Lauro Thiago Turaca

TERAPIA CELULAR NA OBESIDADE MONOGENICA
UTILIZANDO MICROESFERAS DE ADIPOCITOS DERIVADOS
DE CELULAS-TRONCO

Tese apresentada a
Universidade Federal de Séo
Paulo — Escola Paulista de
Medicina para obtengcdo do titulo

de Doutor em Ciéncias.

Sao Paulo

2018



Lauro Thiago Turaca

TERAPIA CELULAR NA OBESIDADE MONOGENICA
UTILIZANDO MICROESFERAS DE ADIPOCITOS DERIVADOS
DE CELULAS-TRONCO

Tese apresentada a Universidade
Federal de S&o Paulo — Escola
Paulista de Medicina para
obtencdo do titulo de Doutor em

Ciéncias.

Orientador:
Prof. Dr. Jodo Bosco Pesquero

Sao Paulo
2018



Turaca, Lauro Thiago

Terapia celular na obesidade monogénica utilizando microesferas de
adipocitos derivados de células-tronco / Lauro Thiagoe Turaca. - Sao Paulo,
2018.

XVI, 891

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Sao Paulo, Escola Paulista
de Medicina. Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Molecular.

Titulo em inglés: Cell therapy 1n monogenic obesity using adipocyte
microspheres derived from stem cells.

. Obesidade. 2. Terapia Celular. 3. Adipocitos. 4. Leptina. 5. Célula-
tronco mesenquimal.




Universidade Federal de Sao Paulo

Escola Paulista de Medicina
Departamento de Biofisica
Programa de Biologia Molecular

Chefe do Departamento: Prof. Dr. Ronaldo de Carvalho Araujo

Coordenadorado Curso do programa de P6s-Graduagéo em Biologia
Molecular: Profa. Dra. Marimélia Aparecida Porcionatto



Este trabalho foi realizado no Departamento
de Biofisicada Universidade Federal de Séo
Paulo sob apoio financeiro da Fundacéo de
Amparo a Pesquisado Estado de S&o Paulo
(FAPESP)sob processonumero 2012/00773-
7, da CAPES sob processo numero
33009015001PO e do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) sob processonumero 140038/20124.



‘Aqueles que se sentem satisfeitos sentam-se e nada fazem. Os
insatisfeitos s&o os unicos benfeitores do mundo.”
(Walter S. Landor)

Vi



Dedicatoria

Primeiramente a Deus e a minha querida familia pelo amor. Pai, Mae,
Bruno e Bruna pelo apoio durante toda minha formacéo. Especialmente
a minha esposaDaniele pelos 7 anos de companheirismo, apoio e
paciéncia. Aos meus avos pelo exemplo de vida que me

proporcionaram.

Vi



Dedicatoéria especial

Ao professorDr. Jodo Bosco Pesquero portoda ajuda e ensino, que
de forma inteligente e amigavel, contribuiu grandemente com minha

formacéo.

VIl




Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Ronaldo de Carvalho Araujo, pela ajuda, durante minha graduacéo
e ensinamentos.

Ao Prof. Dr. Niels Olsen e seu aluno Danilo pelo auxilio na obtengado de células-
tronco.

Ao Prof. Dr. José Eduardo Krieger pelos ensinamentos cientificos tecnolégicos
nessa nova fase da minha vida.

Ao Dr. Alessander Guimaraes pelos ensinamentos em biologia molecular.

Ao Prof. Roger Chammas e especialmente sua técnica Mara de Souza
Junqueira pelo auxilio com os animais e todo sistema de tracking in vivo.

Aos amigos do INCOR Dra. Elida e Dr. Rafael pelo companheirismo, ajuda
técnica e intelectual

Ao Prof. Dr. José Eduardo Krieger e a todos os colegas do seu laboratério pelo
conhecimento adquirido.

A todos colegas do laboratério do Prof. Dr. Jodo B. Pesquero e Ronaldo C.
Araujo pela ajuda nos 12 anos em que estive ali trabalhando

(Ana Camila, Bob, Caio, Camila, Douglas,

Edson, Eduardo, Elton, Fabiana, Felipe, Gabriel, Jodo D., Juliana, Paola,
Patricia, Rafael, Raphael, Regiane, Renan, Rodrigo, Sandro, Valéria).

Aos colegas do laboratério de animais transgénicos do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para a Medicina e Biologia
(CEDEME) da Universidade Federal de Séo Paulo e a professora Claudia de
Oliveira e Tadeu pela ajuda no fornecimento de animais.

Ao Departamento de Biofisica, seus professores e funcionarios, pelo convivio e
auxilio no desenvolvimento deste trabalho.

A Universidade Federal de Sao Paulo — Escola Paulista de Medicina,

seus funcionarios e professores, especialmente os do curso de biomedicina,
pela excelente formacgao.

A Bio 40, por 12 anos de amizades que ainda permanece.

A todas as pessoas que diretamente ou indiretamente contribuiram para a
realizacao deste trabalho.

As instituicdes de fomento FAPESP, CNPq e CAPES, pelo auxiio financeiro
durante a realizacdo deste trabalho.



SUMARIO




Sumario

Sumario
INTRODUGAD. ... ceeieiiee ettt ettt e e e e ea e e et s et e et s e et s eaansetaaseataeesaaeensansneesnneeens 2
1.1 A Obesidade e suasimplicacdes na salde mundial .........ccccoeeeiviviiiiiiineeeieeiiiicee e, 2
1.2 Genética molecular da obesidade humana..........c.ceeuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 3
1.3 Obesidade monogénica e o papel da leptina no balango energético.........ccccvvuunnn..... 4
14 Outras doengas monogénicas ligadas ao teddo adipoS0 ........ccoevvvvvviiieeeeeeieiiieeenn, 6
1.5 Terapia celular com Clulas-troNCO ........coeviuiiiiiiiii e 7
1.6 Células-tronco do tecido adiposo (ASC) e 3T3-L1 como fonte de adipddtos............ 10
1.7 Camundongos ob/ob como modelo animal............eeeeveveveviiereeereiiiiiiiiiiii, 12
1.8 Bioengenharia teaidual .........couuniiiiiiii e 14
1.9 Tecido adiposo branco como teddo reCePtor......ccovvvveeeiiiiiiie e, 15
OBJETIVOS. ..ttt ettt e e et e e ee e e e e et e e e ean e e e eena e eranaeeeeenannns 18
2.1 (0 o] 1SR a1V o X == - | P 18
2.2 Objetivos @SPECITICOS ..uuuiiiiiiie e et e et e e e e eaaan 18
2.2.1 Obter ASCs do tecido adiposo de camundongos selvagens C57BL/6J ............... 18
2.2.2 Selecionar ASCs por aderéncia ao PlastiCo........ceeeeeiiiieiiiiiiiieee e eeeans 18
2.2.3 Caracterizar ASCs por citometria de fluxo e adipogénese........cccceeeevvvieeennnnnn.. 18
2.2.4 Construir e padronizar estruturas celulares em formatos esféricos 3D............. 18
2.2.5 Verificar marcadores de adipddtos apds diferenciagao de ASCs e 3T3-L1......... 18
2.2.6 Injetar AD-ASCs e AD-3T3 isolados ou em microesferas em animais ob/ob ...... 18
2.2.7 Verificar reten¢do de células e microesferas in Vivo........cooeeveveieiiiiiiiiieeeneeennn, 18
2.2.8 Avaliar o peso e leptina circulante pés-transplante............ccceevvvveeeeeeeeeennennnnn. 18
MATERIAIS E METODOS. ......oouvieeieeeteeee et ettt et ete et et st eaeeteevseneentesaesteeteeeeeneeneaneas 20
3.1 ANIMais de eXPENMENTAGAO . .uuivirriiiiiiiiitiiittteeeteeuraebaueeareaaaeaererererereaereaaaaaaaaaaeaaaee 20
3.2 Obtencdo de células-tronco do tecido adiposo (ASC) .......eueeeeeeeeieeiiiiiiieeeeeeeeeviaeenn, 20
33 Caracterizacdo de ASCs por citometria de fluXo........cceueeiiiiiiiiiiiiiiiie e, 21
3.4  Adipogénese de ASCSe 3T3-Ll .o 22
3.5 (O] FeT - T To X =T s a W O 11 I 1T SN 23
3.6 Transducdo de 3T3-L1 com lentivirus-luciferase ........ccoooovieiiiiiiiiiiie e, 23
3.7 Construcdo e padronizacdo de microesferas 3D.........cuueeeveviieeiiiiieeeeiie e, 25
3.8 Verificagdo molecular de AD-ASC por RT-PCR.......ccovviiiiiieeeeeeeeeeee et 28
3.9 Injecdo e rastreamento de células isoladas........cccoevvviiiiiiiiiiiiiiiii e, 29

3.10 Injecdo e rastreamento de MICrOESIEIAS ......ciiiiiie it 30



3.11 Avaliacdo do peso dos animais ob/ob pds tratamento ...........ccccceeveveeeeiiiieeeieeeee 31

3.12 Avaliagdo de leptina in vivo pds transplante ...........eueeieiieiieiiiiiiee e 32
RESULTADOS ...ttt tee e ettt e e e e ettt e e e e s ettt e e e e e s e e sanabbbeeeeeeeessanananntreeeeeeens 34
4.1 Caracterizacdo da cultura de ASCs por citometria de fluxo........c.cceeeiviiiiiiiiiinennn. 34
4.2 Capacidade adipogénica de 3T3-L1 @ ASC.......eiiiiiieieiiiie et e eaaan 36
4.3 Formacdo de microesferas de AD-ASCe AD-3T3.....uuciiiiiiiiieiiiiiiiiee e e e e e e e eennns 39
4.4 Teste de conformacdo apds passagem pelo bisel.........ccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiniieeeeiceee, 41
4.5 Verificacdo adipogénica em microesferas por Oil Red........ccooevvieeeiiiiiiieeiiiieeeeeinennn, 42
4.6 Expressdo de marcadores moleculares na diferenciagdo de esferas............eeeeennnn. 43
4.7 Transducdo de células 3T3-L1 com lentivirus carreando gene luficerase.................. 44
4.8 Rastreamento de células e microesferas de AD-3T3 pdés terapia.....ccoceeeeevvneeeennnn... 46
4.9 Retencdo de células e microesferas de ASCs em animais ob/ob..........cccceeeeeeeeeennnn. 48
4.10 Terapia Celular com microesferas de AD-ASCem animais 0b/ob ...........cccccvvvvvvnnnns 49
4.10.1  Avaliacdo do peso relativo e bruto apds terapia celular........ccccoevvvveieeiiinnnnnnnn. 49
4.10.2  Avaliagdo de Leptinain vivo pds terapia celular..........ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 52
DISCUSSAD ...ttt etttk 54
CONCLUSAOD ...ttt bbbttt 62
REFERENCIAS ......otevtetteteteteieteteies sttt ettt ettt ettt s e en e eeees 64

Xl



LISTAS

XIi



Listas

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Imagem do esquema de cultivo celular para adipogénese de ASCs e
3T3-L1.

Figura 2: Imagem do mapa do vetor viral utilizado na linhagem 3T3-L1 para

rastreamento in vivo.

Figura 3: Imagens da tecnologia para fabricagao de microesferas.

Figura 4: Graficos de caracterizagcdo do pool celular por deteccao de
anticorpos especfificos de ASCs e células hematopoiéticas por citometria de

fluxo.

Figura 5: Grafico de marcadores de superficie celular expresso em ASCs, e

células de origem hematopoiética,

Figura 6: Imagem de vacuolos citoplasmaticos presentes na cultura de ASCs
visualizados a partir do dia 6 durante os 12 dias analisados. Células ASC em
meio de indugdo adipogénico, Coloracdo com Oil Red, indica em vermelho

vacuolos lipidicos.

Figura 7: Imagens da linhagem 3T3-L1 e ASC durante o processo de

adipogénese durante 8 dias apos cultivo em meio de indugéo.

Figura 8: Imagem de teste de correlagdes de células x tamanho da esfera.

Figura 9: Grafico de correlacédo de numero de células x tamanho da esfera.

Figura 10: Teste de resisténcia das microesferas apos passagem pelo bisel.

XNV



Listas

Figura 11: Marcagdo com Oil Red das microesferas apds processo de

adipogénese.

Figura 12: marcadores de expressao adipogénica apds processo de

diferenciacdo em células ASC

Figura 13: Grafico do fluxo total de luz capturado pelo equipamento VIS

Sprectrum em amostras transduzidas.

Figura 14: Animais pods injecdo com AD-3T3 carreando gene da luciferase.

Imagem 15: Comparativo de retencéo de células isoladas e microesferas de ASCs

na regido inguinal de animais ob/ob.

Figura 16: Comparativo de retencdo de células isoladas e microesferas de ASCs

no dorso de animais ob/ob apos 8 dias.

Figura 17: Graficos da alteragdes de peso pds terapia celular com microesferas

e células isoladas.
Figura 18: Correlagcéo entre leptina circulante em animais ob/ob e variagdo de

peso relativo ao inicial (A — apos 63 dias do transplante. B - apds 98 dias do

transplante).

Figura 19: Comparativo Resultado de Pelleymounter, et al pds tratamento com
leptina exdgena com terapia celular de AD-ASC em microesferas e células

isoladas.

Figura 20: Comparativo de peso entre terapia celular de AD-ASC (isoladas e

microesferas) com leptina exégena (5mg/Kg/dia) de Jeffrey L. Halaas et al.

XV



Listas

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Valores fornecidos pelo fabricante do tamanho de esferas por numero

de células.

Tabela 2: Primers utilizados na verificacdo de marcadores moleculares de

expressao genica no processo de adipogénese de ASCs.

Tabela 3: Quantidades de células ASCs que devem ser semeadas em cada

molde (scaffold).

XVI



LISTA DE ABREVIAGOES

ACTH - Horménio Adrenocorticotréfico

AD-ASC - Adipdcitos derivados de células-tronco do tecido adiposo
AD-3T3 - Adipécitos derivados de células 3T3-L1
AHO - Osteodistrofia Hereditaria de Albright

aP2 - adipocyte Protein 2

ASC — Adipose Stem Cell (Célula tronco do tecido adiposo)
BMSC — Bone marrow stem cell

BSA - Bovine Serum Albumin

C/EBPa - CCAAT-enhancer-binding proteins
DAC - doenga arterial coronariana

ESC - Embrionic Stem Cell

Fabp4 - fatty acid binding protein 4

FDA - Food and Drug Administration

FTO - Fat mass and obesity associated

GWAS - Genome-wide association

HLA - antigenos leucocitarios humanos

IBMX - 3-isobutil-1-metilxantina

IMC - indice de massa corporal

iPSC - Induced pluripotent stem cells

MCA4R - Melanocortin 4 receptor

IRM - Imagem por ressonancia magnética

MSC - Mesenchymal stem cell

OMS - Organizagédo Mundial da Saude

XVIi



Listas

PBS - Phosphate buffered saline

PC1 - Proprotein convertase 1

PCR - Polymerase chain reaction ou Reagcdo em cadeia da polimerase
POMC - Pro-opiomelanocortin

PPARYy - Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma
RT-PCR — Transcricdo reversa — Reacdo em cadeia da polimerase
SH2B1 - Src homology 2 B adaptor protein 1

SIM1 - Single-minded homolog 1

Slc2a4 - Solute carrier family 2

SNP - Single nucleotide polymorphism

TAB — Tecido adipose branco

UCSC - Umbilical cord stem cell

XVIiI



RESUMO

XNV



Resumo

A obesidade monogénica é definida como a obesidade resultante da mutagao ou
deficiéncia de um unico gene. Os casos sao raros, muito graves, geralmente de
inicio precoce e sdo encontrados na infancia. Estes tipos de obesidade estao
ligados geralmente ao excesso de ingestédo de alimentos, alteragdo no gasto
energético e adipogénese. Mutagdes graves no gene da leptina, uma adipocina
ligada ao controle da ingestao alimentar, gera um tipo de obesidade mérbida com
altas taxas de infeccao e mortalidade infantil. Alguns estudos mostraram os
efeitos dramaticos e benéficos do uso diario de inje¢gdes subcutaneas de leptina
para reducédo do peso corporal. Outros estudos tém-se voltado para estratégias
que combinam a utilizagdo de células-tronco com tecnologias de engenharia de
tecidos a fim de atuar como um mecanismo de reposi¢ao. Neste trabalho foram
utilizadas células-tronco do tecido adiposo submetidas a adipogénese (AD-ASC)
a fim de verificar a reversdo da obesidade em camundongos ob/ob. Esses
animais sdo obesos devido a uma mutagdo pontual no gene da leptina e foram
transplantados com AD-ASC em formato de microesféricas. As microesferas
desenvolvidas possuem um diametro de 250um e mostraram uma maior
capacidade de retengdo no local transplantado quando comparado com células
isoladas. Os resultados mostram que uma unica dose de 530 microesferas foi
capaz de reduzir o peso dos animais apos aproximadamente 100 dias. Em
aproximadamente dois meses, somente 0 grupo que recebeu microesferas de
AD-ASC possuia leptina circulante (75% dos animais). Apés trés meses o0 peso
dos animais que receberam microesferas reduziu 14,7% em relacédo ao peso
inicial e 27,5% em relagdo ao peso do grupo controle. Por outro lado, o grupo
células isoladas aumentou o peso em 4,8% em relacao ao inicial e diminuicao
8,0% em relagao ao controle. Os resultados indicam uma proposta de terapia
celular, em formato de microesferas, que poderado resultar na reversao da

obesidade modrbida ou até mesmo sobre outros tipos de doengas monogénicas.
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Abstract

Monogenic obesity is defined as obesity resulting from the mutation or
deficiency of a single gene. The cases are rare, very serious, usually of early
onset and are found in childhood. These types of obesity are usually linked to
excess food intake, altered energy expenditure and adipogenesis. Severe
mutations in the leptin gene, an adipokine linked to the control of food intake,
generate a type of morbid obesity with high infection rates and infant mortality.
Some studies have shown the dramatic and beneficial effects of daily use of
subcutaneous injections of leptin to reduce body weight. Other studies have
focused on strategies that combine the use of stem cells with tissue engineering
technologies in order to act as a mechanism for replacing this molecule. In this
study adipose tissue cells submitted to adipogenesis (AD-ASC) were used to
verify the reversal of obesity in ob / ob mice. These animals are obese due to a
point mutation in the leptin gene and were transplanted with AD-ASC in
microspheres format. The developed microspheres have a diameter of 250um
and showed a higher retention capacity at the transplanted site when compared
to isolated cells. The results show that a single dose of 530 microspheres was
able to reduce the weight of the animals after approximately 100 days. In
approximately two months, only the group that received AD-ASC microspheres
had circulating leptin (75% of the animals). After three months the weight of the
animals receiving microspheres reduced 14.7% in relation to the initial weight and
27.5% in relation to the weight of the control group. On the other hand, the group
isolated cells increased the weight by 4.8% in relation to the initial one and
decreased 8.0% in relation to the control. The results indicate a proposed
microsphere-shaped cell therapy that may result in the reversal of morbid obesity

or even other types of monogenic diseases.
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Introducao

1 INTRODUGAO

1.1 A Obesidade e suas implicagées na satide mundial

A obesidade é caracterizada por um excesso de gorduras corporais e é
considerada uma desordem multifatorial. Estudos recentes demonstram que
essa desordem sempre esteve em uma maior prevaléncia em paises
desenvolvidos, entretanto um aumento drastico, vem sendo observado em
paises em desenvolvimento (1). Esse aumento podera levar a um nimero de
2,16 bilhdes de individuos com sobrepeso e 1,12 bilhdo de individuos obesos,
ou 38% e 20% dos adultos do mundo até 2030 (2).

Diversos estudos mostram que pacientes com indice de massa corpérea
(IMC) elevado apresentam maior risco de morte e de desenvolvimento de
doengas crénicas, como diabetes do tipo Il (3), hipertensdo (4), doengas
cardiovasculares (5, 6), aterosclerose (3) e alguns céanceres (7-9).

Com o intuito de facilitar o diagnostico, passou-se a utilizar o termo
“sindrome metabdlica” para agrupar individuos que apresentavam obesidade e
dois ou mais desses sintomas associados (10). Informagbes segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) mostram que a cada dez pacientes

diabéticos 9 sao obesos ou apresentam sobrepeso (www.who.int).



1.2 Genética molecular da obesidade humana

Os mecanismos moleculares e celulares que correlacionam as diversas
patologias associadas a sindrome metabdlica sdo muito estudados.
Aparentemente uma gama de fatores contribui para o desenvolvimento desta
sindrome, o que a torna complexa e heterogénea, e dificulta seu estudo,
diagndstico e tratamento.

Nas ultimas duas décadas, varias estratégias tém sido empregadas para a
identificagcao de determinantes da obesidade. Dentre eles estao formas severas
da obesidade, Genome-wide association (GWAS) e andlises de genes
candidatos. Dentre os achados podemos numerar cerca de 127 sitios no genoma
humano ligados com o desenvolvimento da obesidade (11).

Polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) e modelos animais sugerem
variantes Unicas que podem estar associadas a obesidade. Nesta perspectiva,
diversos SNPs séo utilizados como um biomarcador potencial para identificar
efeitos deletérios e neutros na fungdo proteica, elucidando dessa forma,
interferéncias bem-sucedidas de tratamento (12).

Um exemplo desses polimorfismos de base unica esta localizada dentro do
gene Fat mass and obesity associated (FTO) que demonstrou estar associado a
um aumento de 1 a 1,5 kg peso corporal e um aumento de 20-30% no risco de
obesidade (13).

Em um outro estudo recente na populagido chinesa, Wang et al. mostraram
uma associagao de 56 variantes e seus impactos na distribuicdo de gorduras
(subcutanea e visceral) de individuos obesos pela técnica de imagem por

ressonancia magnética (IRM) (14).



A genética da obesidade tem duas formas, isto €, sindrbmica e n&o-
sindrébmica. Dentro da forma sindrémica, os aspectos moleculares estao ligados
ou a fatores pleiotropicos ou a rearranjos cromossémicos. Nas formas n&o
sindrébmicas estédo as alteragbes encontradas em um unico gene (monogénico)
ou em diversos genes (poligénico). Algumas sindromes como Sindrome de
Prader-Willi, sindrome do X fragil, deficiéncia de Single-minded homolog 1
(SIM1), sindrome de Bardet-Biedl, Sindrome de Cohen e Osteodistrofia
Hereditaria de Albright (AHO) estdo associadas a obesidade com atraso no
desenvolvimento. Além disso, a sindrome de Alstrom, deficiéncia de leptina
congénita, deficiéncia do receptor de leptina, deficiéncia de Pré-
opiomelanocortin  (POMC), deficiéncia de Proprotein convertase 1 (PC1),
deficiéncia de Melanocortin 4 receptor (MC4R) e a deficiéncia de Src homology
2 B adaptor protein 1 (SH2B1) estdo associados a obesidade sem atraso no
desenvolvimento (15). A partir de entdo, a identificagcdo de uma causa genética
da obesidade pode ser util para aconselhamento e para identificagdo do

tratamento mais ideal.

1.3 Obesidade monogénica e o papel da leptina no balango energético

A obesidade monogénica € definida como a obesidade resultante da
mutacdo ou deficiéncia de um unico gene. Os casos sao raros, muito graves,
geralmente de inicio precoce e sdo encontrados na infancia. Estes tipos de
obesidade estdo ligados geralmente ao excesso de ingestdo de alimentos,
alteracdo no gasto energético e adipogénese. Por exemplo, a mutagdo no gene

POMC gera um tipo de obesidade monogénica. Esse gene expressa uma



proteina capaz de inibir o apetite ja que produz alpha-, beta- e gama-MSH e
ACTH controlados através de MC3R e MC4R. Defeitos no gene POMC em
criancas obesas desde o nascimento pode corresponder a uma deficiéncia
aguda do cortex adrenal. (16).

Um outro exemplo foi mostrado em um estudo onde a adipocina
denominada leptina foi associada a dois individuos gravemente obesos e
consanguineos de uma familia paquistanesa (17). Ambos eram homozigotos
com mutagao frameshift no gene Ob (G133) gerando uma proteina truncada e
sem niveis detectaveis de leptina sérica. Uma outra familia turca porém com uma
mutacdo missense (18) apresentou obesidade, hipogonadismo e hiperfagia
intensa (19, 20).

Altas taxas de infeccdo e mortalidade infantii também podem ser
observadas (20) devido a deficiéncia de leptina na fase infantil que ocasiona
anormalidades em células T (21).

Vale ressaltar as diferengas entre camundongos e humanos quando se
trata de leptina. Por exemplo, camundongos ob/ob tém niveis muito elevados de
corticosterona (22) e desenvolvem raquitismo (23), efeitos que ndo sao
observados em humanos (21, 24).

A contribuicdo de gasto energético reduzido para a obesidade em
camundongos ob/ob é conhecida (25), enquanto em humanos ndo se observa
mudancas detectaveis (21).

Alguns estudos mostraram os efeitos dramaticos e benéficos do uso diario
de inje¢des subcutaneas de leptina para redugdo do peso corporal e da massa
gorda em trés criangas com deficiéncia congénita de leptina (21). Todas as

criangas tiveram normalizagdo do apetite, progressdo normal da puberdade com



doses iniciais de leptina de somente 0,01 mg/kg, ou seja, 10% dos niveis normais
de leptina sérica. No estudo, um menino de 3 anos de idade e 42 kg, apds 48
meses de tratamento passou a pesar 32 kg (16).

Vale ressaltar que em humanos existem periodos refratarios que ocorrem
durante a terapia. Isso ocorre quando o individuo produz leptina truncada e
nesse caso a leptina exdgena age também como um antigeno levando a
hipotese que deficiéncia da leptina € um estado imunodeficiente (26, 27). Isso
porque o sistema imunoldgico reconhece a leptina exégena como um antigeno
ja que durante o desenvolvimento do organismo a tolerancia ao autoantigeno é
realizada sobre o peptideo truncado e nao sobre a leptina normal. Assim nesse
estudo, o efeito antileptina foi observado apdés 6 semanas de terapia o que

interferiu na interpretagdo dos niveis séricos (21).

1.4 Outras doengas monogénicas ligadas ao tecido adiposo

Sabe-se que os adipdcitos, por sua capacidade secretdria, interagem com
diversos tecidos através de uma variedade de adipocinas com propriedades
importantes. Assim como a leptina, e dentre eles podemos citar também a
adiponectina. Esta proteina é especfifica de adipécitos (28) com propriedades
antiaterogénicas e antidiabéticas e seus niveis plasmaticos sdo diretamente
ligados ao desenvolvimento da doencga arterial coronariana (DAC) e diabetes tipo
2 (29). Vale ressaltar que a DAC é uma das principais causas de mortalidade
nos paises industrializados.

Outras doengas também sdo conhecidas por deficiéncias de genes

expressos no tecido adiposo como por exemplo: baixos niveis de estrogeno



devido a alteragbes no gene P450arom (aromatase P450) (30), suscetibilidade
adiabetes tipo 1 devido a alteragdes no gene TNF-alpha (31), IL-6: artrite cronica
juvenil de inicio sistémico (32), hiperandrogenismo (33), diabetes tipo 1 (34),
diabetes tipo 2 (35, 36), obesidade (37), hemorragia intracraniana em pacientes
portadores de malformagao arteriovenosa cerebral (38, 39). Dessa forma, a
proposta de uma terapia celular com adipdcitos derivados de células-tronco com
acao sobre a reposicdo da leptina circulante podera abrir perspectivas para

testes como modelos de animais nocautes de tais adipocinas.

1.6 Terapia celular com células-tronco

As células-tronco sao células que tém a capacidade de se auto renovar ao
se dividirem e se desenvolverem em células especializadas, mais maduras. As
células-tronco podem ser unipotentes, multipotentes, pluripotentes ou
totipotentes, dependendo do numero de tipos de células as quais elas podem
dar origem. As terapias com essas células sdo um tipo de terapia celular na qual
as células utilizadas sao células-tronco (como no caso do transplante de medula
0ssea) ou derivadas delas.

As células-tronco embrionarias, por exemplo, sao chamadas de
pluripotentes, pois tém a capacidade de se transformar em qualquer tipo de
célula adulta. Ja as células-tronco adultas, chamadas de multipotentes, sao
menos versateis, mas tém capacidade de se dividir e gerar tanto uma nova célula
idéntica e com o mesmo potencial, como outra diferenciada. Essas células séo

as responsaveis pela renovagao das nossas células ao longo da vida e podem



ser obtidas de diversas fontes como medula 6ssea, tecido adiposo, sangue do
cordado umbilical, entre outros tecidos.

As células utilizadas principalmente para terapias avangadas sao as
células-tronco conhecidas na literatura cientifica principalmente como: célula-
tronco embrionaria (Embrionic Stem Cell - ESC), célula-tronco mesenquimal
(mesenchymal stem cell - MSC), célula-tronco do corddo umbilical (umbilical cord
stem cell - UCSC), célula-tronco da medula 6ssea (bone marrow stem cell -
BMSC), célula-tronco do tecido adiposo (adipose stem cell - ACS) e célula-tronco
pluripotente induzida (Induced pluripotent stem cells - iPSC) (40) devido a sua
capacidade em se diferenciarem em células especfificas necessarias para a
reparagao de tecidos ou células (danificadas ou defeituosas)(41). As células
mesenquimais por sua vez, obtidas tanto do tecido adiposo como da medula
Ossea, apresentam um grande potencial em terapias, ja que possui baixa
imunogenicidade além de propriedades imunomodulatorias. Tais caracteristicas
se dao pela auséncia de moléculas de MHC de classe Il e inibicdoda proliferacéao
de células T (42-44).

As atuais abordagens das terapias celulares com células-tronco sao
fundamentadas em tecnologias de engenharia de tecidos que combinam os
principios de transplante de células, ciéncia de materiais e microengenharia para
o desenvolvimento de organoides. Tais tecnologias podem ser usadas para
restauracao fisiologica de organismos ou 6rgéos danificados.

Diversos grupos tém se voltado para a obtengdo de células capazes de
reverter condigbes patolégicas, dentre elas as ocasionadas por problemas
genéticos. (45, 46). Um exemplo bem conhecido sdo os protocolos de terapia

celular em modelos de diabetes tipo | (47).



A terapia celular para diabetes baseia-se no transplante de ilhotas na veia
porta do figado e resulta em uma homeostase melhorada da glicose, mas a
fungdo do enxerto é gradualmente perdida em poucos anos apdés o transplante
(48, 49). Doengas hepaticas (congénitas, agudas ou crbnicas) podem ser
tratadas pelo transplante de hepatdcitos, uma técnica em desenvolvimento e
com significativas desvantagens derivadas de dificudades na cultura e
manutencdo de hepatdcitos. Pesquisas mostram que o futuro aqui parece estar
no implante de células-tronco hepaticas, ou no implante de células hepaticas
obtidas pela diferenciacdo de um tipo diferente de célula-tronco, como as células-
tronco mesenquimais (50).

Outras aplicagbes incluem o tratamento de doengas monogénicas
hereditarias, como a hemofilia, utilizando células endoteliais sinusoidais
hepaticas (51) ou iPSCs murinas obtidas por diferenciagdo de fibroblastos em
células endoteliais ou seus precursores (52). A hemofilia € um bom modelo para
estes testes por ser uma doenga monogénica e necessitar de niveis de
expressao baixos a moderados do fator de coagulagao para atingir um fendtipo
moderado da doenga. Grandes progressos estdo sendo feitos tanto na terapia
génica quanto na terapia celular usando vetores virais e ndo-virais. Liras et al.
por exemplo, relataram resultados preliminares encorajadores usando vetores e
células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ASC) humano
adulto.(53, 54)

Em uma linha de raciocinio semelhante, neste trabalho foram utilizadas
ASCs submetidas a adipogénese (AD-ASC) a fim de verificar a reversdo da

obesidade em camundongos ob/ob. Esses animais que sdo obesos devido a
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uma mutagdo pontual no gene da leptina, foram transplantados com AD-ASCs

isoladas ou em microestruturas esféricas.

1.6 Células-tronco do tecido adiposo (ASC) e 3T3-L1 como fonte de
adipocitos
A medula 6ssea é a principal fonte de células-tronco mesenquimais (CTM)
utilizadas nos estudos atualmente, entretanto, sua coleta é por perfuracao
Ossea causando intenso desconforto para o paciente e riscos de complicagdes
como infecgdes, por exemplo. Por outro lado, o tecido adiposo tem como
principais vantagens o facil acesso via lipoaspiragéo e necessidade somente de

anestesia local (55).

Para a engenharia de tecidos, o tecido adiposo também é uma boa opgéao
em relagdo ao rendimento na obten¢do da linhagem mesenquimal (56) ja que a
partir da mesma quantidade de tecido ele pode proporcionar 500 vezes mais
CTM do que a medula éssea (57). Em uma medula adulta hd um rendimento
de 1:50.000 a 1:100.000 células, o que corresponde a um rendimento de
algumas centenas de CMTs por mililitro de medula. Ja o tecido adiposo produz
uma populagao de células na frequéncia da ordem de 1 em 100 - cerca de 500

vezes mais do que o encontrado na medula 6ssea (58).

O tecido adiposo € bem vascularizado com ASCs aderidas em vasos
sanguineos (59). Sua composicao principal sdo adipdcitos maduros envoltos por
estroma, composto de vasos sanguineos, fibroblastos, leucdcitos, macréfagos e

pré-adipocitos (60).
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Devido a sua facil manipulagao in vitro, facil obtengdo, baixo risco cirurgico,
grande quantidade, seguranga, facil cultivo e baixo custo operacional, a
utilizagdo de ASCs € uma estratégia com grande potencial para aplicagbes
clinicas.

Uma opc¢ao de cultura direta de adipdcitos neste trabalho foi descartada por
questdes como: expansao, formagao de microesferas, cultura em suspensao e
dificuldade de cultivo. Além disso, em estratégias de transdugédo viral ou
transfeccdo a utilizacdo de adipdcitos é limitante. Isso porque em ambas
estratégias sao necessarias diversas passagens e expansdo para selegao dos
clones que incorporaram o DNA exdgeno. Essas estratégias tém sido
amplamente utilizadas em estudos de terapias celulares ex vivo (671-63). Os
protocolos de diversos estudos ja tém demonstrado certa eficacia e bons perfis
de seguranga em estudos de areas como: doenga de Parkinson, diabetes, infarto
do miocardio, lesdo da medula espinal, entre outros (64-66).

ASCs podem servir como agentes terapéuticos, por si s, ou como fontes
de células especializadas. Além disso, podem carrear genes como veiculos de
terapia génica (67, 68) e sob estimulos adequados, podem se diferenciar em
osteoblastos, condrdcitos, adipécitos e midcitos (69-74).

Vale ressaltar que ASC de roedores iniciam algumas alteragdes em suas
propriedades de senescéncia e apresentam algumas aberrag¢des nucleares apés
algumas passagens (75). Por outro lado, ASC humanas podem ser cultivadas in
vitro por longos periodos de tempo (76). Devido a essa caracteristica das ASCs
de roedores somado ao fato da dificuldade de transducdo dessas células,
utilizamos as células 3T3-L1 para o rastreamento celular in vivo. Essas células

sao imortalizadas e adquiridas comercialmente. Elas tém a capacidade de se
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diferenciar em adipécitos e séo facilmente transduzidas e selecionadas com
antibidticos. Apds a transdugcdo com lentivirus carreando gene da luciferase é
possivel rastrea-las nos animais receptores através da quebra da luciferina
injetadas nesses animais. As luciferases sdo enzimas que catalisam reagdes
bioldgicas transformando energia quimica em energia luminosa, e dessa forma
captado pelo equipamento. Vale lembrar que tal reacdo sé ocorre se a célula
transduzida estiver viva, ja que a reagao necessita de adenosina trifosfato para

que ocorra.

1.7 Camundongos ob/ob como modelo animal

Com ointuito de esclarecer as mais diversas vias metabdlicas relacionadas
ao balango energético e a homeostase glicémica e assim buscar compostos que
tenham como fungdo combater a obesidade e suas patologias associadas, os
pesquisadores langam méo de inumeras estratégias. A utilizagdo de modelos de
animais transgénicos ou com alguma alteragao molecular espontédnea € uma das
estratégias mais usadas para a avaliagdo da fungcdo de uma via ou de um de
seus componentes. Esses modelos fornecem aos pesquisadores informacoes
relevantes sobre as consequéncias bioldgicas de alteragdes moleculares em um
organismo préximo ao humano.

Desse modo, a utilizagdo do camundongo ob/ob (77), que possui uma
mutacdo espontédnea no gene da leptina (77, 78), nos permite estudar animais
que nado produzem essa adipocina e, portanto, sdo obesos. A leptina tem a
estrutura de uma citocina helicoidal de cadeialonga (79) e € expresso no tecido

adiposo em proporcdo ao tamanho dos adipocitos (80, 81). Muitos
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investigadores mostraram que a administragao diaria de leptina a camundongos
ob/ob reduz a ingestao de alimentos e o peso corporal (82-84). A supressao da
ingestdo de alimentos pela leptina € mediada por uma variante de um receptor
hipotaldmico, que possui um dominio intracelular longo (85). A leptina tem uma
meia-vida circulante de aproximadamente 30 min, é liberada de maneira pulsatil
do tecido adiposo e demonstra um ritmo circadiano em niveis circulantes com
uma elevagao na concentragdo no periodo noturno (86, 87).

Esses camundongos chegam a pesar até trés vezes mais que o normal,
sdo hiperfagicos, particularmente em idades jovens, desenvolvem grave
resisténcia a insulina, s&do hipometabdlicos, hipotérmicos e subférteis (88-90).

Em termos de frequéncia de terapia estudos mostram que sdo necessarios
de 10 a 80 ug por dia de leptina exdgena para se observar o efeito de reversao
da obesidade. Em estudos, feitos de 1 a 2 semanas, foram observados uma
reducéo de até 11% do peso corporal, sendo que os animais voltaram a ganhar
peso assim que o tratamento foi interrompido (91, 92).

Em termos de aplicagdes em humanos a diminuicdo da frequéncia que
um individuo teria que se submeter ainfusdo de moléculas ao substituir a terapia
celular também é um ponto positivo que deve ser levantado. Assim as
perspectivas sdo que as técnicas propostas possam ser adaptadas em
tratamentos com acédo terapéutica na auséncia de determinadas moléculas.

Pelo fato de a administracdo de leptina exdgena reverter a obesidade em
animais ob/ob, a ideia de implantar células contendo o gene dessa adipocina
podera fornecer resultados visiveis e de facil mensuracdo sobre da eficiéncia da
terapia na reversédo de fendtipo de uma doengca monogénica. Assim, € possivel

explorar as propriedades das estratégias de terapia celular combinada com a



14

engenharia de tecidos no ambito de expressar o gene da leptina por tempo
suficiente até que se reverta ou ndo haja progressao do quadro clinico da

obesidade.

1.8 Bioengenharia tecidual

No ambito da bioengenharia tecidual, a necessidade de estratégias
terapéuticas com eficacia clinica, tem envolvido o estudo de células com
potencial terapéutico em sinergia com por exemplo moléculas, matrizes
coadjuvantes ou até estruturas que favorecam a retengdo dessas células,
aumentando assim o periodo terapéutico.

Diante das diversas ferramentas disponiveis utilizamos moldes da empresa
Sigma que permitem o cultivo de células em formatos de microesferas sem o
contato com o plastico. Nessas superficies ndo aderentes dispostas em formatos
esféricos, ASCs possuem propriedades de inicialmente se agregarem e depois
se compactarem em esferas (93, 94). A montagem de ASC em estruturas
tridimensionais altera suas propriedades, incluindo a secrecdo aumentada de
fatores que medeiam respostas inflamatorias e imunolégicas (95). Diversos
outros efeitos importantes tém sido verificados neste tipo de cultura 3D (96-99).
Outros estudos indicam até a possibilidade da cultura dessas microesferas
serem feitas de forma monoclonal e sem a necessidade de soro, trazendo um

grande passo para a aplicagao clinica (100).

Para verificacdo de uma melhor retengao das microesferas utilizamos um
gene reporter presente em um sistema lentiviral. O sistema foi utilizado em uma

linhagem imortalizada denominada 3T3-L1 capaz de sofrer diversas passagens
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durante o processo de sele¢ao pds transducdo. Tais células foram selecionadas
pelo seu facil cultivo, mesmo background dos animais ob/ob (mus musculus) e
capacidade adipogénica. Além disso, assim como as ASCs, também formaram
microesferas nos tamanhos desejados. 3T3-L1 €& uma linhagem celular
imortalizada derivada de células 3T3 (de camundongo), utilizada em pesquisas
com tecido adiposo. As células 3T3-L1 tém uma morfologia semelhante a de
fibroblastos, mas quando submetidas a um meio de diferenciagdo adipogénico,
essas células acumulam triglicerideos e se convertem em células adiposas

(101).

Para que as microesferas de 3T3-L1 e ASC passassem a expressar
leptina, ambas linhagens foram previamente cultivadas em monocamada para
que recebessem um start adipogénico (AD-3T3 e AD-ASC, respectivamente).
Depois de 6 dias sob estimulos adipogénicos foram formadas as microesferas

e injetadas apos 2 dias de sua formacgao.

1.9 Tecido adiposo branco como tecido receptor

Um ponto importante € a escolha do local receptor das células
transplantadas. O efeito esperado € que nesse ambiente ocorra pouca
migragao celular para que o sistema de deliveryrealize a reposi¢ao enzimatica
pelo maior tempo possivel. Dessa forma, foi excluida a opgao intravenosa, ja
que uma propor¢ao consideravel das células injetadas sao retidas nos pulmdes
(102-105), figado e baco (102) e tecidos lesados (106). Dessa forma, optamos
pelo préprio tecido adiposo branco, ja que por sua consisténcia acreditamos

que este tecido poderia fornecer maior aderéncia, além de ja atuar como 6érgao
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produtor leptina. Assim foram estabelecidos dois locais ricos em tecido adiposo

branco em animais ob/ob: regides subcutdneas inguinal e dorsal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Validar uma terapia celular para o tratamento da obesidade morbida
dependente de leptina, utiizando AD-ASC e AD-3T3 isoladas ou em

microesferas.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Obter ASCs do tecido adiposo de camundongos selvagens C57BL/6J
2.2.2 Selecionar ASCs por aderéncia ao plastico

2.2.3 Caracterizar ASCs por citometria de fluxo e adipogénese

2.2.4 Construir e padronizar estruturas celulares em formatos esféricos 3D

2.2.5 Verificar marcadores de adipocitos apds diferenciagdo de ASCs e 3T3-
L1

2.2.6 Injetar AD-ASCs e AD-3T3 isolados ou em microesferas em animais
ob/ob

2.2.7 Verificar retengédo de células e microesferas in vivo

2.2.8 Avaliaro peso e leptina circulante pos-transplante
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais de experimentacao

Os camundongos usados neste estudo foram obtidos do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para a Medicina e Biologia
(CEDEME) da Universidade Federal de Sdo Paulo e foram mantidos a 22 £ 2 °C,
sob um ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais utilizados foram da linhagem
C57bl/6d e ob/ob, machos de 12 a 20 semanas (peso de 23-30 g para C57BL/6J
e 35-65 g para ob/ob). A linhagem C57bl/6J foi utilizada como doadora de tecido
adiposo branco para extracdo de ASCs. A linhagem ob/ob foi receptora dos
transplantes celulares.

Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com o guia de
cuidados e usos de animais de laboratério do National Institute of Health (Institute
of Laboratory Animal Resources, National Academy Press, Washington DC,
1996) e aprovados pelo comité de ética da Universidade Federal de S&do Paulo

(CEP 2165/08).

3.2 Obtengéo de células-tronco do tecido adiposo (ASC)

Para selecao de células-tronco derivadas do tecido adiposo (ASC - Adipose
derived stem cells), foi utilizado tecido adiposo branco (TAB) da regiao epididimal
de camundongos C57BL/6J, do qual foram retirados de 0,8 a 2g de tecido. O
tecido foi triturado com tesoura e auxiio de uma pinga. Em seguida, foram

adicionados 15 mL de solugédo colagenase tipo IA (C989 - Sigma) a 20mg/ml e
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(Bovine Serum Albumine) BSA. A amostra foi colocada no agitador a 37° C por
exatamente 45 minutos, seguida de centrifugagdo a 300g por 5 minutos a 20°C.

Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet
ressuspendido em 20 mL de meio de cultura D-MEM low glucose (Gibco®) com
10% de soro bovino fetal (Gibco®) e 1% de penicilina/streptomicina. O pellet foi
desfeito por pipetagem com pipeta soroldgica, as células foram plaqueadas na
quantidade de 2g de tecido inicial para cada placa P100, incubadas em estufa a
37°C, 5% CO2 e umidade de 95%. Apds 24 horas do plaqueamento, o meio foi

trocado e a partir dai as trocas passaram a ser feitas a cada 2 ou 3 dias.

3.3 Caracterizacdo de ASCs por citometria de fluxo

Para caracterizacdo das ASCs foi verificada a expressao de determinados
marcadores de superficie celular. Para isso as células foram lavadas com
Tampéo fosfato-salino (PBS) 1x e submetidas a uma solugéo de tripsina (Gibco)
durante 5 minutos a 37°C. O tratamento com a solugdo de tripsina foi
interrompido adicionando-se 2x meio de cultura suplementado com 10% de FBS.
As células foram coletadas desta solugdo por centrifugagcdo a 400g por 5
minutos. O sedimentado de células foi ressuspendido em 1 mL de PBS em uma
concentracdo de 0,5 x 10° células/mL e coradas com concentracdes saturantes
de anticorpos especificos conjugados com PE, PerCP e FITC. Apd6s 30 minutos
de incubacgao, protegidas da luz e a temperatura ambiente, as células foram
lavadas com PBS e ressuspendidas em 200uL de PBS a temperatura ambiente

e o volume foi ajustado de maneira a ser usado para a citometria.
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A expressao de determinadas proteinas de superficie celular de ASCs
foram avaliadas com os seguintes anticorpos: CD34-FITC (BD Pharmingen™ -
560238), CD44-PE (BD Pharmingen™ - 561860), CD45-PerCP (BD
Pharmingen™ - 561047), CD73-PE (BD Pharmingen™ - 550741) e CD90-PE
(BD Pharmingen™ - 555596). Um minimo de 100,000 células foi caracterizado

quanto a presenga de marcadores na contagem de cada amostra.

3.4 Adipogénese de ASCs e 3T3-L1

O teste de adipogénese foi realizado tanto em células ASCs como em 3T3-
L1. As céluas 3T3-L1 €& uma linhagem imortalizada, foram obtidas
comercialmente na empresa ATCC (ATCC® CL-173™) e foram utilizadas entre
as passagens 10 e 15. A plasticidade celular das ASCs e 3T3-L1 foi verificada
por diferenciacéo dessas células em adipécitos de ASC (AD-ASC) e adipécitos
de 3T3-L1 (AD-3T3). A capacidade adipogénica foi determinada com a utilizaga o
de meio de indugdo de adipdcitos que consiste em meio de cultura DMEM-low
(10% FBS), contendo 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) 0,5mM, dexametasona
1uM e insulina 1pug/mL. Em ASCs também foi adicionado 2uM de rosiglitasona
ja que agonistas de PPARYy (tiazolidineldionas ou glitazonas) trabalham para
acelerar a diferenciacdo de pré-adipdcitos in vitro. (protocolos adaptados de
Zebisch, K. et al. e Ninomiya Y. et al) (107, 108). O meio foi adicionado em placas
de cultura de 6 wells apos as células atingirem 95-100% (DO) de confluéncia e
novamente apos 48 horas (D2). Nos dias 4, 6, 8 e 10 foi adicionado novamente

somente o meio DMEM -low (10% FBS).
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Figura 1: Esquema de cultivo celular para adipogénese de ASCs e 3T3-L1. As trocas de meio
sao feitas no mesmo horario nos dias indicados. DO indica o inicio da diferenciagdo com células

em 95-100% de confluéncia.

3.5 Coloracdo em QOil Red

Nos dias 0, 6, 8 e 12 as goticulas de lipideos foram analisadas através da
coloragao com solugdo Oil Red. Para isso as células em monocamadas ou em
microesferas foram fixadas com paraformaldeido (4%) por 15 minutos a 25°C.
Em seguida, as células foram novamente lavadas e submetidas a coloragédo com
1 mL de Solugdo 2% Oil Red em isopropanol em cada pogo (placa de 6 pogos)
ou em cada scaffold durante 30 minutos a 25°C. O Oil Red foi removido e agua

foi mantida para analise em microscopio invertido.

3.6 Transdugéo de 3T3-L1 com lentivirus-luciferase

Células 3T3-L1 foram cultivadas em placas de 12 pocos 24 horas antes da
infeccdo viral. As células foram mantidas com 1mL de meio DMEM-low
(10%FBS) até atingirem aproximadamente 50%. No dia seguinte, o meio foi
retirado e foi adicionado 1 mL de meio DMEM-low contendo particulas virais
(MOI 0,5, 1 e 2) e Polybrene® (sc-134220) na concentragdo final de 8 ug/ml.
Apods 12 horas 0 meio de cultura foi removido e foram adicionados 1 mL do meio
de cultura DMEM-low (10% FBS). No dia 4, as células foram repicadas em 1:3,

1:5 e 1:10 e selecionadas com 2ug/mL de puromicina (sc-108071) por 20 dias.
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O meio foi trocado com puromicina diariamente, até que as colbnias resistentes
fossem identificadas. Como controle foi verificado a morte celular de células ndo
transduzidas submetidas a mesma concentragcao de antibidtico.

O lentivirus utilizado foi o pLenti PGK V5-LUC Puro (w543-1) com os

detalhes apresentado pelo mapa a seguir:
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Figura 2: Mapa do vetor viral utilizado na linhagem 3T3-L1 para rastreamento in vivo. O virus
utilizado possui resisténcia a puromicina e carrega o gene da luciferase sob agdo do promotor

hPGK. Células que recebem o virus sao resistentes ao antibiético e passam emitir luminescéncia

quando na presencga da luciferina.
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3.7 Construgdo e padronizacdo de microesferas 3D

Para a producdo de microesferas compostas de AD-ASC e AD-3T3 foi
utilizada a técnica de moldes ndo aderentes com 2% de agarose. Este molde foi
preparado através de um scaffold negativo de 256 pogos com 350um de
diametro cada (microtissues - 3D Petri Dish®, Sigma —cat Z764000-6EA - Figura
3). Os scaffolds negativos foram adquiridos comercialmente e as
recomendacdes do fabricante foram seguidas com adaptagdes. O preparo do
molde foi realizado da seguinte forma: a agarose em po6 foi pesada e diluida em
tampéao fosfato (2%) e entdo levada ao micro-ondas por aproximadamente 2
minutos. Ainda quente, 550uL de agarose foram adicionados por scaffolds.
Aproximadamente em 5 minutos o gel foi polimerizado e entdo transferido para
uma placa de cultura de 12 pogos. Imediatamente apds a transferéncia os géis
foram cobertos com 2mL de meio de cultura para troca (maturagdo do gel) de
PBS com o meio de cultura DMEM-low. A maturacdo dos géis foi considerada

completa apds 24 horas quando o gel se apresentou de cor roseada.
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Figura 3: Tecnologia para fabricagdo de microesferas — A) Molde negativo de 256 pogos (Sigma
Scaffold spheroids - micro-well diametro ~400 pm profundidade ~800 pm). B) Molde de 2%
agarose apos troca de PBS com meio de cultura (maturagao do gel). C) Visao inferior dos pogos
com esferas de 250 uym de didmetro de esferas apos 2 dias de formagéo. D) Microesferas de 250
pm de didmetro 2 dias ap6s a formagado. E) Scaffold sem agarose. F) Scaffold com agarose. G)
Separagéo do gel do scaffold. H) Gel pronto para formagao de esferas. I) Imagem dos microweels
sem esferas. J) Imagem do momento da dispersdo das células sobre os microwells L) Imagem
ilustrativa das células apés algumas horas da dispersdo. M) Imagem ilustrativa da formagao das

esferas apos 24 horas. Imagens do fabricante: A e E-M.

Para a formacdo de 256 microesferas de tamanho definido, o fabricante
fornece uma tabela de concentragdo de células inicial a ser plaqueada em cada
gel (tabela 1). O plaqueamento foi realizado em um volume inicial de 190 L (meio
+ células) e apds 3 horas o volume de meio de cultura foi aumentado para 2mL

final por pogos de uma placa de 12 pogos.
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Tabela 1: Valores fornecidos pelo fabricante do tamanho de esferas por numero de células.

Os valores séo referéncias e devem ser recalculados para cada tipo celular.

# 12-256 # 24-96
Table 2. Estimates of cell seeding numbers
for smaller spheroids in the 3D Petri Dish". 12 well plate 24 well plate
Small spheroids: 256 Small spheroids: 96
“Nominal spheroid ~Cillonheraid Total cells seeded Total cells seeded
diameter (pm) ERETPNEIS (cells/190 ) (cells/75 i)
50 15 3,840/190 ul 1,440/75 ul
100 125 32.000/190 ul 12,000475 ul
150 421 107,000/190 wul 40,000/75 ul
200 1,000 256,000/190 ul 96,000/75 ul
250 1,953 500,000/190 wul 187.000/75 wl
300 3,375 860,000/190 ul 324,000/75 ul

Entretanto, conforme indica o fabricante as referéncias presentes na tabela
sdo apenas estimadas e novos testes devem ser feitos para cada linhagem
celular. Se estabelecermos um didmetro de 20um para uma uUnica célula seu
volume seria de aproximadamente 4,18um3. Assim, teoricamente o volume da
esfera se da pelo numero de células vezes seu volume. Portanto, para cada
didmetro de microesferas a se construir € necessario um numero de células a
ser dispersado por scaffold.

Baseando-se em quantidades aproximadas da tabela do fabricante, foram
utilizadas diversas quantidades de células para formacdo de esferas de
diferentes tamanhos. Apos 6 dias da diferenciacéo as esferas foram montadas e
ap6s 2 dias da fabricacdo das microesferas os géis de agarose foram
fotografados em microscépio 6ptico (40X de magnificagao) e as imagens foram
utilizadas para validar o didmetro das microesferas obtidas.

A quantificagcdo das microesferas foi realizada utilizando-se o software

ImageJ e de 4 a 6 fotos foram utilizadas. Cada esferoide foi medido com a
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ferramenta de escalas. O valor médio de didmetro foi utilizado como padrao para
cada condicao testada.

Para escolha do tamanho de microesfera a ser utilizado na terapia foi
realizado o teste da agulha. Para isso, aproximadamente 200 microesferas foram
passadas 2 vezes pela agulha utilizada na terapia (26G) com velocidade similar

da aplicacao in vivo.

3.8 Verificagdo molecularde AD-ASC por RT-PCR

Para quantificacdo de marcadores adipogénicos de ASC pos diferenciagcéo
foram extraidos 2 pocos para cada condi¢gado na extragao de RNA. A extracao foi
realizada com TRIZOL, seguindo o protocolo conforme o fabricante. Em seguida,
0 RNA foi dosado em nanodrop e normalizado a 500ng por amostra. Em seguida,
a cada amostra foi adicionado: dNTP 0,2mM, MgCI 5mM, DTT 1mM e RNAout
1U. Todas as amostras foram levadas a 65°C por 5 minutos. Adicionou-se M-
MLV (2,5U/uL), 5uM de oligo dT e agua para um volume final foi de 40uL. As
amostras foram submetidas a 22°C por 10 minutos, 37°C por 30 minutos e 95°
por 5 minutos. Posteriormente foram utilizados 1uL de cDNA na Reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Os marcadores moleculares de adipdcitos
utilizados foram CCAAT-enhancer-binding proteins (C/EBPa), Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma (PPARYy), Fabp4 - fafty acid binding
protein 4 (Fabp4 ou aP2)e leptina (Lep). APCR foi realizada em um volume final
da reacdo de 20uL. Foram utilizados 2 Ufreacdo de Platinum TAQ platinum

polimerase, 0,2mM de dNTP, 1,5mM de MgCl2, 0,5uL de cada primer 05uM, 1puL
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de cDNA e agua para 20uL de volume final. O programa de ciclos térmicos de
PCR foram: 2 min a 95 °C, 35 ciclos por 30s a 95 °C, 30s a 60 °C e 12s a 72°C.

Os primers utilizados na reacédo de RT-PCR estdo mostrados na tabela a seguir.

Tabela 2: Primers utilizados na verificacdo de marcadores
moleculares de expressao genica no processo de adipogénese de
ASCs. Na terceira coluna é descrito o tamanho de cada fragmento

esperado.

Gene Sequencia Tamanho
(pb)

CCIEBPa F | TTACAACAGGCCAGGTTTCC

CCIEBPa R | CTCTGGGATGGATCGATTGT 232

cPPARY F TTTTCAAGGGTGCCAGTTTC

cPPARy R AATCCTTGGCCCTCTGAGAT 198

cFabp4 (aP2) F | TCACCTGGAAGACAGCTCCT

cFabp4 (aP2) R | AATCCCCATTTACGCTGATG 181

cGapdh F AATGTGTCCGTCGTGGATCT

cGapdh R CCCTGTTGCTGTAGCCGTAT 250

clep F GTGCCTATCCAGAAAGTCCA

cLep R GACCTGTTGATAGACTGCCA 192

3.9 Injecéo e rastreamento de células isoladas

As células isoladas para terapia foram cultivadas em placas de 12 pogos e
diferenciadas até o dia 8 conforme descrito anteriormente. As células foram
tripsinizadas, sedimentadas e ressuspendidas em 5x10° células a cada mL de
PBS. Os camundongos ob/ob receptores foram anestesiados com isoflurano, e
o lado dorsal de cada camundongo foi raspado e limpo com alcool a 70%. Uma
Unica injecdo de 200uL de células (equivalente a 1x10°) foi realizada no lado
direito do ventre do animal no dia 0 (DO).

Para visualizagdo de ASCs isoladas, as células foram tripsinazadas e

marcadas com 0,25mg/ml de indocianina no dia da inje¢cdo. Para isso as células
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foram centrifugadas a 400g por 5 minutos. Indocianina foi preparada
primeiramente em agua ultrapura na concentragcdo de 10mg/mL e
posteriormente diluida em PBS a 0,25mg/mL. Foi adicionado uma solugdo de
30mL (0,25mg/mL) por 45 minutos a 37°C em ASCs isoladas. As células foram
lavadas 2 vezes a 400g por 5 minutos e ressuspendidas em PBS.

Para visualizagdo das células AD-3T3 luciferase in vivo os animais
receberam 200uL de luciferina (15mg/uL) (cat. E1605 - Promega) via
intraperitoneal.

Em ambos os casos os animais foram anestesiados com isoflurano e em
seguida as células foram injetadas. Cinco minutos apds a inje¢ao, os animais
foram analisados no equipamento /VIS Spectrum. As analises para rastreamento

celular foram feitas nos dias DO, D14, D21, D28.

3.10 Injecéo e rastreamento de microesferas

A formacado das microesferas foi realizada no dia 6 da diferenciacéo e
injetadas no dia 8. As microesferas foram sedimentadas por 5 minutos em
repouso e ressuspendidas em 4x103 esferas a cada mL de PBS. Os
camundongos ob/ob receptores foram anestesiados com isoflurano, e o lado
dorsal de cada camundongo foi raspado e limpo com alcool a 70%. Uma unica
injecdo de 200uL contendo aproximadamente 530 microesferas (equivalente a
1x10% células — 1250 células por esfera) localizada no lado direito foi realizada
no dia O (DO).

Para visualizacdo das células in vivo os animais foram anestesiados com

isoflurano e receberam 200uL de luciferina (15mg/uL) (cat. E1605 - Promega)
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via intraperitoneal. Para ASCs as microesferas foram marcadas com 0,25mg/mi
de indocianina conforme descrito em 3.9 no dia da injecdo. As andlises para
rastreamento celular foram feitas nos dias DO, D14, D21, D28.

O teste in vivo foi realizado com células isoladas e microesferas de AD-
ASC nas seguintes condigdes:

- Fabricacao de microesferas de 250 ym com 1250 células cada

- Injecéo de 530 microesferas - contendo um total de 1x108 células

- Injecdo de 1x10° células isoladas

- Injecao de 200uL de PBS como controle negativo

- Utilizagdo de agulha 26G para administragdo no tecido adiposo

subcutaneo da regido inguinal e dorsal

3.11 Avaliacéo do peso dos animais ob/ob pos tratamento

Apés o tratamento os animais foram pesados toda semana durante 112
dias. As analises dos pesos foram realizadas utilizando software Graphpad
Prism. Os dados obtidos foram plotados e submetidos ao teste estatistico two
Way ANOVA, verificando os pesos relativos entre os animais em todas os
periodos. Foi considerado significativamente estatistico p<0,05, sendo cada
grupo composto por 5 animais.

A normalizacdo dos pesos brutos foi realizada através da média do peso
de todos os animais. Os valores calculados em cada periodo foram obtidos pelo

peso médio inicial vezes a variagdo do peso.
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3.12 Avaliagéo de leptina in vivo pos transplante

Apo6s o transplante das células foram recolhidos aproximadamente 250uL
de sangue total de quatro animais de cada grupo. As coletas foram realizadas
em 63 e 98 dias apds o transplante. Apos coleta o sangue foi mantido em
temperatura ambiente por uma hora e centrifugado a 3000 g por 10 minutos a
temperatura ambiente e o soro foi separado. As amostras foram analisadas
utilizando o kit de Elisa para Leptina (RAB0334 - Sigma Aldrich), conforme
instrucbes do fabricante. As analises foram realizadas em duplicata. Foram
adicionados 100 yL de cada amostra por pogo e incubados overnighta 4 °C com
agitacédo suave. No dia seguinte, o sobrenadante foi descartado e lavado quatro
vezes com 300 uL de solugéo de lavagem (1x). Foram adicionados 100 uL de
solucao de deteccao biotinilada seguido de incubagao por 1 hora, a temperatura
ambiente com agitacédo leve. A solugdo foi descartada e lavada novamente.
Foram adicionados 100 uL de solucdo HRP-Estreptavidina e incubadas por 45
minutos a temperatura ambiente com agitacao leve. A solucéo foi descartada e
as amostras foram lavadas quatro vezes novamente. Foram adicionados 100 pL
de reagente colorimétrico de TMB e incubado por 30 minutos a temperatura
ambiente, protegido da luz e com agitacdo suave. Em seguida, foram
adicionados 50 yL de stop solution e a leitura a 450 nm foi realizada
imediatamente. A curva de leptina e os resultados de absorbancia foram plotados

no software GraphPad Prism 7.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao da cultura de ASCs por citometria de fluxo

Para caracterizagao das células extraidas do tecido adiposo branco foram
utilizados dois marcadores de superficie celular especfificos de ASCs (cd34,
CD44, CD73 e CD90) e um especffico de linhagem hematopoiética (CD45),
sendo todos conjugados com o marcador PE. As células foram avaliadas em um
total de 100 mil eventos por leitura. Os graficos abaixo mostram as leituras em

citometria de fluxo das células extraidas nessas condi¢des na passagem 4.

1]
i

Everds

e er

M

Everts

M

(D34




35

Figura 4: Os graficos indicam a quantidade de células por detecgcao de anticorpos especificos
de ASCs e células hematopoiéticas conjugados com os marcadores FITC, PE e PerCP. Os
anticorpos utilizados foram CD34, CD44, CD73, CD90 e CD45. As células analisadas foram
ASCs de animais C57BL/6J por citometria de fluxo. Com o deslocamento do grafico foram

determinadas as concentragbes de marcagao de cada marcador.

As médias das marcagdes em ASC foram 89,0%, 93,0%, 82,3%, 81,5% e
14,5% em PO e 90%, 96,0%, 94,1%, 95,4% e 4,6% em P4 para os marcadores
CD34, CD44, CD73, CD90 e CDA45, respectivamente. O grafico abaixo mostra
as médias das porcentagens obtidas de células marcadas em relagdo aos

respectivos marcadores.
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Figura 5: Grafico de marcadores de superficie celular expresso em ASC e células de origem
hematopoiética, indicando a porcentagem de células marcadas por citometria de fluxo nas
passagens 0 e 4. Os marcadores apresentaram positividade acima de 81,5% em PO e acima de
90% em P4 para os marcadores positivos de ASC. O marcador negativo para ASC (CD45)

apresentou positividade de 14,5% em PO e 4,6% em P4.

Ha um consenso geral que ASCs ndo expressam os marcadores CD45, um
marcador de todas as células hematopoéticas, Por outro lado, CD34, um
marcador de célula-tronco hematopoética primitiva, raramente expressa em
MSCs humanas, tem se observado em diversos trabalhos certa positividade em
camundongos, além de CD73 (ecto-5'-nucleotidase), um marcador positivo para
ASCs. Estes sao alguns dos marcadores expressos ou nao, descritos por

diferentes grupos e testados em ASCs.

4.2 Capacidade adipogénicade 3T3-L1e ASC

Para verificar a capacidade de diferenciagcao em adipécitos de ASCs e 3T3-
L1 foi realizado um tratamento com meio de indugdo adipogénica. Alteragbes
morfologicas foram observadas, conforme mostra a imagem a seguir a partir do
dia 6, com a presengca e o aumento gradual de vacuolos de lipideos
intracelulares. A coloragao dos vacuolos presentes em adipdcitos foi visualizada

através da coloragao de lipidios com o reagente Oil Red.
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Figura 6: ASCs em meio de indugédo adipogénico. Vacuolos citoplasmaticos presentes na cultura

de ASCs visualizados a partir do dia 6 durante os 12 dias analisados. Coloragdo com Oil Red,

indica em vermelho vacuolos lipidicos.

A seguir, sdo apresentadas ambas linhagens durante o processo de
diferenciacdo. E possivel notar goticulas de lipideos em ambas linhagens apds

8 dias de indugéo.
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Figura 7: linhagem 3T3-L1 e ASC durante o processo de adipogénese - 12 dias apods cultivo em
meio de indugdo. As goticulas de lipideos s&o coradas em vermelho com o corante oil red

indicando o inicio da diferenciagdo das células em adipdcitos.
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4.3 Formagéo de microesferas de AD-ASC e AD-3T3

Na figura 8 a seguir na primeira linha de imagens estdo dispostas
microesferas de AD-ASC e na segunda linha AD-3T3. Cada coluna representa
uma quantidade de células utilizadas por scaffold. Ambas as linhagens

apresentaram semelhanca nas correlacdes de quantidade de célula semeada x

tamanho da esfera.
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E .. .
0,312x10°  0,625x10° 1,25%10° 2 5x10° 5x10° 10x105
" W - . s o 4 - WY WS PR = =
33 AR AE AL L A TIT L
-y * e li'.--.".-.-...
AN T I ."....‘........
5 . _- ..Jdl'l_!' ..‘.--:.......!.
' ° o i A e .00
'-'.' .. - 1..4_'.,'.-'._ .'..l'..l. ._...-'-.I.
"-"" o h® s O 'l..'.-‘..... S
o ! ® ='e "'-. g '-... . '..,......- .
O r . O . . - 'l' s *, - ._ ™ ._.‘I
- . T * 3 & » "f' ..l _— "' _"-‘.‘...:_‘I-.-I.'.-_ .

Figura 8: imagens para teste de correlagbes de quantidade de células semeadas pelo tamanho da

microesfera. As imagens foram coletadas apés 2 dias da formacédo das esferas e medidas no software

ImageJ.

Apos a mensuragdes das microesferas os valores foram plotados nos

graficos a seguir (figura 9) a fim de obtermos a correlagéo de células semeadas

pelo tamanho da esfera.
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Cuantidade de células por molde x tamanho da esfera

U ESEx -5 FoF

Junantidede de célulae ASC plaguandas (x105)
Quanbdade de céhiles ITI:L1 plaguaadas (x105)

Figura 9: Grafico de correlagdo de numero de células semeadas x tamanho da esfera. No eixo Y
o nimero de células (x10%) utilizadas por scaffold. No eixo x, o tamanho da esfera expresso em

Jm.

Dessa forma, a correlacao de tamanho de microesfera por quantidade de
células ASC utilizadas por scaffold se da pelos valores apresentados na tabela
a seguir. Além disso, como é sabido que cada scaffold possui 256 micromoldes
podemos concluir que a quantidade de células AD-3T3 e AD-ASC por

microesfera se da respectivamente pela terceira e quinta colunas da tabela a

sequir:
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Tabela 3: Quantidades de células AD-ASC e AD-3T3 que devem ser semeadas em cada molde

(scaffold) para obter o didametro esperado de cada uma das 256 microesferas. Resultados

baseados nas medidas realizadas apds 2 dias da formagao das microesferas.

Padronizacao da producgao de microesferas AD-ASCs e AD-3T3

:::':-“ AD-3T¥molde de 256 AD- AD-ASCimolde de 256 AD-
mikCr ceateras esleras® ITVeslera esferas” ASCiesfera

fpem)
150 17000 682 80000 234
200 390000 1518 270000 1062

| 250 800000 2350 480000 1890 |
300 820000 3184 690000 2719
350 1030000 4018 800000 3547
4.4 Teste de conformacgédo apos passagem pelo bisel

Considerando que o principal objetivo da formagdo de microesferas é a
aplicacdo de um método terapéutico a longo prazo, vale ressaltar o fato de que
durante as inje¢des elas terdo que passar sem serem destruidas através de uma
agulha fina. As microesferas de 250um foram sugadas e despejadas através de
agulhas de 26G duas vezes e nao foram danificadas durante a passagem pela
agulha, conforme apresentado pela imagem a seguir. Por outro lado, o mesmo
procedimento realizado com aproximadamente 200 microesferas de 300um
apresentou morte celular em algumas microesferas. Dessa forma, optamos, para
utilizagdo em testes in vivo, a maior microesfera produzida e que nao sofreu

alteracdes no teste da agulha.
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250pum

300pm

Figura 10: Teste de resisténcia das microesferas apds passagem pelo bisel da agulha. As esferas
de 250 ym ficaram intactas mostrando que néo foram danificadas apds 2 passagens por agulha

26G em welocidade similar a realizada durante a terapia.

4.5 Verificagdo adipogénica em microesferas por Oil Red

Assim como as células em monocamada, as microesferas de AD-ASCse
AD-3T3 também foram avaliadas para verificagdo da presenca de células
adiposas. A marcacao de oil red realizada no dia 8 mostra as marcagdes em
vermelho de células com goticulas de lipideos, indicando a presenga de células

em processo adipogénico nas microesferas.
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Figura 11: A e B: Microesferas de AD-ASC de 250um coradas com oil red apos 8 dias de
diferenciagdo, sem e com meio de indugado, respectivamente. Pode-se observar em B as
marcagdes em vermelho nas regides da borda das microesferas, onde as células estdo mais
isoladas e permite uma melhor difragdo da luz do microscopio. A marcagéo do oil red ndo é visivel
no centro da esfera devido ao bloqueio da luz pela massa celular que possui cor acastanhada
ao microscopio. Nota-se também que as microesferas perdem a regularidade de suas bordas
com células submetidas a adipogénese. C e D: visualizagdo da marcagéo de oil red a olho nu do

controle negativo (ndo diferenciado) e positivo (diferenciado), respectivamente.

4.6 Expressédo de marcadores moleculares na diferenciagéo de esferas

Apos 20 dias do processo de adipogénese células AD-ASC foram
submetidas a analise qualitativa da expressdo de marcadores moleculares

especificos de adipdcitos. A seguir sdo apresentadas as bandas referentes a
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expressao génica dos marcadores adipogénicos que tendem a aumentar com o
amadurecimento dos adipdcitos. Dessa forma, um aumento dessa expressao é
esperado em periodos mais longos, o que pode ocorrer até apds o transplante.

Os marcadores analisados estdo mostrados na figura 12.

PPARY Leptina GAPDH

Figura 12: Andlise qualitativa dos marcadores de express&o adipogénicos apds 20 dias do
processo de diferenciagdo de ASC. Os marcadores utilizados foram cEBP, PPAR-gama, Leptina
e aP2. Como controle positivo da reagéo foi utilizado o gene GAPDH. Aanalise do gel de agarose
mostra que, com excegado do gene cEBP, com uma expressdo baixa, os RNAs mensageiros
desses marcadores ja sao expressos nesse periodo de diferenciagdo. Todos os marcadores

apresentaram bandas na altura esperada.

4.7 Transdugdo de células 3T3-L1 com lentivirus carreando gene luficerase

As células imortalizadas da linhagem 3T3-L1 utilizadas no rastreamento
celular in vivo pés terapia foram infectadas com lentivirus superexpressando o
gene da luciferase como reporter. Vale lembrar que esse procedimento ndo foi
realizado em células ASCs por sua limitagdo do numero de passagens indicado
na literatura a fim de manter suas caracteristicas pluripotentes.

Apos a transducao de células 3T3-L1 com o lentivirus pLenti PGK VS-LUC

Puro (w543-1), algumas células permaneceram vivas, enquanto no controle sem
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transducdo todas as células morreram apds 3 dias de tratamento com o
antibiético puromicina na concentragao 1 pg/mL. A partir desse momento, as
células transduzidas foram selecionadas por 20 dias. No dia 21 o antibiético foi
retirado e adicionado 1,5uL de luciferina na concentragdo de 100mg/mL por pogo
em placa de 24 wells. As células em seguida foram analisadas no equipamento
IVIS-spectrum e a leitura foi realizada para verificacdo da reacdo enzimatica da
enzima luciferase.

A verificagao de eficiéncia para detecgao do efeito da luciferase em célula
pos transplante in vivo se da por um minimo de um fluxo total por célula de 800
p/s por célula. O limite minimo foi atingido nas amostras de MOI 1 e 2. Os 3
pocos foram expandidos separadamente e armazenados, porém somente a
amostra de MOI 2 foi expandida para realizacdo da terapia in vivo.

Os resultados obtidos estdo apresentados na imagem abaixo. A eficiéncia

da transducéo foi verificada em todos os trés pocgos transduzidos.
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Figura 13: Grafico A: fluxo total de luz capturado pelo equipamento VIS (p/s) em 3 amostras
transduzidas com quantidades diferentes de virus. Grafico B: as amostras com multiplicidade de
infeccdo (MOI*) 1 e 2 apresentaram fluxo total (p/s) acima do requerido pelo equipamento VIS
Spectrum para captura in vivo (800p/s/célula). Figura C: imagem apresentando 3 pogos
transduzidos com clones que receberam diferentes quantidades de virus e positividade na
reagdo enzimatica da luciferase em todas as amostras. O clone selecionado para testes in vivo

foi a MOI 2.

4.8 Rastreamento de células e microesferas de AD-3T3 pds terapia

Apos o transplante de AD-3T3 (células e microesferas) no dia 8 da
diferenciacdo e carreando o gene da luciferina, foi analisada a presenca das
células em tempos especificos pds injecdo. As imagens abaixo mostram a
presenca das células isoladas no dia 14 somente em um animal enquanto as

microesferas estavam presentes em todos os animais analisados. No dia 21 os
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animais que receberam células isoladas ndo apresentaram mais sinal enquanto
no grupo de microesferas dois animais ainda possuiam sinal. Até o dia 28 ainda
foi possivel verificar as microesferas presentes nos animais que receberam

microesferas. Ja no dia 35 nenhum animal possuia marcacgao das células.

Dia 0 Dia 14 Dia 21

&nirmal 2 i Animal 2 Animal 1

Anifrad 5 Animal £ Anirmiad 4 Ararnad 5 Animsal 6 Aniimad 4 Anima 5 Anintal & Animad &

_____ =—l— C(C¢élulas soltas

-
o
o

=L- Microesferas

Porcentagem de sobrevivencia
das células por animal
[3,]
o
L
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Figura 14: Andlise dos animais pos-injegdo com AD-3T3 carreando gene da luciferase para
comparativo de retengdo de células isoladas e microesferas. As microesferas permaneceram nos
animais até 14 dias a mais que as células isoladas. No grafico € apresentado de forma qualitativa
a presenga das microesferas e células isoladas, onde 67% dos animais do grupo de microesferas

permaneceram retidas no animal até no minimo 28 dias e no maximo 35 dias. Por outro lado, os

Animal &

fnvimal b
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animais do grupo de células isoladas somente 33% dos animais possuiam células retidas apés

14 dias da terapia.

4.9 Retencgéo de células e microesferas de ASCs em animais ob/ob

Como nao foi possivel realizar a transducéo viral em células mesenquimais,
um teste piloto foi realizado somente para verificagdo da retencdo das células
AD-ASCs em formato de microesferas.

As imagens abaixo mostraram a diferenca de retengdo das células
injetadas de forma isolada ou em microesferas. Na figura 15, a imagem a
esquerda apresenta um animal controle negativo e outro injetado com
microesferas de AD-ASC. A imagem a direita apresenta um animal controle
negativo e um animal que recebeu células isoladas. Foi possivel observar a

retencdo das células através das imagens apos 24 horas do transplante.
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Figura 15: Comparativo de retengdo de células isoladas e microesferas de AD-ASC na regidao
inguinal de animais ob/ob. Marcagdo com 0,25mg/ml de indocianina e visualizados apds 24 horas

no equipamento /VIS Spectrum.

Na figura 16 é apresentado um comparativo de retengao de células isoladas
e microesferas de AD-ASCs no dorso de animais ob/ob apds 1 e 8 dias da
injecao. Da esquerda para direita: controle, microesferas e células isoladas.
Durante esse periodo a diminuicdo da fluorescéncia se da pela perda do
marcador indocianina e pela morte celular (conforme demonstrado pelo

resultado de bioluminescéncia em AD-3T3).

\ : |

Controle  Microesfaras  Células isoladas Controle Microesféras  Células isoladas

Figura 16: Comparativo de retengéo de células isoladas e microesferas de AD-ASC no dorso de
animais ob/ob ap6s 1 e 8 dias da injegdo. Da esquerda para direita: controle, microesferas e células

isoladas.

4.10 Terapia Celularcom microesferas de AD-ASC em animais ob/ob

4.10.1 Avaliagdo do peso relativo e bruto apés terapia celular
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Alteracbes no peso foi observada nos animais que receberam AD-ASC
isoladas ou microesferas quando comparadas ao controle. Os graficos a seguir
(figura 17) mostram em porcentagem o peso relativo ao inicial (A) e valores
normalizados (B) pela média de peso em diferentes semanas pos terapia. Foi
possivel notar que os animais que receberam AD-ASC (células isoladas ou
microesferas) ndao engordaram durante os primeiros 21 dias, enquanto os
animais controles engordaram em torno de 5%. No dia 35, o grupo microesferas
apresentou diferengca de 8,6% em relagdo ao grupo controle (p=0,019 — n=5).
ApOs esse periodo, o grupo células isoladas praticamente manteve o peso até
77 dias, quando apresentou uma diferenca no peso relativo de 7,5% em relagao
ao grupo controle (p=0,049 — n=5). Nesse mesmo periodo a diferenga de peso
entre grupo microesferas e controle foi de 16,6% (p<0,0001 — n=5) e entre o
grupo microesferas e células isoladas foi de 9,1% (p=0,028 — n=5). No dia 98 o
grupo microesfera apresentou o valor mais baixo na diferenca relativa de peso
(27,5%) em relagédo ao grupo controle (p<0,0001 — n=5), enquanto o grupo
células isoladas apresentou diferenga de 8,0% em relagdo ao controle (p=0,032
— n=5). A partir desse momento o grupo células isoladas ndo apresentou mais
diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle e o grupo microesferas voltou
a ganhar peso até atingir no dia 112 uma diferengca de peso relativa de 22,5%
em relagdo ao grupo controle (p<0,0001 — n=5). No grafico C, podemos notar
que os animais que receberam microesferas pesavam apos trés meses, 14,7%
a menos do peso inicial. O grupo microesferas obteve uma redugao relagao ao
grupo células isoladas de 19,6% (p=0,0001 — n=5). Um fato surpreendente foi
que somente apos 98 dias o grupo de microesferas voltou a ganhar peso

novamente.
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Figura 17: A — Valores de peso relativo ao inicial durante 112 dias ap6s a terapia celular. B —
Valores de peso normalizados pela média dos pesos iniciais de cada animal. Grafico C —
Variagao de peso relativo entre os grupos em 63 e 98 dias pds terapia. As células isoladas e em
microesferas foram injetadas no dia 0. No dia 35, o grupo microesferas apresentou diferenca de
8,6% em relag&o ao grupo controle (p=0,019 — n=5). Apds esse periodo, o grupo células isoladas
praticamente manteve o peso até 77 dias, quando apresentou uma diferenga no peso relativo de
7,5% em relacéo ao grupo controle (p=0,049 — n=5). Nesse mesmo periodo a diferenca de peso
entre microesferas e grupo controle foi de 16,6% (p<0,0001 — n=5) e entre o grupo microesferas
e células isoladas foi de 9,1% (p=0,028 —n=>5). No dia 98 o grupo microesfera apresentou o valor
mais baixo na diferenga relativa de peso (27,5%) em relagéo ao grupo controle (p<0,0001 —n=5),
enquanto o grupo células isoladas apresentou diferenca de 8,0% em relacdo ao controle
(p=0,032 — n=5). No gréfico C, podemos notar que 0s animais que receberam microesferas
pesavam apos trés meses, 14,7% a menos do peso inicial. Em relacdo ao grupo controle, o
grupo microesferas obteve uma redugdo de 27,5% do peso, o equivalente a 15g e em relagdo
ao grupo células isoladas uma diferenga de 19,6% (p=0,0001 — n=>5). Os animais que receberam

microesferas pesavam apods trés meses, 14,7% a menos do peso inicial. Em relagdo ao grupo
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controle, o grupo microesferas obteve uma reducéo de 27,5% do peso, o equivalente a 159 e

em relagao ao grupo células isoladas uma diferenga de 19,6% (p=0,0001 — n=5).

4.10.2 Avaliagdo de Leptina in vivo pos terapia celular

Apos o transplante de AD-ASC, a leptina circulante foi dosada em soro de
animais ob/ob nos dias 63 (grafico 18-A) e 98 (grafico 18-B). Ao todo foram
analisados quatro animais de cada grupo, sendo que um animal do grupo células
isoladas no dia 98 nao foi possivel realizar por problemas técnicos. Cada animal
foi plotado de forma independente indicando uma correlagédo entre a leptina
circulante e a perda de peso relativa observada no dia correspondente. No dia
68, somente 3 dos animais que receberam microesferas apresentaram valores
superiores ao limite de detecgéo (50 pg/mL) pelo kit Elisa: 120,0 pg/mL; 108,7

pg/mL; 84,8 pg/mL.
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Figura 18: Verificagdo entre leptina circulante em animais ob/ob pds terapia celular e variagdo de
peso relativo ao inicial plotados de forma independentes. A — apds 63 dias e B - apés 98 dias.
Ap6s 63 dias, 3 animais do grupo microesfera ainda apresentavam leptina circulante. Apds 98

dias, nenhum animal apresentou leptina circulante acima dos niveis de detecgao.
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5 DISCUSSAO

Uma grande parte dos procedimentos de reparo de tecidos moles
resultantes de les&o traumatica, resseccédo de tumores, defeitos congénitos ou
processo de envelhecimento s&o realizados com tecido adiposo. Apesar dos
esforcos para melhorar este procedimento, problemas como a absorgao
progressiva de enxertos de gordura ainda sdo estudados (109). Acredita-se que
a redugdo do volume adiposo esteja relacionada com a vascularizagcdo
insuficiente do tecido adiposo enxertado (110). Por outro lado, o tecido adiposo
em um organismo € altamente vascularizado com propriedades de angiogénese
extensas e redes capilares ao redor de cada adipécito (111, 112).

Diante dessas propriedades, neste trabalho foi realizada uma terapia
utilizando microesferas de adipécitos para atuar ndo na regeneragao tecidual,
mas como um agente terapéutico. Além disso, foi testado se microesferas por
serem maiores que ceélulas, poderiam aumentar a taxa de retengdo observada
nas terapias atuais.

Dentre as possiveis estratégias, utilizamos a que as células apos isoladas,
sdo cultivadas e semeadas com agentes adipogenicos para posterior aplicagéo
(113-117). As células ou estruturas teciduais sao entado levadas para um local do
corpo onde a formagao de tecido adiposo € esperada (118).

Conforme observado por coloragéo de goticulas de lipideos e marcadores
moleculares foi possivel demonstrar que o start adipogénico foi capaz de
comprometer ASCs a se diferenciar em adipocitos e expressar leptina apés 20

dias da diferenciagao.
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A simples injecdo dessas células isoladas e diferenciadas até o dia 8 foi
suficiente para se verificar a estabilidade do peso dos animais, enquanto o grupo
controle manteve o ganho de peso. Além disso, as células em formatos de
microestruturas esféricas proporcionaram uma retengao celular mais prolongada
e um efeito terapéutico mais potente.

Neste modelo, padronizamos a terapia utilizando as maiores microesferas
produzidas in vitro e que ndo sofreram alteragbes na morfologia apds o teste da
agulha, isto €&, microesferas com didmetro de 250um. Além disso, as
microesferas puderam ser cultivadas sem contato com o plastico; e estudos
recentes mostram também a capacidade de as manter em cultura sem a
utiizacdo de soro quando estdo neste formato (100). Essas caracteristicas
ampliam a capacidade de um protocolo mais translacional ja que contornam
pontos criticos para utilizacdo clinica.

Outro ponto importante € que, ao compararmos essa terapia com outros
trabalhos que utilizaram leptina exégena, verifica-se que curiosamente os efeitos
observados podem ser comparados com doses especificas. Pode-se verificar
que uma unica dose de células isoladas foi eficiente para manter o peso dos
animais, equivalente ao efeito da leptina exdgena na concentragdo de 1
mg/Kg/dia (Figura 19).

Curiosamente, as microesferas passaram a apresentar uma resposta mais
eficiente apos 35 dias. A partir desse momento o efeito foi intermediario as doses
diarias de 1 e 10 mg/Kg/dia de leptina (Figura 19), entretanto em um periodo
mais longo (1 més x 3 meses). Novos estudos deverao ser feitos para entender

esse periodo refratario e explicar se tais efeitos sdo devido a uma necessidade
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de as células se tornarem-se mais maduras in vivo ou até mesmo se nesse tipo
de terapia ha um efeito tardio da leptina.

Em um outro estudo realizado por Jeffrey L. Halaas etal. (83) também sé&o
mostrados os efeitos da leptina exégena durante 30 dias de tratamento. Neste
estudo foram utilizados 5 mg/kg/dia de leptina exégena e os dados foram
apresentados em peso corporal absoluto. Dessa forma, quando normalizamos
nossos dados pelo peso médio dos animais (53 g), para estabelecermos um
novo comparativo com este trabalho, notamos que a dose de células utilizada
nao ocasionou a perda de peso até o dia 30. Por outro lado a dose de 5
mg/Kg/dia de leptina exégena reduziu em torno de 20 g cada animal apds 30
dias (figura 20). Esses dados sugerem que a terapia celular na dose de 1x10%
células por camundongo deve ser realizado para manutengcédo do peso corporal
e possui efeitos menos bruscos quando comparados com 5 mg/Kg/dia leptina
exogena.

Outro ponto importante estd no fato dos animais que receberam
microesferas atingirem uma média de redugdo de peso de aproximadamente
14,7% apds aproximadamente 100 dias, enquanto a leptina exogena na
concetragdo de 10mg/kg/dia levou 30 dias para reduzir 20% do peso. Isso pode
nos levantar questdes como se outras doses de microesferas podem resultar em
agdes mais potentes do que a leptina exégena nessa concentragao. Além disso,
a presenga de leptina em 75% dos animais analisados apos aproximadamente
2 meses mostra que a retengdo e/ou sobrevida das microesferas esta maior
nesse grupo quando comparado as células isoladas. Diante dessas
observacdes, mais estudos poderao abrir perspectivas para terapias de

reposi¢cao enzimatica com doses mais frequentes de microesferas.
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Figura 19: Analise comparativa dos resultados daterapia celular com AD-ASC em microesferas
e células isoladas em relagdo ao trabalho de Pelleymounter, M.A et al. (84) pds tratamento com
leptina exdgena. Nota-se que, apdés aproximadamente 1 més de tratamento com microesferas,

houve uma reducdo do peso dos animais similar ao tratamento com leptina exdgena.
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Figura 20: Comparativo de peso entre terapia celular de AD-ASC (isoladas e microesferas) com
leptina exégena (5mg/Kg/dia) de Jeffrey L. Halaas et al. O peso foi normalizado pela média e

submetido as variagdes relativas de cada animal.

Diversos protocolos de terapia celular tém sido realizados pelo mundo
utilizando células isoladas. Dentre elas podemos citar por exemplo, os testes na

deficiéncia de lipoproteina lipase (LPL) com a utilizagcdo de trés linhagens
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diferentes de células: muscular (C2C12), células renais (HEK293T) e pré-
adipdcitos (3T3-L1). Curiosamente os resultados em animais que receberam a
linhagem 3T3-L1 foi cinco vezes superior na expressao da atividade da LPL
(119). Protocolos de microesferas nesse tipo de estudo podem trazer resultados
ainda melhores ja que ambos foram bem-sucedidos em células de linhagem
adiposa.

Nos ultimos anos alguns trabalhos comegaram a surgir e demonstrar que
a terapia com microestruturas € mais eficiente quando comparada com células
isoladas. Em um trabalho recente realizado o transplante em camundongos
diabéticos com ilhotas micro encapsuladas em conjunto com células-tronco
mostrou normoglicemia significativamente prolongada quando comparadas com
ilhotas isoladas (120).

Um outro estudo em animais também conseguiu contornar a incapacidade
de manter rotineiramente a sobrevivéncia e a localizagcao de células terapéuticas
injetadas. Nesse trabalho foram encapsuladas células formadoras de colénias
endoteliais (ECFCs) em microesferas de hidrogel de polietilenoglicol-fibrinogénio
usando um dispositivo microfluidico customizado. Uma semana apos a inje¢cao
das microesferas proximas a ferida de patas de cavalos as analises
demonstraram uma melhor retencao e sobrevivéncia das ECFCs (121).

Microesferas também tem sido utilizados em estruturas 3D constituidas
de alginato, o que tem demonstrado resultados bem promissores no campo da
terapia celular de reparo cardiaco (122) e em sistema de drug delivery com
liberagdo lenta de drogas (123). Diante desses dados, é possivel que a

combinagdo das microesferas aqui produzidas com alginato podera produzir
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resultados mais refinados em terapias que exigem doses terapéuticas
controladas.

Vale ressaltar que o transplante de tecido adiposo branco em animais
ob/ob ja foi demonstrado reverter as alteracbes metabdlicas, imunologicas e
inflamatdérias da sindrome metabdlica e redugdo do peso corporal em até 50%
(124, 125). Entretanto, o transplante de tecido é limitado as técnicas in vitro que
envolvem manipulagbes genéticas além de exigir a propria etapa do transplante.
O transplante de tecido adiposo promove uma quantidade de leptina circulante
de aproximadamente 15-25% dos niveis normais circulantes. Neste trabalho,
75% dos animais que receberam microesferas e emagreceram durante 3 meses
possuiam aproximadamente de 5-10% dos niveis normais de leptina circulante
apos 2 meses da terapia.

O transplante de células em geral pode ser autdlogo, alogénico e
singénico e para evitar as consequéncias de rejeicdes do hospedeiro versus
enxerto, recomenda-se a tipagem tecidual de antigenos leucocitarios humanos
(HLA) para transplante de tecidos e 6rgaos, bem como o uso de
imunossupressores (126). Dessa forma, a utilizagdo dessa terapia podera ser
realizada de forma alogénica em casos de compatibilidade na tipagem de HLA
ou autdloga, seguida de manipulagdo genética das células in vitro, envolvendo
as técnicas mais modernas de edicdo de genoma, como o sistema
CRISPR/Cas?9.

Em nosso grupo de pesquisa, trabalhamos no diagnostico de pacientes
com doengas monogénicas (127, 128), mecanismos da obesidade (129-131) e
o desenvolvimento de tratamentos mais eficientes para essas condi¢des. Os

pacientes acometidos com tais doencgas sofrem ndo sé com a prépria patologia,
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mas com a terapia de reposi¢ao enzimatica diaria ou semanal além dos altos
custos terapéuticos. Uma parte desses pacientes realizam seus tratamentos na
UNIFESP no Instituto de Genética e Erros Inatos do Metabolismo, com o qual
realizamos parceria. Os custos para doenca de Fabry, por exemplo, variam em
torno de 13-14,5 milhdes de ddlares durante a vida de um paciente sintomatico
(132). Dessa forma, visamos testar o protocolo desenvolvido nesse trabalho na
reversao das patologias desenvolvidas pelas alteragcdes genéticas encontradas
nesses pacientes, tornando o processo mais facil, barato e com aumento
significante na qualidade de vida. Para isso, modelos de roedores transgénicos
para essas patologias tais como doenga de Fabry, Pompe,
mucopolissacaridoses, dentre outras, poderdao ser utilizados a fim de
verificarmos se o sistema de delivery de células fara o papel de reposicédo das

moléculas ausentes ou defeituosas.
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6 CONCLUSAO

Com base nesses resultados podemos concluir que os dados
apresentados aqui foram realizados utilizando um modelo de rapida observacao
sobre a eficiéncia terapéutica de injecdo de células AD-ASCs em formato de
microesferas, objetivando-se alcangar um protocolo eficiente e promissor. Como
isso surgem novas perspectivas de tratamento para a obesidade e outras

doengas monogénicas.
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