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Resumo

A sindrome de Down (DS) é comumente causada pela trissomia do cromossoma 21, e
caracteriza-se por deficit cognitivo, alteracbes na morfologia craniofacial e varias
comorbilidades. Desequilibrios na sinalizacdo neurogénica durante periodos criticos da
neurogenese sdo capazes de afetar a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo das ceélulas
estaminais neuronais, causando microcefalia e perturbacdo do desenvolvimento cerebral,
responsaveis pelo deficit cognitivo. Assim, é de extrema importancia compreender como 0
desenvolvimento cerebral é afetado na DS. Para tal, é necessario desenvolver ferramentas
celulares que nos permitam estudar em detalhe o neurodesenvolvimento em células humanas.
Deste modo, neste projeto pretendeu-se estabelecer e caracterizar linhas de células estaminais
pluripotentes induzidas (iPSCs) obtidas a partir de fibroblastos da pele de pacientes com
trissomia 21 (AG06922) reprogramadas com os factores de transcricdo de Yamanaka. Para a
caracterizacdo da linha, foram utilizados os critérios propostos pela Sociedade internacional de
investigagdo em células estaminais (ISSCR). Dentro dos quais inclui imunocitoquimica,
citometria de fluxo, andlise da fosfatase alcalina, detecdo viral por PCR, capacidade de
diferenciacdo nas 3 camadas germinativas, entre outros. Com a realizagdo deste trabalho foi
possivel estabelecer com sucesso a linha iPSC proveniente de um paciente com DS. Esta
ferramenta celular ird permitir de futuro estudar a diferenciacdo neuronal e avaliar vias de

sinalizacdo que possam estar alteradas nesta patologia
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1 Introducao

1.1 Descricdo da sindrome de Down

A sindrome de down (DS) é caracterizada pela aneuploidia do cromossoma 21 e é das
aneuploidias autossémicas compativeis com a vida a mais comum. Afeta aproximadamente 1
em cada 732 criangas, sendo os fatores de risco desconhecidos. Sabe-se que a idade da mée tem
um papel muito importante, visto que a probabilidade de um filho ter DS quando a mée tem
mais de 35 anos é bastante elevada. No entanto, a maior parte das méaes dos individuos com DS
apresentam idade inferior, visto que ha mais partos nessas idades (Antonarakis et al., 2020;
Sherman et al., 2007).

A DS pode ser classificada de varias maneiras, dependendo do tipo de aneuploidia. As
diferentes classificagdes de DS apresentam sintomas e comportamentos semelhantes, tornando
muito dificil diferenciar sem recorrer a uma analise cromossémica (Facts about Down
Syndrome | CDC, 2023.):



° Trissomia 21 (T21) ou trissomia completa: existem 3 copias completas do cromossoma
21. Este tipo de trissomia ¢ causada por um erro na meiose chamado “nondisjunction”, que
acontece durante a formacdo dos gametas, havendo uma falha na separacdo dos cromossomas

num dos gametas e afeta 95% dos doentes com DS;

° Translocagdo: uma parte extra ou todo o cromossoma 21 esta ligado ou “translocado”
num cromossoma diferente, normalmente o cromossoma 14, mantendo o nimero total de
cromossomas (46). Apresenta caracteristicas semelhantes a DS completa, no entanto o
mecanismo que causa este tipo de DS ainda ndo esta totalmente compreendido, mas sabe-se

que afeta cerca de 3% dos doentes com DS;

° Sindrome de Down em mosaico: ha duas ou mais linhagens celulares geneticamente
distintas, todasoriundas domesmo zigoto, onde os doentes possuem células eupléides e células
trissdbmicas devido a um ou mais erros na segregacdo dos cromossomas, que podem ocorrer
apenas na mitose ou na meiose e na mitose em simultdneo, em que uma das células fica com
46 cromossomas e outra com 47, possuindo um cromossoma 21 extra. Estudos indicam que
este tipo de DS tem menos caracteristicas da doenga em comparagdo com outros estudose afeta
cerca de 2% dos doentes com DS (About Down Syndrome | National Down Syndrome Society
(NDSS), 2023.; Bornstein et al., 2010; Papavassiliou et al., 2023.).

1.2 Genes presentes no cromossoma 21

O cromossoma 21 contém pelo menos 300 genes mas s6 cerca de 100 é que estdo sobre-
expressos na DS (Caglayan, 2016). Alguns destes genes ao serem silenciados ndo séo
compativeis com a vida, no entanto ao serem triplicados podem gerar problemas graves no
desenvolvimento, originando os fenotipos de DS. Alguns desses genes estdo listados na Tabela

1 com as respectivas doencas a que estdo associados.



Tabela 1 - Alguns dos genes presentes no cromossoma 21 com a respetiva abreviatura, nome por
extenso, GenBank ID e funcdes associadas (Gardiner & Costa, 2006).

Chr 21 | GenBank _

Descricdo Funcéo
Gene |ID

o Doenca de Alzheimer e endossomas
APP 351 Precursor amiléide )
anormais
BACE2 | 25825 Aspartyl protease Clivagem da APP
o Transformacdo da homocisteina em
CBS 875 Cystathionine beta synthase o
cistationina

Subunidade recetora de glutamato )
GRIK1 | 2897 ) Alvo de edicdo por pre-mRNA

(kainate)

Fator de  transcrigdo de .
OLIG1 | 116488 ) o Neurogénese

oligodendrécitos

Fator ~ de  transcricdo  de )
OLIG2 | 10215 _ _ Neurogénese

oligodendrécitos
SOD1 | 6647 Superoxide dismutase Producdo de H202
SYNJ1 | 8867 Fosfoinositol fosfatase Endocitose

1.3 Detecéo e diagnostico

A detegdo de T21 inclui varios métodos de rastreio que permitem avaliar a probabilidade da

mae ter um filho com DS. Estes métodos sdo seguros para a mae e para o feto e consistem numa

combinacdo de analise de varias substancias presentes no sangue da mae. Podem também ser

utilizados ultrassons onde se observa a quantidade de fluido atrds do pescogo do bebé e, caso

haja excesso de fluido, pode ser indicativo de um problema genético. Os métodosde diagndstico

sdo feitos apo6s um rastreio positivo e consistem em Amostragem de vilosidades corionicas

(CVS) que examina o material da placenta, Amniocentese que examina o liquido amnidtico e

Amostra percutanea de sangue umbilical (PUBS) que examina sangue do corddo umbilical.

Todos estes testes procuram alteragcGes nos cromossomas que possibilitem o diagnostico da DS
(Rafii et al., 2019).




1.4 Fenotipo da DS

Ha diversos fendtipos neuroldgicos associados com a DS, como déficit intelectual, apneia de
sono, convulsGes, epilepsia, problemas comportamentais e deméncia (Rafii et al., 2019). Ha
ainda um conjunto de outras caracteristicas associadas como doencas cardiovasculares,
problemas musculoesqueléticos, leucemias, outras neoplasias, baixa estatura, maior
probabilidade de desenvolver hipotiroidismo, doengas autoimunes, perda de audicdo e viséo,

entre outros (Figl) (Antonarakis et al., 2020).

Em aspetos relacionados com o desenvolvimento cerebral, sabe-se que ha alteragdes na
estrutura do cértex e hipocampo de pacientes com DS, estas alteragdes ocorrem durante a
neurogénese e resultam em microcefalia (menor tamanho do crénio), braquicefalia
(achatamento da parte de trads do crénio), com volumes desproporcionalmente menores nas
areas frontais, temporais e cerebelo, densidade neuronal reduzida, atrofia dendritica, quando
comparado com individuos saudaveis (Caglayan, 2016; Lott & Dierssen, 2010). Sabe-se também
que as capacidades proliferativas das células de doentes com DS estdo reduzidas e tém mais
suscetibilidade apoptotica. No giro dentado do hipocampo nota-se um aumento na percentagem
de células com fend6tipo de astrocito e menor percentagem de células com fenétipo de neurénio.
Em modelos animais da doenca como os Mus musculus Ts65Dn 0s precursores na zona
ventricular apresentam um ciclo celular mais lento durante a mitose, o que resulta em atrasos

no desenvolvimento do cérebro (Caglayan, 2016).

[ Neurodevelopmental h ( Craniofacial 0
¢ Intellectual disability — * Small, low-set ears
* Developmental delay e Epicanthic folds
¢ Language disorders * Flat nasal bridge
e Cerebellar hypoplasia ¢ Flat occiput
Psychiatric ¢ Small mouth
e Anxiety and depression il ¢ Upslanting palpebral
* Behavioural disturbance fissures
Neurological /
¢ Alzheimer disease (
« Epilepsy —— Sensory
S > * Conductive and
~ ~ sensorineural hearing
Cardiovascular loss
¢ Congenital heart defects e Refractive errors,
(especially AVSD) [ cataracts, keratoconus
7 and amblyopia
b J
Musculoskeletal
¢ Atlantoaxial instability ; Respiratory
¢ Small stature ' W * Obstructive sleep apnoea
e Short fingers e Respiratory tract infections
* Hypotonia %
- ~ . Autoim_mu_ne
Other | ¢ Thyroid disease
* Haematological * Bowel dysfunction ¢ Coeliac disease
disorders » Gastrointestinal * Alopecia
* Immune dysfunction structural defects ¢ Type 1 diabetes mellitus
¢ Obesity ¢ Male infertility ) L * Psoriasis

Fig.1 . Sintomas e manifestagfes da DS, retirado de Antonarakis et al., 2020.



1.5Mecanismo do atraso do desenvolvimento cognitivo

Apesar do atraso cognitivo presente em doentes com DS, sabe-se que esse atraso € linear nos
primeiros anos de vida. Uma das teorias avancadas que pretende explicar este fenémeno
relaciona-se com a producao em excesso de um composto, o sulfureto de hidrogénio (H2S) (P.
P. Kamoun, 2019).

Até ao momento aindando héa tratamento disponivel para a DS, no entanto ha servi¢os que sdo
oferecidos que ajudam no desenvolvimento da crianga, como terapia da fala, fisioterapia, e
terapia ocupacional (About Down Syndrome | National Down Syndrome Society (NDSS),
2023.; P. P. Kamoun, 2019).

1.6 Mecanismo de acdo do Sulfureto de Hidrogénio

O H2S é produzido no organismo pelas enzimas cystathionine beta synthase (CBS), juntamente
com a cystathionine y-lyase (CSE) e a 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase (MPST) (Werge
etal., 2021). O gene que codifica para a CBS esta localizado no cromossoma 21, triplicado em
doentes com DS. Esta enzima catalisa o primeiro passo davia da transsulfuracéo, que envolve
a transformacdo da homocisteina em cistationina que depois € hidrolisada pela cystathionase
(CST) (P. Kamoun, 2001; Marechal et al., 2019). H& evidéncias de que o excesso de CBS é
suficiente para induzir fendtipos cognitivos em modelos animais de DS (P. Kamoun, 2019).
Sabe-se que 0 H2S inibe a anidrase carbonica humana que esté localizada principalmente nas
células da glia, especificamente nos oligodendrdcitos e ainda nos neurénios do hipocampo e
células de Purkinje, o que causa danos no sistema nervoso central (SNC). Foram medidos os
niveis de serotonina e de noradrenalina no cortex e no cerebelo quando foram feitos testes em
que se administrava H2S nos ratos e observou-se um aumento deambas as moléculas em ambas
as regides, o que se sabe que altera o desenvolvimento dos neurénios como a sua divisdo,
migracdo, morfogénese e formacdo de sinapses, levando assim a problemas cognitivos, de
memoria e de outras fungdes. Sabe-se também que o H2S em concentrages fisiologicas pode
atuar como um relaxante do musculo liso, & semelhanca do Oxido Nitrico (NO), ou ainda como
um neuromodulador, induzindo Long term potentiation (LTP), pelo aumento da atividade do
recetor NMDA, entdo em doentes com DS, havendo uma hiperproducdo de H2S, ha uma

disfuncdo muscular (hipotonia) e do cérebro (atraso mental) (P. Kamoun, 2001).

Fora do cérebro sabe-se que o H2S tem vaérias fun¢des como representado na figura 2, como a

regulacdo dotdnus vascular, inflamacéo, transcricdo e angiogénese, protege as células do stress
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oxidativo e promove a cura de Ulceras e é importante para a integridade da mitocéndria, para o
stress oxidativo, para a resposta inflamatéria, para a permeabilidade da barreira

hematoencefalica e para a circulacdo sanguinea no cérebro (Kimura, 2014).

Blood Brain Long-Term

Potentiation

Permeabiiity and
Cerebral Biood Flow

Mitochondrial
Integrity

Fig. 2 . Alguns dos efeitos do H2S ao nivel celular (adaptado de R. Gupta et al., 2022)

1.7 Modelos utilizados no estudo da DS

Para o0 estudo da DS podem ser usados modelos animais, mas também culturas de células
estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs) descritas abaixo. Atualmente ha mais de 30 modelos
de murganhos que permitem estudar a DS. Estes modelos tém varias vantagens como a
capacidade de testar novos farmacos diretamente num organismo ou observar a evolucdo da
doenca, no entanto todos eles apresentam diversas desvantagens. Nomeadamente, estes
modelos apresentam baixa homologia com o cromossoma 21 humano (Hsa21) e por isso é
dificil dereplicar a DS nos murganhos (Herault et al., 2017). O modelo animal mais utilizado
para 0 estudoda DS é o Ts65Dn e é trissdomico para 125 ortlogos codificadores de proteinas
humanas, mas apenas 90 deles sdo ortélogos Hsa21 e ndo possui trissomia para ~75 ort6logos
do Hsa21. Os outros modelos j& criados ndo tém sucesso na reprodugdo, nem sao trissomicos
para todos os ortologos do cromossoma 21, ndo sendo por isso considerados modelos de DS
completos (M. Gupta et al., 2016). Os modelos animais que ja existem ndo mimetizam na
totalidade a patologia, pelo que é de extrema importancia a criagdo de modelos mais
semelhantes, como linhas celulares humanas, que permitam estudar melhor a doenca e os
efeitos do H2S.



1.8 Células estaminais humanas pluripotentes induzidas

A utilizacdo de células estaminais humanas pluripotentes induzidas (iPSCs) permite colmatar
os problemas de semelhanca, visto que sendo células humanas, sao geneticamente iguais a todas
as outras células do corpo. Estas células apresentam vantagens uma vez que a sua utilizagdo
reduz a experimentacdo animal, reduz o custo, permite uma melhor caracterizacdo das
variaveis, é feito num ambiente controlado, o que facilita o estudo de vias moleculares, como o
H2S e tém uma melhor organizagdo celular. Este tipo de células tém caracteristicas especificas,
como a capacidade de autorrenovacao e pluripoténcia, entdo podem diferenciar-se em diversos
tipos de células das 3 camadas germinativas. Ao possibilitar a formacdo de organdides, estas
mimetizam melhor a morfologia dos 6rgdos em humanos. O seu modo de obtencao pode variar
desde células do sangue, células da pele, células da urina ou células do corddo umbilical, sendo
estes métodos de obtencdo algo problematicos eticamente devido aos processos de extracdo
invasivos. O método mais comum é reprogramar fibroblastos da pele, e ja ha diversos estudos
que utilizam linhas de iPSCs para estudar problemas associados a DS, como por exemplo
defeitos do septo ventricular, em que foi utilizado uma linha de iPSCs derivada de amostras de
urina (Cao et al., 2018). O uso da reprogramacéo celular veio a facilitar a obtencéo de iPSCs,
pois com a descoberta de fatores de indiferenciagdo é possivel partir de células diferenciadas
de varias partes do corpo, como fibroblastos e indiferencia-las, induzindo a pluripoténcia, esses
fatores séo conhecidos como fatores de Yamanaka, que incluem os genes Oct4, Sox2, c-Myc e
KIf4 (Takahashi & Yamanaka, 2006). O OCT4 (octamer-binding transcription factor 4) tem
diversas isoformas e é um importante fator de transcricdo na embriogénese e uma regulacdo
fina dos seus niveis é fundamental para a manutencdo do estado indiferenciado, uma vez que
alta ou baixa expressao resulta em diferenciagdo celular. O KIf4 (Krippel-like factor 4) codifica
uma proteina “zinc finger” e esta localizado exclusivamente no nucleo de diversas células,
como células epiteliais do trato intestinal, pele, timo, células endoteliais vasculares, bexiga,
pulmao, testiculo, cornea, cardiomidcitos, linfocitos e é importante para o desenvolvimento,
diferenciacdo e manutencdo da homeostase dos tecidos normais. Este gene regula também a
diferenciacdo das células pluripotentes para endoderme, uma vez que a auséncia de expressao
aumenta a diferenciagdo em direcdo a endoderme definitiva, promove a autorrenovagdo de
células estaminais embrionarias pela ativacdo dos genes de pluripoténcia, como NANOG,
OCT4 e SOX2 e tem um papel importante na resposta ao dano no DNA, pois evita a progressao
do ciclo celular quando ha danos ndo reparados. O SOX2 (SRY -related high mobility group

box) é um fator de transcricdo importante no desenvolvimento embrionario, pois ele regula a
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segregacao da camada de células interna (ICM) e da trofoectoderme, esta também envolvido na
manutencdo de ESCs, pois regula a transicdo de GO/G1 para a fase S do ciclo celular. O C-
MY C é um fator de transcricdo que atua amplificando a expressao de genes ativos e € um
potente proto-oncogene, como tal é muito regulado tanto transcricional como pOs-
transcricionalmente e € muito importante em diversos processos celulares, como proliferacéo
celular, diferenciacdo, apoptose, metabolismo, angiogénese, corre¢cdo de dano no DNA e
aumenta a eficiéncia dareprogramacéo celular, no entanto aumenta a capacidade tumorigénica
das iPSCs.

O NANOG, apesar de ndo fazer parte dos fatores de Yamanaka, € um gene responsavel por
manter a capacidade de autorrenovacdo de células embrionarias e consegue ligar-se ao seu
promotor e regular a sua propria transcricdo, positivamente, cooperando com OCT4 e SOX2.

Este gene atuaainda como repressor de genes que promovem a diferenciacdo (Villodre, 2016).

1.9 Estabelecimento e caracterizacdo de linhas estaminais pluripotentes
induzidas
A reprogramacao de iPSCs deve ser feita através de vetores virais ndo integrativos, como o
Sendai virus ou o0 adenovirus, que ap6s varias passagens (cerca de 10 no caso do Sendai virus)
deixam de possuir carga viral. Para confirmar a auséncia de carga viral devem ser feitos testes
de viral clearance, como PCR quantitativo. Para autenticar uma linha celular ha diversos
métodos de acordo com as guidelines estabelecidas pela Sociedade internacional de
investigacdo em células estaminais (ISSCR), desde andlise de Single nucleotide polymorphisms
(SNP), short tandem repeats (STR), whole genome sequencing (WGS). Para confirmar a
pluripoténcia das células podem ser feitos ensaios em que as células tém de ser capazes de se
diferenciar nas 3 camadas germinativas, o que pode ser confirmado por marcadores de
diferenciacdo, como o TUBB-3 (ectoderme), o AFP (endoderme) e 0 ASM (mesoderme), apds
a formacdo de corpos embridides (EBs). As células reprogramadas devem ainda expressar
certos genes caracteristicos de indiferenciacédo celular, como os fatores de Yamanaka ou outros
marcadores, como a alta expressdo da fosfatase alcalina (AP), caracteristico de células
indiferenciadas ou tumorais. A AP desfosforila nucledtidos, proteinas e alcaléides, quando em
condicdes alcalinas (Detection of AP Using the Alkaline Phosphatase Staining Kit 11 Overview,
2023.), 0 SSEA-4 (stage-specific embryonic antigen-4) que é um epitopo de um glicolipido

membranar expresso em células pluripotentes, ou 0 NANOG que € um fator de transcri¢ao



muito comum para manter a pluripoténcia. A expressao destes fatores pode ser avaliada através

de imunocitoquimica e/ou citometria de fluxo (ISSCR, 2023).

1.100Dbjetivo

Neste trabalho pretende-se estabelecer e caracterizar uma linha celular de iPSCs derivada de
fibroblastos de individuos com DS, criando assim uma ferramenta para o estudo daneurogénese
bem como para o estudo de diferentes moléeculas que possam contribuir para alterar a
sinalizacdo celular nestes individuos. A reprogramacdo das células foi realizada com virus nao
integrativos, o virus Sendai, e a caracterizacao foi feita com base nas guidelines descritas pela
ISSCR.

2 Materiais e métodos

2.1 Cultura Celular de fibroblastos

Neste trabalho foram utilizadas duas linhas de fibroblastos (Tabela 2) que foram
comercialmente obtidas do biobanco Coriel Institute. A linha euploide (GM01652) teve
origem em fibroblastos dapele do braco deum individuo do sexo feminino de 11 anos saudavel
(colhida em 2013) e a linha trissomica (AG06922) tem origem nos fibroblastos da pele do
térax/abdomen de um individuo do sexo masculino com trissomia 21 com 2 anos (post-mortem,
colhida em 1983). As linhas de fibroblastos foram cultivadas e mantidas em meio de cultura
completo (DMEM High Glucose (Cytiva), 10% FBS (Soro bovino fetal), 1% NEAA
(aminoacidos ndo essenciais), 1%P/S/A (Penincilina, streptomicina e anfotericina), 1%
Glutamax, 1x -Mercaptoethanol, 10 uM de Y-27632 (Stemcell)) durante 7 dias em placas de
12 pogos (SPL) numa incubadora a 37°C com 5% COz, sendo o0 meio de cultura renovado a

cada 3 dias até atingir 90% de confluéncia.

Tabela 2 — Detalhes sobre a origem das células utilizadas neste trabalho.

Nome da| T21 | SEXO | IDADE Data da colheita Local de remocéo
linha (em anos)

GMO01652 | NAO| F 11 2013 Fibroblastos da pele do brago
AG06922 | SIM | M 2 1983 (post mortem) | Fibroblastos da pele do
torax/abdomen




2.2 Reprogramacéo de fibroblastos

Aslinhas celulares euploide e trissomica foram reprogramadas utilizando os vetores contendo
os fatores da tabela 3 do Kit CytoTune™ - iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit (Invitrogen) e
seguindo as instru¢bes do fabricante. Ap6s 15 dias da transducdo viral, foram isolados e
mantidos em crescimento, varios clones de cada linha. Esta parte do trabalho foi desenvolvida
previamente no laboratdrio pela Rafaela Agostinho antes doinicio destamonografia . Para cada

linha foi escolhido apenas um clone para caracterizacdo, com base na morfologia e crescimento.

Tabela 3 — Vetores e fatores utilizados na reprogramacéo de fibroblastos.

Vetor Sendai (SeV) Fator

CytoTune™ 2.0 KOS Human KIf4, Human Oct3/4, Human Sox2
CytoTune™ 2.0 hc-Myc Human c-Myc

CytoTune™ 2.0 hKIf4 Human KIf4

2.3 Caracterizacdo de linhas de iPSCs

Para verificar a pluripoténcia das linhas celulares, foram utilizadas as guidelines descritas segundo a
Sociedade internacional de investigacdo em células estaminais (ISSCR, 2023) e ap06s a
passagem 10 foram realizados os ensaios de caracterizacdo e autenticacdo das linhas
nomeadamente imunocitoquimica, citometria de fluxo, analise da fosfatase alcalina,

cariotipagem, detecdo viral por PCR e formacéo de EBs, 0s quais se descrevem a seguir.

2.3.1 Imunocitoquimica

As células foram cultivadas em lamelas de vidro (com 16mm de didmetro) revestidas com
Geltrex (Gibco) e contidas em placas de 12 pogos (SPL). Apos chegar a cerca de 80% de
confluéncia, estas foram lavadas em Tampédo fosfato-salino 1x (PBS1X) e fixadas em
paraformaldeido (PFA) 4% durante 15 minutos. Foi utilizada uma solucéo de bloqueio 2% BSA
(Albumina de soro bovino)(Nzytech) / 0,2% Triton-X100/ PBS 1X por 1h a temperatura
ambiente, de seguida foram incubadas durante 1h com o anticorpo priméario (Tabela 4). As

células foram lavadas 3x com a solucdo de bloqueio e foram incubadas novamente 1h com o
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anticorpo secundario (Tabela 4), lavadas outras 3x e incubadas durante 10 min com o corante
de DNA Hoechst 33342 (Enzo) (1:1000). No final deste protocolo as lamelas foram retiradas
da placa de 12 pocos, montadas com meio de montagem Dako em ldminas de microscopia e
seladas com verniz. As laminas foram deixadas a secar ao ar durante 24h e protegidas da luz.
Posteriormente as amostras foram analisadas no microscopio de fluorescéncia Axiomager Z2

(Carl Zeiss) com uma ampliagéo de 20x.

Tabela 4 — Anticorpos primarios e secundarios utilizados para a realizacdo de Imunocitoquimica e
Citometria de fluxo, para avaliacdo da sua pluripoténcia e diferenciacéo.

Anticorpo Primério Anticorpo Secundéario

Rabbit anti-Oct4 (1:400) Cell Signaling
Technology Cat #2840

Rabbit anti-NANOG (1:400) Cell
Marcadores de Signaling Technology Cat #4903

Pluripoténcia - -
(|munocit0qu|'mica) Rabbit anti-SOX2 (1:400) Cell

Signaling Technology Cat #3579

Goat Anti-Rabbit (1:500)

Mouse anti-SSEA-4 (1:200) BD
Biosciences Cat# 560,073

Rabbit anti-Oct4 (1:400) Cell Signaling
Technology Cat #2840

Rabbit anti-NANOG (1:400) Cell Goat Anti-Rabbit
Marcadores de ; ;

Signaling Technology Cat #4903 :
Pluripoténcia J J i dliee)
(Citometria ~ de | Rapbit anti-SOX2 (1:400) Cell
Fluxo) Signaling Technology Cat #3579

Goat Anti-Mouse (1:500)

Mouse TRA-1-60 (1:100) BiolLegend Goat Anti-Mouse
Cat #330609 (1:1000)

Mouse anti-TUJ1 (1:500) BiolLegend

Cat #801213 Goat Anti-M (1:200)
oat Anti-Mouse (1:
Marcadores de | Mouse anti-ASM (1:500) Sigma-

Diferenciacdo Aldrich Cat #A5228
(Imunocitoquimica)

Rabbit anti-AFP (1:100) Dako Cat

#A0008 Goat Anti-Rabbit (1:200)

2.3.2 Atividade da Fosfatase Alcalina

As células foram cultivadas em lamelas de vidro (com 16mm de diametro) revestidas com

Geltrex (Gibco) e contidas em placas de 12 poc¢os (SPL). Apds chegar a cerca de 80% de
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confluéncia, a atividade da fosfatase alcalina foi avaliada com o kit Alkaline Phosphatase
Staining Kit 11 (Stemgent, MA).

As células foram lavadas com PBST 1x (PBS 1x e Tween 20 a 0,05%) e fixadas durante 3min
com 1ml de fixador. De seguida foram lavadas com 2ml de PBST e foram incubadas durante
10 min com a solucdo substrato (contém as solucdes A, B e C do kit) num local escuro.
Seguidamente foram feitas mais 2 lavagens com PBS 1x e foi observada a coloragdo através do
microscopio de fluorescéncia Axiomager Z2 (Carl Zeiss) com uma ampliacdo de 20x, em

contraste de fase (Bright field).

2.3.3 Citometria de fluxo

As células foram lavadas com PBS 1x e destacadas utilizando tryple (Gibco). De seguida foram
colocadas num tubo de 2ml, centrifugadas (300g por 5 min a 42C) e ap0s a centrifugacao
descartou-se o sobrenadante e colocou-se 1ml de PBS / 3% FBS (soro bovino fetal) frio. As
células foram novamente centrifugadas a 300g por 5 min a 4°C e descartou-se novamente o
sobrenadante. As células foram ressuspensas e fixadas em 200ul de paraformaldeido 0,5% por
20 min a temperatura ambiente, e adicionou-se 1ml de PBS1x/0,5% BSA/0,1% Triton-X100
sendo novamente centrifugadas e ressuspendidas nesta mesma solucdo. Realizou-se uma nova
centrifugacdo e depois de ser removido o sobrenadante, as células foram incubadas 1h em gelo
com o anticorpo primario (Tabela 4) em 100ul da solu¢do de PBS1x/0,5% BSA/0,1% Triton-
X100.

Apoés 2 lavagens, as células foram incubadas por 1h no escuro, em gelo, com o anticorpo
secundério (Tabela 4) em 100ul da solugao PBS1x/0,5% BSA/0,1% Triton-X100. Por fim as
células foram lavadas mais 2 vezes e o pellet foiressuspendido em 500ul de PBS1X e analisadas
no citometro FACScalibur. Os resultados obtidos foram analizados pelo software CytExpert
2.0.

2.3.4 Analise de cariotipo

Para avaliar o cariotipo das células previamente cultivadas em lamelas de vidro (com 16mm de
didmetro) revestidas com Geltrex (Gibco) e contidas em placas de 12 pogos (SPL), estas foram
incubadas 1h com colcemid (0,1pg/ml) (Gibco) de modo a interromper o ciclo celular em

metafase. De seguida as células foram destacadascom Accutase (Gibco) por 5 min e recolhidas
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para um microtubo. Apds uma centrifugacéo de 15 min a 13000 rpm foi retirado o sobrenadante
e colocada uma solucdo hipotonica de KCI10,075M e 3 gotas da solugdo fixadora de metanol e
acido acético glacial (3:1). Centrifugou-se novamente, retirou-se o sobrenadante e colocou-se
0s 10ml da solucéo fixadora. Repetiu-se este processo mais 2 vezes até ficar com o pellet branco
e a solucdo translucida. A solucao obtida foi enviada para a empresa Genomed para a analise

do caridtipo.

2.3.5 Detecéo viral por PCR

Foi necessario fazer extragdo de RNA usando o NZY Total RNA Isolation kit (Nzytech), de
seguida obteve-se o respetivo cDNA com o0 NZY First-Strand cDNA Synthesis Kit (Nzytech)

e através de RT-PCR verificou-se se havia presenca de DNA viral.

Apos extrair o RNA total de cerca de 5 x 10%iPSCs e fazer a transcricdo reversa, o PCR foi
feitoutilizando 1 pg de cDNA e as temperaturas de desnaturagdo, annealing e enlongacéo foram
95°C, 55°C e 72°C respetivamente durante 35 ciclos, utilizando os primers presentes na Tabela
5 e a Green Master Mix (Nzytech I) que ja contém a Tag, os dNTPs e 0 magnésio. Os produtos
da reacdo foram aplicados num gel 2% agarose e a eletroforese decorreu a 100 Volts durante

40 min e as imagens dos géis foram adquiridas no sistema de detecéo ibrigth (thermoFisher).

Tabela 5 - Primers utilizados na reacdo de PCR para detegéo viral.

Alvo | Primers Tamanho do produto

SeV Forward: GGA TCA CTA GGT GAT ATC GAG C 181pb
Reverse: ACC AGA CAAGAG TTT AAG AGATATGTATC

KOS | Forward: ATG CAC CGC TAC GAC GTG AGC GC 528 pb
Reverse: ACC TTG ACA ATC CTG ATG TGG

KIf4 Forward: TTC CTG CAT GCC AGA GGA GCCC 410 pb
Reverse: AAT GTA TCG AAG GTG CTC AA

c-Myc | Forward: TAA CTG ACT AGC AGG CTT GTC G 532 pb
Reverse: TCC ACA TAC AGT CCT GGA TGA TGA TG

2.3.6 Formacdo de Corpos embridides

Para formar os EBs do inglés Embrionic Bodies, colocou-se as iPSCs em Acetato de polivinila
(PVA) (0,4% PVA + mTeSR + 10 uM de Y-27632 (Stemcell)) em placas ultra low attachment
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(Corning) e apds 48h foram colocados numa placa de 12 pogos (SPL) com lamelas revestidas
com Geltrex (Gibco) durante 15 a 20 dias, mudando-se 0 meio periodicamente. Apos a
formacdo dos EBs realizou-se imunocitoquimica com o mesmo protocolo descrito no ponto 2.4,
para verificar se as células tinham formado as 3 camadas germinativas, utilizando os anticorpos

presentes na tabela 4.

3 Resultados e Discussao

3.1Linha T21 (AG06922) expressa marcadores de indiferenciacdo

Apos a reprogramacdo das células foi verificada a sua pluripoténcia usando para isso varios

ensaios de acordo com o descrito para o efeito pela ISSCR, a comegar pela imunocitoquimica
com os marcadores NANOG, Sox2 e SSEA-4 na linha AG06922 (Fig. 3).

Fig. 3. Caracterizacdo da linha de iPSCs T21 (AG06922). Imunofluorescéncia para marcadores de
indiferenciagéo celular (verde) Nanog (A), Sox2 (B), SSEA-4 (C) e nucleos corados com Hoechst
(azul). Os painéis mais a direita representam a sobreposi¢do do marcador de indiferenciagdo com os
nucleos das células. As barras de escala representam 50um.
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Como se pode observar na figura 3, as celulas AG06922 apresentam uma coloracdo verde, o
que indica a presenca de marcador especifico de indiferenciacdo (nanog, sox2 e SSEA-4), pois
todos eles sdo proteinas especificas de células indiferenciadas e a coloracdo azul representa o
Hoechst, que cora 0 DNA dos nlcleos das células. Ou seja, havendo marcagdo especifica para
estes marcadores, significa que as células foram reprogramadas com sucesso, sendo por isso
pluripotentes.

Seguidamente fez-se uma citometria de fluxo (Fig. 4) para quantificar o nimero de células que

expressava cada um dos fatores Nanog, Sox2 e Tra-1-60.

A 1 NANOG B SOX2 C

TRA-1-60

Count
-
_—

87,6% E f 91,5% E 1
[&]
\ b L/Jj e ° \ 98,7%
/ \ :
\ \ / \
0 L 0 L Jf !
™ T T o PR T 0 T T :
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10" 102 10 10
FL1-H: FITC FLi-H: FITC

FL2-H: PE

Fig. 4. Caracterizagdo da linhade iPSCs T21 (AG06922) por citometria de fluxo com Nanog (A), Sox2
(B) e Tra-1-60 (C). Aanalise da citometria de fluxomostraque 87,6%das iPSCs tem o marcador Nanog
(azul); 91,5% tem o marcador Sox2 (azul) e 98,7% tem o marcador Tra-1-60 (azul). O grupo controlo
(vermelho) foi utilizado como comparacdo para cada um dos outros marcadores.

O resultado da citometria de fluxo (Fig.4) indica que ha expressdo dos marcadores NANOG,
Sox2 e TRA-1-60, em mais de 85% nas células da linha AG06922. Uma vez que estes sdo
marcadores de indiferenciacdo, estes resultados indicam que as células foram reprogramadas

com sucesso em iPSCs.
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3.2Coloracéo para fosfatase alcalina

Procedeu-se a verificacdo da expressdo da fosfatase alcalina, que € um indicador de

pluripoténcia e os resultados obtidos encontram-se na figura 5.
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Fig. 5. Caracterizagdo da linha de iPSCs AG06922 atraves da presenca de fosfatase alcalina. Coloracéo
positiva para fosfatase alcalina (rosa). A barra de escala representa 100 um.

A imagem da figura 5 representa uma colonia de células AG06922 marcada para fosfatase
alcalina, que é mais um marcador de indiferenciacdo. Como se pode observar pela figura 5, as
celulas apresentam uma tonalidade rosa, o que é indicativo da presenca de fosfatase alcalina.
Deste modo, este resultado em conjunto com a imunocitoquimica e a citometria das figuras 3 e
4, indicam que as células dalinha AG06922 sdo pluripotentes. Assim, de seguida avaliou-se a

presenca dos vetores virais nestas células.

3.3 Detecéo viral da Linha AG06922

Os virus Sendai geralmente sdo eliminados da cultura apds a reprogramacao e para verificar a
auséncia de vetor viral, foram realizados varios RT-PCR (figura 6). A figura 6 mostra que nao
havia presenca de marcadores virais na linha AG06922, e o controlo foi assegurado pelo
marcador C-Myc, GAPDH e ainda outro controlo em que apenas foi utilizado agua em vez de
cDNA.
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6 B SeV C-Myc GAPDH
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C SeV C-Myc GAPDH

12 3 45 67 8 9 1011

Fig. 6. Reacdo de PCR dalinhaAG06922 paradetecaoviral num gel 2% agarose. (A) 1 e 15— Marcador;
2,7,11,17, 20— CT positivo (IPS cells P0); 4,8, 13, 18, 21 - C3P11 (Linha AG06922); 5, 9, 14, 19, 22
— Branco. (B) 1 — Marcador; 3,8,13 - CT positivo (C3P0 (Linha AG06922)) — cDNA sem diluicao;
4,9,14— CT positivo (C3P0 (Linha AG06922)) — cDNA diluido 1:10; 5,10,15 — CT positivo (C3P0
(Linha AG06922)) — cDNA diluido 1:100; 6,11,16 — CT positivo (C3P0 (Linha AG06922)) — cDNA
diluido 1:1000. (C) 1 — Marcador; 2,6,10— CT positivo (Linha 4 préviamente estudada) — cDNA sem
diluicdo; 3,7,11- CT positivo (Linha 4 préviamente estudada) — cDNA diluido 1:10; 4,8,12 - CT
positivo (Linha 4 préviamente estudada) — cDNA diluido 1:100; 5,9,13 — CT positivo (Linha 4
préviamente estudada) — cDNA diluido 1:1000.

No gel da figura 6A ndo se observa presenca de controlos positivos para o vetor viral. Isto pode
ter sido devido ao facto de que o RNA extraido possa corresponder a camada feeder ou a
colonias que ja tenham gerado muitas células, que ja possam estar livres de vetor viral. Este
resultado mostra que o controlo positivo utilizado ndo estd funcional. Para contornar este

problema, deve ser feita uma extragdo de RNA logo das primeiras colénias para garantir que ha
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presenca de vetor viral e usar esta amostra como controlo positivo. As bandas que aparecem no
C-Myc do gel A nédo s@o de facto C-Myc, visto que tém um menor tamanho do que seria
esperado (estdo mais abaixo). Foi ainda feito um PCR nas mesmas condicdes apenas com agua
em vez de cDNA e apareceu a marcagdo c-Myc, o que provavelmente indica uma contaminagao
dadgua utilizada. Assim decidiu-se repetir o PCR trocando a agua em que ja nao aparecia esta

marcagéo.

Repetiu-se 0s PCRs, desta vez para testar os controlos positivos, em que no gel da figua 6B
tem-se controlos da linha a testar (AG06922) e no gel da figura 6C controlos de uma linha
previamente estudada que se sabe ser um controlo positivo funcional. O gel da figura 6B revela
que no poco 2 ha uma ligeira marcacdo para SeV, o que indica que ha presenca de vetor viral
e ndo da para ver a marcacdo controlo de C-Myc. No gel da figura 6C, por outro lado, ha
claramente um controlo positivo final, sendo até possivel ver a intensidade das bandas a

diminuir consoante se aumenta a dilui¢do, tanto no SeV, como no C-Myc.

Estes testes devem entéo ser repetidos, utilizando os controlos do gel da figura 6C, podendo
assim confirmar a auséncia de vetor viral na linha AG06922. Apesar deste controlo ndo ser
suficiente para validar a auséncia de vetor viral, visto que as células apresentavam morfologia,
e expressdo de Sox2, Nanog, SSEA-4 e TRA-1-60, decidiu-se continuar o trabalho e verificar

a capacidade de formar EBs, gerando as 3 camadas germinativas.

3.4 Formacdo de EBs Linha AG06922

Foi realizada uma imunocitoquimica com um marcador para cada uma das 3 camadas
germinativas, para a endoderme utilizou-se a Alfafetoproteina (AFP), para a mesoderme
utilizou-se o anticorpo alfa do musculo liso (dASM) e para a ectoderme utilizou-se a Beta

tubulina 111 (TUJ1) e obteve-se os resultados da figura 7.
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Endoderme Mesoderme Ectoderme

Fig. 7. Caracterizacdo de EBs pela linha de iPSCs AG06922. Imunocitoquimica para marcadores de
endoderme (AFP), de mesoderme (aASM) e ectoderme (TUJ1). As barras de escala representam 50pm.

A linha AG06922 foi capaz de gerar EBs e a imunocitoguimica mostra que estes foram capazes

de gerar as 3 camadas germinativas, como se pode ver na figura 7.

O conjunto de resultados mostra a formacao de colonias com morfologia associada a de célula
estaminal, marcacdo para fosfatase alcalina positiva, expressdo de marcadores de pluripoténcia
avaliada por imunocitoquimica e citometria de fluxo. Adicionalmente o teste de viral clearance
foi feito e foi demonstrado auséncia de vetor viral, pelo que com base nas observagdes
demonstradas acima, pode-se confirmar que as células analisadas da linha AG06922 sédo
pluripotentes. Ficam a faltar apresentar outros resultados, nomeadamente a anélise do caridtipo,

que ndo ficaram prontos até a elaboracao deste relatorio.

4 Discussao

Neste trabalho foi possivel reprogramar uma linha celular com origem em fibroblastos numa
linha de iPSCs que apresenta caracteristicas tipicas de pluripoténcia para utilizar como
ferramenta para estudar varios aspetos relacionados com a diferenciacdo neuronal na sindrome

de Down.

A utilizacdo de linhas celulares para o estudo de doencas € um recurso cada vez mais utilizado,
inclusive ja houve trabalhos que estudaram a DS recorrendo a linhas de iPSCs com origem em
fibroblastos (Park et al., 2008). No entanto, pretende-se num futuro obter as células através de

métodos menos invasivos, como células da mucosa bucal, dos dentes de leite ou células da
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urina. No presente grupo de investigacao ja se tentou anteriormente fazer a reprogramacdo com
células mononucleadas do sangue (PBMC), no entanto surgiram alguns contratempos que
impediram a reprogramacdo com sucesso, possivelmente pelo facto de ao serem células
trissdmicas, haver diferencas nas proteinas ou na sinalizagdo. Deste modo, decidiu-se utilizar
uma linha celular comercial, para averiguar se 0 preocesso de reprogramacao seria mais bem

sucedido.

Uma vez que este trabalho faz parte de um projeto em que se pretende ter uma amostra
clinicamente bem caracteriazda e com informacéo de perfil cognitivo para poderrelacionar com
outros parametros relacionados com o metabolismo de H2S, o proximo passo serd utilizar

PBMC dos doentes para tentar novamente reprograma-las.

Os mesmos testes descritos acima foram feitos na linha GM01652, funcionando como um
controlo para esta experiéncia. A linha GMO01652 ndo apresentou os resultados desejados na
imunocitoquimica dos marcadores de indiferenciacdo. Os marcadores nucleares (Oct4,
NANOG e Sox2) ndo apresentavam fluorescéncia especifica. Isto pode ter sido devido a uma
ma permeabilizacdo no interior da célula, visto que a marcacdo do SSEA-4 (membranar) estava
presente e era especifica, pode ainda ter sido devido a qualidade/ validade do anticorpo, pelo
que terdo de ser repetidos os testes utilizando anticorpos secundarios diferentes ou alterando o

meétodo /protocolo de permeabilizacao.

Sendo a linha considerada pluripotente, pode seguir-se para o0 proxima fase, que serd a
diferenciacdo das células na linhagem neural para que se possa estudar os efeitos do H2S na
neurogenese. Estas linhas celulares sdo bons modelos para o estudo deste gasotransmissor, pois
permitem a introducéo direta do mesmo, sem necessitar de processos demasiado complexos,
como cirurgia estereotaxica no caso dos modelos animais e permite de um modo mais simples

alterar os niveis de expressdao da CBS, regulando a quantidade de H»S sintetisado pelas células.

Esta linha seria ainda uma boa ferramenta para o estudo de outros genes do cromossoma 21,
como o gene da proteina precursora amiléide (APP), que é um dos responsaveis pela doenca de
Alzheimer que se sabe ter um maior risco de aparecer precocemente em doentes com DS
(Wiseman et al., 2015).
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5 Conclusao

Com base em todos os testes executados, podemos concluir que as células reprogramadas da
linha AG06922 tém capacidade de se diferenciar nas 3 camadas germinativas, por isso podemos
dizer que s@o pluripotentes. Seguidamente este trabalho pode ser continuado, fazendo a
diferenciacdo das céluas pluripotentes em neuronios ou células da glia. Esta ferramenta ira
permitir o estudo de diversos processos, dentre eles o efeito do H2S na DS e deste modo avaliar

a participacdo deste gasotransmissor na formacéo de novos neuronios.

Caso se verifique que o H2S contribui para desregulacdo dasinalizacdo celular, podera fazer-se
uma inibicdo da CBS ou usar um quelante que remova o H2S em excesso na célula, nos
primeiros meses de vida seriam boas opcOes para o estudo de possiveis terapias para a DS, 0

que pode ser o proximo passo para aplicar esta linha celular.
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