009). A ARCUT cliva o
DNA de cadeia dupla num local especifico. Adicionando-se duas cadeias de pcPNA (azul) a
cadeia dupla de DNA (preto), séo formadas por¢des de cadeia simples (vermelho) no complexo
de invasdo. Estas porcBes de cadeia simples s@o hidrolizadas pelo complex Ce(IV)/EDTA
(circulo cinzento).
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Fig. ? — Esquema de como se da a accdo da ARCUT dentro das células, com substituicdo do
gene da EGFP pela BFP (Adaptado de Katada et al., 2009).
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Fig. ? — Eficiéncia da ARCUT (Fonte: Katada et al., 2009).
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