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RESUMO

CESCHIM, Sara Lopes, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, junho de 2015. Analise
de genotoxicidade em células-tronco hematopoiéticas da medula 6ssea de
camungondos. Orientadora: Profd. Dra?. Bianca Prandi Campagnaro.

A utilizacdo de células-tronco em terapias vem crescendo exponencialmente nos
ultimos anos devido suas caracteristicas de auto-renovacdo. No entanto, estudos
relatam que com o envelhecimento estas células podem sofrer alteracdes nas suas
funcBes devido ao estresse oxidativo, provocado pelo acimulo de espécies reativas
de oxigénio (EROS), e desencadear efeitos genotoxicos severos. Com o intuito de
contribuir para identificacdo do mecanismo do envelhecimento, em células-tronco, e
permitir que estas células sejam utilizadas futuramente na prevencao e tratamento de
doencas crbnicas e degenerativas em idosos através do transplante autélogo, este
estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do envelhecimento sobre a producéo
citoplasmatica de EROS, por citometria de fluxo, e consequente fragmentacao no
DNA, pelo ensaio cometa. Para isso, foram utilizadas células-tronco hematopoiéticas
da medula 6ssea de camundongos de 2 e 24 meses de idade da linhagem C57BL/6
divididos em grupo jovem (n = 6) e idoso (n =4). Primeiramente as células-tronco
hematopoiéticas foram isoladas pela técnica de citometria de fluxo e os niveis de &nion
superoxido (-O2") foram mensurados pela mediana da intensidade de fluorescéncia
(MFI), apos oxidagédo do dihidroetidio (DHE). Ja para avaliacdo dos danos ao DNA, os
cometas formados foram visualizados por microscopia de fluorescéncia, através da
coloragdo com brometo de etidio, e analisados por um sistema de imagem avaliando
0S seguintes parametros: porcentagem de DNA na cauda (Tail DNA %) e o0 momento
da cauda (Tail Moment). Os dados foram expressos como médiatEPM e analisados
pelo Teste t de Student. Os resultados obtidos mostraram que os animais do grupo
idoso apresentaram maior produgcdo de .O2 quando comparados aos animais do
grupo jovem (Jovem: 1561 + 138 vs. Idoso: 3089 + 263, MFI). A analise de
genotoxicidade revelou que os animais do grupo idoso apresentaram niveis maiores,
dos dois parametros, quando comparados aos animais do grupo jovem (Jovem: 3.9 +
0.8% vs. ldoso: 32.2 + 2.5%, Tail DNA %) e (Jovem: 0.7 + 0.2 vs. ldoso: 37.5 + 2.8,
Tail moment). Esses resultados sugerem que o envelhecimento aumenta a producao
de EROS e consequentemente ha formacdo de danos no DNA de células-tronco,
podendo comprometer suas funcoes.

Palavras-chave: envelhecimento, anion superoxido, estresse oxidativo, danos ao
DNA, ensaio cometa
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ABSTRACT

CESCHIM, Sara Lopes, M.Sc., University Vila Velha — ES, june de 2015. Genotoxicity
analysis of hematopoietic stem cells from bone marrow of mice. Advisor: Profa.
Dra2. Bianca Prandi Campagnaro.

In the last decades, stem cells therapy emerged as an alternative to conventional
treatment due to its particular characteristics. However, stem cells of intensely
regenerative organs and tissues are more susceptible to the cellular damage caused
by both intrinsic and extrinsic stressors. Although the response to this process
in hematopoietic stem cells (HSC) is crucial, the mechanisms by which
hematopoietic homeostasis is sustained are not completely understood. The genes
involved in genomic integrity and transcriptional regulation are downregulated in aged
cells as a consequence of the accumulation of reactive oxygen species (ROS), which
could trigger genotoxicity. In order to determine aging effects on hematopoietic stem
cells functionality, in this study, we assessed ROS production and DNA damage, in
young and aged (2-, and 24-month-old, respectively) C57BL/6 mice. First, mice were
euthanized and the femurs and tibias were removed. The marrow cavities were flushed
out and the cell suspension were placed in culture with DMEM supplemented with 10%
FBS, 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin. To enrich the hematopoietic
progenitor cell fraction, lineage committed cells were depleted using the Mouse
Hematopoietic Stem Cell Enrichment Set (BD) and the Lin- cells were stained with
monoclonal antibodies conjugated to different fluorochromes (CD90 (APC), CD133
(PE), SCAl1 (FITC) e CD117 (PE-Cy7)). ROS analysis was performed by flow
cytometry. Dihydroethidium (DHE, 160 uM) were added to the cell suspension (108
cells) and incubated at 37°C for 30 min in the dark to estimate the intracellular +«O2
concentration. The cells were then washed, resuspended in PBS and analyzed by flow
cytometry (FACSCanto Il). The data were acquired using the FACSDiva software (BD)
and overlay histograms were analyzed using FCS Express software trial (De Novo).
The cells were excited at 488 nm; DHE fluorescence was detected using a 585/42
bandpass filter. The data are expressed as the median fluorescence intensity (MFI).
DNA damage was assessed using the alkaline comet assay. In brief, histological slides
were pre-coated with 1.5% normal melting point agarose in PBS in a water-bath at
65°C. Subsequently, 40 pL of the cell suspension was embedded in 100 pL of 0.5%
low melting point agarose in PBS at 37°C and spread on agarose-precoated slides
using coverslips. Then, the slides were placed in an electrophoresis chamber filled with
freshly prepared alkaline buffer (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH>13) for 20 min at
4°C, and electrophoresed at 300 mA and 20 V for 30 min. Subsequently, the slides
were neutralized with a 0.4 M Tris buffer (pH 7.5) for 5 min, washed with cold distilled
water and allowed to dry at room temperature overnight. Migration of the DNA
fragments towards the anode creates a comet ‘tail’ as visualized by staining with
ethidium bromide (20 yg/mL, Sigma-Aldrich). Immediately afterwards, images were
obtained at a magnification of 200x using a fluorescence optical microscope (Nikon
Eclipse Ti, Melville, NY, USA) equipped with excitation (510-550 nm) and barrier (590
nm) filters. The coded images were acquired using a CCD camera (Nikon) and
analyzed using the CASP program (public domain). Data are presented as mean *
SEM. Student’s t test were performed using Graphpad prism 6 software to establish
statistical significance between experimental groups at the p <0 .05 (*) level. Aged
HSCs showed an increase in intracellular «O27 (3089 + 263, MFI) compared with young
cells (1561 = 138, MFI). In addition to increased ROS production, we observed
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augmented DNA damage in aged mice determined by tail DNA % (Young: 3.9 + 0.8%
vs. Aged: 32.2 £ 2.5%) and tail moment (Young: 0.7 = 0.2 vs. Aged: 37.5 £ 2.8)
compared with young mice. These data suggest that this condition affects HSC
homeostasis and contributes to increased DNA damage which leads to the premature
exhaustion of self-renewal in these cells. In addition, aging impairs the functionality
and quality of HSCs and that these age-associated alterations may affect the efficacy
of aged HSC recovery and transplantation.

Key words: ageing, superoxide anion, oxidative stress, DNA damage, comet assay
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1 INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento

O envelhecimento € um processo biolégico que acomete a todos de forma
lenta e progressiva proporcionando mudancas fisiolégicas (GAZIT et al., 2008). Essas
mudancas afetam a capacidade de adaptacéo do individuo ao meio ambiente através
de limitacdes fisicas e psicolégicas contribuindo para o surgimento de doencas
cronicas que interferem na qualidade de vida do idoso (HAYFLICK, 2007; SILVA,
FERRARI, 2011).

Nos ultimos anos, através de estudos demograficos, foi possivel observar
um aumento progressivo da expectativa de vida da populacao de terceira idade que
pode ser justificado pela queda da taxa de fecundidade e mortalidade (EWERS et al.,
2008; SILVA, FERRARI, 2011). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE 2010) os idosos representam aproximadamente 8,6% da populacéo
brasileira, cerca de 15 milhdes de pessoas. A estimativa para os proximos 20 anos €&
de que esta amostragem ultrapasse os 30 milh&es, equivalente a 13 % da populacao.

Devido ao aumento da expectativa de vida ha um crescente interesse em
retardar ou reverter os efeitos deletérios provocados pelo envelhecimento (VAN
ZANT, LIANG, 2003). Sendo assim, pesquisas sao realizadas com o objetivo de
estabelecer terapias eficazes contra doencas crbnicas e degenerativas ou mesmo
minimizar os danos em células e tecidos, com o intuito de melhorar a qualidade de
vida do idoso (GEIGER et al., 2014).

As células-tronco séo constantemente utilizadas em estudos devido suas
caracteristicas de auto-renovacdo e diferenciacdo em varios tipos celulares,
contribuindo para manutencdo da homeostase dos tecidos ao longo da vida (ERGEN,
GOODELL, 2010). No entanto, no envelhecimento, observa-se um comprometimento
da atividade funcional dessas células (GEIGER, RUDOLPH, 2009) e danos ao DNA
(VIJG, DOLLE, 2002) o que acarreta em diminuicdo da homeostase e do reparo
tecidual (SUDO et al., 2000; VAN ZANT, LIANG, 2003) e consequente crescimento
desordenado das células (DENDULURI, ERSHLER, 2004), prejudicando seu uso em
terapias para idosos.

Uma das hipoteses para justificar o declinio das fungdes organicas e
danos celulares no envelhecimento foi proposta por Harman na década de 50 e ficou
conhecida como teoria dos radicais livres (HARMAN, 1956). Esta teoria destaca que
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os danos acumulativos as macromoléculas celulares através da producgéo de radicais
livres é o principal determinante do tempo de vida do organismo (HARMAN, 1956;
KREGEL, ZHANG, 2007). Altos niveis de radicais livres, principalmente os derivados
do oxigénio, promovem danos ao DNA e alteragbes na expressao génica (GAVA,
ZANONI, 2005; SILVA, FERRARI, 2011) que comprometem as fungdes das células
proporcionando o aparecimento de doencas degenerativas e até mesmo a morte
(HAYFLICK, 2007).

A senescéncia celular € um processo biolégico que também contribui para
o envelhecimento do organismo, pois as células perdem a capacidade de se dividir
depois de um namero finito de divisées celulares (HAYFLICK, MOORHEAD, 1961) e,
além disso, as células senescentes estdo associadas com elevado nivel de radicais
livres e danos oxidativos as macromoléculas (PASSOS et al., 2007). Em individuos
idosos ha evidéncia de acumulo de células senescentes (DIMRI et al., 1995;
TEIXEIRA, GUARIENTO, 2010) o que afeta a fisiologia do organismo tornando-o mais
suscetivel aos efeitos deletérios do envelhecimento (BALCOMBE, SINCLAIR, 2001).

Contudo, mesmo com uma definicdo ja bem estabelecida sobre as
consequéncias do envelhecimento nas células e tecidos este continua a ser um dos
fenbmenos bioldgicos com varios aspectos relevantes que ainda precisam ser
esclarecidos. Esta dificuldade ocorre devido a sua natureza complexa bem com a
auséncia de distincdo entre seus efeitos normais daqueles que se manifestam em
consequéncia de doencas associadas a idade (KREGEL, ZHANG, 2007; FREITAS,
DE MAGALHAES, 2011).

Identificar e reverter os efeitos do envelhecimento, principalmente nas
células-tronco, tornou-se um grande desafio. Pesquisas na area da medicina
regenerativa buscam criar condicbes ideais para 0 reparo, regeneragao e/ou
substituicéo de tecidos lesados, fornecendo uma melhor qualidade de vida em idosos
(BOROJEVIC, 2008).

1.2 Células-tronco

As células-tronco séo células indiferenciadas com caracteristicas de auto-
renovacao e diferenciacédo prolongada ou ilimitada em pelo menos um tipo de célula
adulta com propriedades morfoldgicas e funcionais especializadas tais como: células
musculares, nervosas, epiteliais, pancreaticas e sanguineas (HALL, WATT, 1989;
HERZOG et al., 2003; MOSAAD, 2014), estas particularidades permitem que sejam
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utilizadas em terapias para diversas doencgas ainda sem tratamento eficaz, com o
intuito de prevenir a progressao e consequentemente reverter processos patolégicos
por meio da regeneracdo de tecidos danificados (SCHWINDT et al., 2005).

As células-tronco podem ser classificadas de acordo com seu tecido de
origem e sua potencialidade (plasticidade), ou seja, o potencial de se diferenciar em
um ou mais tipos especificos de células madura sob condi¢cfes apropriadas (LAJTHA,
1979; HERZOG et al., 2003). A classificacdo quanto a potencialidade das células-
tronco (Tabela 1) foi descrita em ordem decrescente como: totipotentes, pluripotentes
e multipotentes (LAJTHA, 1979; NETTO, DESSEM, 2006).

Tabela 1. Classificacdo das células-tronco quanto a potencialidade.

CLASSIFICACAO DESCRICAO

Capacidade de originar todas as células
Totipotentes de um organismo adulto incluindo os

tecidos embrionarios. Ex. zigoto, até a

fase de 8 células ou inicio da mérula

Capacidade de se diferenciar em
qualquer uma das camadas

Pluripotentes germinativas. Ex. células- tronco
embrionaria

Capacidade de gerar um nUmero
limitado de células especializadas,

Multipotentes geralmente com especificidade para uma
das camadas germinativas. Ex. células-
tronco adultas

Quanto a sua origem, as células-tronco podem ser classificadas em
embrionarias ou adultas. As células-tronco embrionarias séo obtidas a partir de um
embrido nos estagios iniciais de desenvolvimento, ou seja, o blastocisto (entre 4 ou 5
dias apos a fecundacédo) (NETTO, DESSEM, 2006; BUEHR et al., 2008).

A medida que o embrido se desenvolve, as células-tronco do interior do

blastocisto se diferenciam nas trés camadas germinativas: endoderma, mesoderma e
3



ectoderma, precursoras de todos os tecidos e 6rgdos adultos (NETTO, DESSEM,
2006; BUEHR et al., 2008; SEONG et al., 2010). Porém, sua utilizacdo em pesquisas
e dificultada por questdes éticas e religiosas, e pelo alto risco de formacdo de
teratomas e rejeicdo imunoldgica nos tecidos, devido sua intensa capacidade de
proliferacao e diferenciacdo (SWIINENBURG et al., 2005; WINKLER et al., 2005).
Essa falta de compreensdo dos efeitos pos-terapéutico, com células-tronco
embrionarias, gera questionamentos para sua utilizacdo na area médica
(BOROJEVIC, 2008).

J& as células-tronco adultas apresentam menor potencialidade quando
comparadas as células-tronco embrionarias (NHI, 2001; NETTO, DESSEM, 2006;
HSU, FUCHS, 2012) e habitam locais anatdémicos especificos denominados nichos,
responsaveis pelo comportamento dessas células que influenciam sua proliferacéo e
também ajudam a manter o seu estado indiferenciado (HSU, FUCHS, 2012). Podem
ser encontradas na maioria dos tecidos de todo o organismo (Figura 1), tais como o
cérebro, polpa dentaria, placenta, corddo umbilical, medula déssea, musculo
esquelético, figado e pancreas (NHI, 2001; HSU, FUCHS, 2012).

Foliculo capilar Y
— — )
Polpa de dente |- g
Musculo
orbicular do i
labio Localizacdo das
/ ipo Celular Componentes do nicho
/ [ P células-tronco P
Sistema Bulbo K6*, papila dermal, preé-adipocitos
it Foliculo capilar Bulbo p : J
hematopoiético P gordura subcutinea
Dentina, camara pulpar, ligamento
Epiderme Polpadedente Polpadedente eriodoiralpossog
interfoliculor — RS P -
Musculo A (:?b' PO Miofibras* (?)
Medula dssea a0
Sistema ' Macrofagos, céls. T reg, osteoblastos,
h t it Medula 6ssea dipocit |
Mdscalo ematopoiético adipocitos, glia
esquelético f Epiderme Camadabasalda 2 2
/ interfolicular epiderme Fibroblastos devmeis
Mudsculo Entre a membrana basal Miofibras*(?)
esquelético e as fibras musculares z

Figura 1. Algumas células-tronco e seus respectivos nichos estéo listados na tabela.
Os componentes do nicho que sdo derivados das células-tronco estdo marcados com
asterisco (*); os pontos de interrogacédo (?) indicam candidatos a componentes do
nicho cujo papel regulador ainda precisa ser demonstrado; K6: queratina 6; céls. T
reg: células T reguladoras. (Adaptada de HSU, FUCHS, 2012).

A utilizacdo de células-tronco adultas em terapias vem se tornando foco de

pesquisas devido suas caracteristicas de reparo e regeneracdo (GLOTZBACH et al.,
4



2011) de tecidos lesados por trauma, doencas degenerativas ou senescéncia
(BOROJEVIC, 2008).

1.2.1 Medula 6ssea

A medula Gssea, principal fonte de células-tronco adultas, € um tecido
gelatinoso, altamente vascularizado, encontrado principalmente na substancia
esponjosa e na cavidade medular dos ossos longos (Figura 2), partes das veértebras,
esterno, costelas, cranios, escapulas, pelve (MARTINI et al.,, 2009; APPLEGATE,
2012).

3 Cartilagem articular

Epfiseproximal — g9 ———-—— Linha epifisial

it Tecido 6s500 95ponjoso
/

Tecido dsseo compacto

Cavidade medular

Forame nutricio

Didfise —i Enddsteo

— Penosteo

Eplfise distal —

Figura 2. Caracteristicas gerais de 0ssos longos, mostrando a cavidade medular e
tecido 6sseo esponjoso onde se encontra a medula éssea (Applegate, 2012).

Além de ser o 6rgdo mais comumente utilizado como fonte de células-
troncos, € na medula que ocorre o processo de hematopoiese e formagédo 6ssea na
maioria dos vertebrados. As células-tronco adultas também podem ser classificadas
guanto ao tipo em: células-tronco hematopoiéticas e mesenquimais, esta ultima
encontrada no sistema celular estromal e capaz de originar células dos tecidos 0sseo,
cartilaginoso e adiposo (KOPP et al., 2005; ANTHONY, LINK, 2014).
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1.2.2 Célula-tronco hematopoiética

As células sanguineas maduras sdo originadas durante a hematopoiese

(processo de renovacéao celular do sangue) e formadas a partir de varias células com

funcdes especializadas (Figura 3) as quais se originam de uma populacdo rara de

células, as chamadas células-tronco hematopoiéticas (GEIGER, RUDOLPH, 2009).

As primeiras células que compdem o sistema hematopoiético originam duas

linhagens: mieldide e linfoide. A linhagem mielGide € precursora de hemacias,

monocitos, células dentriticas mieldides, neutréfilos, eosinéfilos, basdfilos e células

precursoras de mastocitos. Ja a linhagem linfoide, por sua vez, origina os linfocitos T,
linfécitos B, células NK, e células dentriticas linféides (TRIGG, 2004; CARLSON,

2014).
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Figura 3. As principais linhagens de células hematopoiéticas. Células sanguineas

maduras sdo mostradas a direita. CFU, unidade formadora de colbnia; GM

granulécitos e monacitos; L - linfécitos; ML - mieldide e linfoide; B - bagco (CARLSON,

2014).



As células-tronco hematopoiéticas sdo formadas durante o
desenvolvimento embrionario e sua producéo inicia-se no figado fetal e continua na
medula 6ssea (BRYDER et al., 2006; GOLUB, CUMANO, 2013). A medula 6ssea é o
principal 6rgdo de producdo dessas células, mas também podem ser encontradas
circulando no sangue periférico e no corddo umbilical (D. HO, PUNZEL, 2003; TRIGG,
2004; CHOTINANTAKUL, LEEANANSAKSIRI, 2012).

Em um individuo, normalmente sdo formadas por dia cerca de um trilhdo
de células do sangue na medula 6ssea, devido ao curto periodo de vida dessas
células. No entanto, as células-tronco hematopoiéticas com propriedades de auto-
renovacao e diferenciacdo ao longo da vida constituem uma populacdo de células
multipotentes muito rara, correspondendo a aproximadamente 1 em cada 100.000 do
total das células na medula e menos ainda no sangue periférico (MOSAAD, 2014).

Além de raras, as células-tronco hematopoiéticas sdo também altamente
heterogéneas, o que dificulta sua identificacdo (MOSAAD, 2014). Para identificar e
isolar essas células é necessario conhecer seus antigenos de superficie 0s quais sao
proteinas que podem ser utilizadas como marcadores de populacdes celulares e que
permitem sua sele¢do (NHI, 2001). Entretanto, as células-tronco hematopoiéticas nao
possuem um marcador especifico, por isso, uma combinacé&o de anticorpos é utilizada
para detectar a presenca (marcadores positivos) ou auséncia (marcadores negativos)
de determinados antigenos de superficie que permitem a identificacdo e quantificacéo
destas células (NHI, 2001; KEKARAINEN et al., 2006).

Os antigenos de superficie mais comumente utilizados para identificacdo
de células-tronco hematopoiéticas sdo: CD34* (MUND et al., 2012), CD38  (MUND et
al., 2012), CD133* (KEKARAINEN et al., 2006), Thytow (KIEL et al., 2005), Lin-
(HERZOG et al., 2003), CD90* (CHOTINANTAKUL, LEEANANSAKSIRI, 2012), Scal*
(KIEL et al., 2005) e CD117* (CHITTETI et al., 2010). Estes antigenos quando ligados
a anticorpos conjugados a moléculas de fluorocromos permitem a caracterizacao das
células por citometria de fluxo (NHI, 2001; CHOTINANTAKUL, LEEANANSAKSIRI,
2012).

A identificacdo de células-tronco € importante para que possam ser
utilizadas em terapias especificas. Com o intuito de ampliar a utilizacdo de células-
tronco hematopoiéticas em varios outros tratamentos e com iSSo reverter processos

patolégicos, pesquisas vem sendo realizadas com objetivo de desenvolver métodos



capazes de identificar e isolar essas células mais facilmente (GOLUB, CUMANO,
2013).

Com a descoberta da plasticidade das células-tronco hematopoiéticas, ou
seja, da capacidade de se diferenciar ndo somente em células sanguineas, mas
também em outros tipos de células especializadas tais como: adipdcitos (SERA, et al.,
2009), cardiomiécitos (POZZBON et al., 2010), células endoteliais (ELKHAFIT et al.,
2011), fibroblastos/miofribroblastos (EBIHARA et al., 2006), células do figado (NHI,
2006), rins (NHI, 2006) e pancreéticas (MINAMIGUCHI et al., 2008), estudos sugerem
a possibilidade do seu uso na regeneracdo de diferentes 6érgdos e tecidos
(CHOTINANTAKUL, LEEANANSAKSIRI, 2012).

Além disso, outra importante caracteristica das células-tronco
hematopoiéticas, € a capacidade de se auto-renovar, permitindo a manutencédo da
homeostase do organismo (INSINGA et al., 2014). No entanto, danos cumulativos as
células-tronco podem afetar de forma permanente o sistema hematopoiético
comprometendo as func¢des das células-tronco hematopoiéticas (FUCHS et al., 2004),
possibilitando a incidéncia de doencas hematologicas (ATTEMA et al., 2009;
BALASUBRAMANIAN, LONGO, 2013).

O envelhecimento € um dos fatores responsaveis por alteracbes nas
funcdes das células-tronco (VAN ZANT, LIANG, 2003; ATTEMA et al., 2009; GEIGER
et al., 2014). Este processo esta associado a lesGes celulares devido principalmente
ao acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROS) o que pode comprometer sua
aplicacao terapéutica (KREGEL, ZHANG, 2007).

1.3 Espécies reativas de oxigénio e o estresse oxidativo

A teoria dos radicais livres, descrita por Harman na década de 50, afirma
que fatores genéticos, ambientais e o acumulo de radicais livres estdo envolvidos no
processo de envelhecimento promovendo alteracdes deletérias em células e tecidos,
0 que aumenta o risco de doencgas cronicas e até mesmo a morte (HARMAN, 1956;
KREGEL, ZHANG, 2007).

No entanto, o acumulo de radicais livres nas ceélulas é o principal
determinante do envelhecimento. Essas moléculas sédo altamente reativas, pois séo
compostas por elétrons desemparelhados, e por isso podem participar de reagdes
indesejaveis resultando em danos celulares (KREGEL, ZHANG, 2007). Existem

moléculas que agem como radicais livres, porém ndo possuem elétrons



desemparelhados na sua estrutura, como por exemplo: peréxido de hidrogénio (H202),
acido hipocloroso (HCIO), ozbdnio (Os3) e oxigénio singlet (*O2) portanto, sdo menos
reativas, mais estaveis e apresentam uma meia vida mais longa quando comparadas
aos radicais (PARAVICINI, TOUYZ, 2008).

Os radicais livres derivados do oxigénio representam a classe mais
importante nos seres vivos e originam as EROS (HARMAN, 1981; VALKO et al.,
2007). Fazem parte desse grupo os radicais livres: anion superoéxido (-O2’), radical
hidroxila (-OH") e éxido nitrico (-NO") (KREGEL, ZHANG, 2007).

As EROS sao formadas continuamente como subprodutos do metabolismo
aerobico normal, mas também podem ser produzidas sob condicGes patoldgicas ou
de forma exogena, a partir de fatores externos (BERRA et al., 2006; KREGEL,
ZHANG, 2007; NAKA et al., 2008). Um dos principais locais enddégenos para producao
de EROS é a mitocondria (KOWALTOWSKI et al., 2009). Entretanto, outros exemplos
de fontes intracelulares incluem reacbes envolvendo citocromo P-450, enzimas
NAD(P)H oxidase e xantina-oxidase (GROEMPING, RITTINGER, 2005). Ja as fontes
exdgenas que originam as EROS incluem a radiacdo, agentes patogénicos, exposi¢ao
a luz ultravioleta e a xenobidticos (KREGEL, ZHANG, 2007).

Niveis intracelulares adequados de EROS desempenham um papel vital na
regulacédo de processos fisioldégicos como a sinalizacao celular e a expresséo génica
(BERRA et al.,, 2006). No entanto, a producdo excessiva dessas moléculas ou
inadequacédo de agentes antioxidantes desencadeiam um desequilibrio prejudicial ao
organismo (NAKA et al., 2008; JONES et al., 2014). Em um ambiente fisioldgico, esse
desequilibrio entre a producédo e eliminacdo de ERQOS, € definido como estresse
oxidativo que contribui para o acimulo de danos oxidativos aos constituintes celulares
e se ndo forem reparados podem ser irreversiveis (KREGEL, ZHANG, 2007).

Os antioxidantes sdo compostos responsaveis pela eliminacao ou inibicéo
da formagdo de EROS e sdo constituidos por enzimas como catalase, glutationa
peroxidase, glutationa redutase e superoxido dismutase (SOD); proteinas que
minimizam a disponibilidade de pro-oxidantes (ions ferro e cobre) como por ex., as
transferrinas, ferritinas, metalotioneinas e haptoglobinas; moléculas de baixo peso
molecular que possuem a capacidade de captar EROS via auto-oxidagdo, como por
ex., glutationa e aquelas que possuem grupo tiol (SH); ou vitaminas como a-tocoferol
(Vitamina E), acido ascorbico (vitamina C) e B-caroteno (Vitamina A), disponiveis na
dieta (BERRA et al., 2006; UTTARA et al., 2009).



Niveis elevados de EROS podem induzir altera¢des nas funcdes celulares,
condicbes patologicas, estimular o envelhecimento, apoptose e desencadear danos
as macromoléculas, como lipidios, proteinas e DNA (HAGEN, 2003; KREGEL,
ZHANG, 2007; UTTARA et al., 2009). Danos que afetam a molécula de DNA podem
contribuir para o aparecimento de doencas cronicas e degenerativas (KREGEL,
ZHANG, 2007; SILVA, FERRARI, 2011) como o cancer, diabetes, artrite reumatoide
e doencas cardiovasculares (KREGEL, ZHANG, 2007).

Quando o tipo e a quantidade de danos, provocados pelas EROS, superam
a capacidade de reparo das células, os mecanismos basicos e essenciais para
regulacdo do ciclo celular sédo afetados, desencadeando efeitos genotdxicos severos
(BERRA et al., 2006; SILVA, FERRARI, 2011) que podem ser mensurados por

métodos que avaliam a fragmentacdo do DNA nas células (JONES et al., 2014).

1.4 Fragmentacdo do DNA X ensaio cometa

O DNA é responsavel por importantes fungdes no organismo como a de
armazenamento e transmissao de informacgdes genéticas (INSINGA et al., 2014). Por
isso, o acumulo de danos a molécula de DNA pode desencadear falha na transcricao,
interrupcédo do ciclo celular e apoptose (VIJG, DOLLE, 2002) e como consequéncia
ocasionar disfungéo celular e envelhecimento precoce do organismo por defeitos em
genes de reparo (VIJG, DOLLE, 2002; FREITAS, DE MAGALHAES, 2011). No
entanto, os danos no DNA se acumulam com a idade em diferentes tecidos,
contribuindo para incidéncia de inUmeras doencas crbénicas. Portanto, a hipétese de
que o acumulo de danos ao DNA é a principal causa de envelhecimento vem sendo
cada vez mais estudada (FREITAS, DE MAGALHAES, 2011).

A fragmentacdo do DNA pode ser detectada utilizando-se o ensaio cometa
ou “eletroforese em gel de célula unica”, descrito pela primeira vez em 1984 por dois
pesquisadores suecos, Ostling e Johanson. Poucos anos depois, Singh et al., (1988),
fizeram algumas adaptacdes no método e introduziram uma versdo do ensaio
utilizando um pH alcalino (pH>13) com o objetivo de aumentar a velocidade de
migracdo do DNA danificado (KARLSSON et al.,, 2015). Na pratica, algumas
modificacdes podem ser realizadas visando atingir uma exceléncia do método, mas,
0 protocolo inicial se manteve praticamente inalterado desde que foi descrito
(KARBASCHI, COOKE, 2014).
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Devido a sua simplicidade, sensibilidade, versatilidade, rapidez e economia
o teste do cometa tornou-se, nas ultimas décadas, um método padréo para o estudo
da formacéo e reparo de danos no DNA, sendo utilizado como marcadores em testes
de genotoxicidade em células individuais (COLLINS, 2004; KARBASCHI, COOKE,
2014). Os danos mais detectados no DNA sao quebras nas fitas (simples ou dupla),
danos alcali-labeis e crosslinks (SINGH et al., 1988), bem como danos oxidativos
provocados por EROS (COLLINS, 2014; KARLSSON et al., 2015).

Basicamente, para realizacdo do ensaio cometa, células isoladas séo
incorporadas em gel de agarose, lisadas e submetidas a eletroforese a um pH elevado
(COLLINS, 2014). Na solucéo de lise ocorre a remocéao dos contetdos celulares com
excecdo do material nuclear, ja na solucdo de eletroforese ocorre a espiralizacdo do
DNA nos pontos de quebra da fita permitindo que os danos sejam revelados (YENDLE
et al.,, 1997; COLLINS et al., 1997; KLAUDE et al., 1996).

A medida que a frequéncia de quebra de DNA aumenta, 0 mesmo acontece
com a fracdo do DNA que se prolonga em direcdo ao anodo, formando a cauda do
cometa que pode ser visualizado utilizando microscopia de fluorescéncia, apos
coloragcdo com corante especifico (Figura 4) (LORENZO et al., 2013; COLLINS, 2014).
Quanto maior a cauda do cometa maior quantidade de DNA danificado (LORENZO et
al., 2013).

A B C D

Figura 4. Imagens tipica de cometas representando diferentes niveis de danos no
DNA de células de rins de camundongos, tratadas com brometo de etideo: A) sem
danos — auséncia de DNA na cauda; B) e C) niveis crescentes de danos; D) maior
nivel de danos (Adaptado de DIAS et al., 2014).

Os cometas obtidos sdo medidos por programas de captura e analise de
imagens capazes de avaliar diversos parametros com o intuito de mensurar a
fragmentacdo de DNA (LOWELL; OMORI, 2008). Parametros como 0 momento da
cauda (Tail Moment) e porcentagem de DNA na cauda (Tail DNA%) séo utilizados
para quantificacdo desses danos (LORENZO et al., 2013).
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Portanto, através do ensaio cometa € possivel avaliar os efeitos do
envelhecimento em células-tronco por meio da quantificacdo dos danos na molécula
de DNA devido ao acumulo de EROS (AFANAS’EV, 2013) e, consequentemente, para
que possiveis terapias possam ser desenvolvidas visando alternativas aos

tratamentos convencionais, proporcionando uma melhor qualidade de vida ao idoso.
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2 JUSTIFICATIVA

Com o avanco das pesquisas em terapia celular o potencial terapéutico das
células-tronco vem sendo cada vez mais avaliado devido suas caracteristicas de
prevenir a progressao e consequentemente reverter processos patologicos por meio
do reparo e regeneragao de tecidos danificados. No entanto, ao longo da vida as
células do organismo humano, inclusive as células-tronco, estdo susceptiveis aos
danos celulares provocados pelo processo de envelhecimento.

Os mecanismos moleculares para 0 desenvolvimento precoce do
envelhecimento ainda ndo foram totalmente identificados. Entretanto, estudos
relacionam o acumulo de EROS e consequentes danos no DNA ao envelhecimento.
Identificar e reverter os efeitos do envelhecimento, principalmente nas células-tronco,
tornou-se um grande desafio. Apesar do enorme avango nas pesquisas os resultados
obtidos ainda sdo contraditérios sendo necessérios mais estudos para avaliar o
potencial destas células quando retiradas do individuo idoso para sua propria

utilizacao.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do envelhecimento sobre a genotoxicidade de células-
tronco hematopoiéticas da medula 6ssea de camundongos idosos, comparando-0s

com camundongos jovens.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do envelhecimento em células-tronco hematopoiéticas

isoladas da medula 6ssea de camundongos de 2 e 24 meses de idade, através da:

¢ Producéo citoplasmatica de EROS, por citometria de fluxo.

e Fragmentacdo do DNA, pelo ensaio cometa alcalino.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos e isogénicos da
linhagem C57BL/6 de 2 e 24 meses de idade, provenientes do biotério do Laboratério
de Transgenes e Controle Cardiovascular, pertencente ao programa de POs-
Graduacao em Ciéncias Fisiolégicas no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES).

Estes animais foram mantidos em gaiolas individuais até atingirem a idade
de 2 e 24 meses. Neste periodo foram alimentados com &gua filtrada e racédo ad
libitum, mantidos sob temperatura controlada de 22°C, umidade relativa do ar a 70%
e ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos os procedimentos realizados neste estudo
estdo de acordo com as normas estabelecidas pela Comissédo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBIio) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
Experimentais (CEUA) da Universidade Vila Velha (UVV) com o numero de registro
262/2013

4.2 Grupos experimentais
Os animais foram divididos em 2 grupos experimentais (Tabela 2):

Tabela 2 — Grupos experimentais

Grupos Animais Idade n
Jovem C57 2 meses
ldoso C57 24 meses 4

4.3 Obtencéo das amostras

Os animais foram eutanasiados com uma dose letal intraperitoneal do
anestésico tiopental sddico (40mg/Kg) e em seguida, levados para a camara de fluxo

laminar e higienizados com alcool a 70%.
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4.3.1 Isolamento das células mononucleares da medula 6ssea

Neste estudo, foram utilizadas células-tronco hematopoiéticas isoladas da
medula Ossea dos camundongos para andlise dos efeitos genotoxicos do
envelhecimento. No entanto, primeiramente foi necessario o isolamento da populacéo
de células mononucleares da medula constituida basicamente por células-tronco,
linfocitos e monacitos.

Apos higienizagdo dos camundongos eutanasiados foi realizada uma
incisdo nos membros inferiores, com o auxilio de uma tesoura, para remocao da pele
e dos tecidos que recobriam os fémures e tibias. Uma disseccéo foi feita, com auxilio
de uma pinga, para retirar todo o tecido excedente deixando apenas 0S 0SSOS.

Com a separacdo da tibia do fémur, os ossos foram colocados em uma
placa de Petri com meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium (DMEM -
SIGMA) e em seguida um corte nas suas extremidades foi realizado com uma tesoura,
para exposi¢do do canal medular. A retirada da medula 6ssea foi com o auxilio de
uma seringa de 1 ml e uma agulha (26G), aspirando 1 ml do meio DMEM e injetando
dentro da cavidade medular, procedimento conhecido como flushing. Esta suspenséo
formada (contendo meio de cultura DMEM e medula 6ssea) foi transferida para um
tubo Falcon 14 ml (BD) esterilizado, este processo foi repetido até a total remocéo da
medula (CAMPAGNARO et al., 2013).

Por fim, acrescentou-se meio DMEM até um volume de 10 ml no tubo, a
suspensao foi homogeneizada e centrifugada (centrifuga Eppendorf 5702) por 10
minutos a 1200 rota¢Bes por minuto (rpm). Apos esta centrifugacdo, o sobrenadante
foi descartado e o pellet formado no fundo do tubo ressuspendido em 4 ml de meio
DMEM, esta solucéo foi filtrada vagarosamente (filtro - 70um) e transferida para um
novo tubo Falcon (CAMPAGNARO et al., 2013).

Em outro tubo foram colocados 4 ml do gradiente de densidade Histopaque
1083® (SIGMA ALDRICH), especifico para separacao de células mononucleares de
ratos e camundongos. Os 4 ml filtrados da centrifugacdo anterior foram entao
depositados lentamente sobre o gradiente de densidade com auxilio de uma pipeta
para ndo misturar as duas fases. Foi realizada entdo, uma segunda centrifugacao por
30 minutos a 1500 rpm com este novo tubo contendo os 4 ml de células + 4 ml de
Histopaque 1083® (CAMPAGNARO et al., 2013).

Apés esta segunda centrifugacdo foi possivel observar a formacéo de
varias camadas no tubo, indicando a presenca das células mononucleares,
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granulécitos, plagquetas e eritrocitos. Os eritrécitos, leucdcitos e granuldcitos, apos
centrifugacéo, se sedimentam no fundo do tubo e na parte superior (fase aquosa)
estdo presentes as plaquetas e proteinas plasmaticas. A camada constituida pela
parte turva indica a localizagdo das células mononucleares, que foi retirada com
auxilio de uma pipeta Pasteur e transferida para um novo tubo Falcon. Para total
remocao de residuos do Histopaque 1083® nestas células, foram realizadas trés
centrifugaces por 10 minutos a 1200 rpm cada, com uma solucdo tampéao fosfato
salina (PBS — 10%). Por fim, ap6s a ultima lavagem, todo o PBS foi retirado e as
células ressuspendidas em 1 ml de meio de cultura DMEM (CAMPAGNARO et al.,
2013).

4 .4 Cultura de células-tronco

As células mononucleares da medula 6éssea foram preparadas para cultura
seguindo o protocolo de Kawasaki-Oyama et al., (2008) com adapta¢cdes. Assim, 0
cultivo foi realizado em placas com 6 pocos, sendo 2 pocgos para cada animal, com
uma concentracdo de 2x10° células/ml. As células foram centrifugadas a 1200 rpm
por 10 minutos, ressuspendidas em 3,5 ml de DMEM e suplementadas com 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB), 1% de penicilina (100U/ml) e 1% de estreptomicina
(100pg/ml), em seguida, incubadas a 37°C em atmosfera Umida, contendo CO: a
5,0%. A primeira troca de meio foi realizada com 3 a 4 dias apdés o inicio do cultivo,
retirando-se 4 ml do meio acondicionado e substituindo-se por 4 ml de meio fresco.
Nesta etapa foi possivel identificar as células-tronco mesenquimais pois ficavam
aderidas ao frasco e quando as células em cultivo alcancavam confluéncia de
aproximadamente 80% o0 sobrenadante, contento teoricamente células-tronco
hematopoiéticas, era retirado e centrifugado a 1200rpm por 10 minutos. No entanto,
devido a heterogeneidade das células-tronco hematopoiéticas as amostras foram
submetidas as técnicas de micro-esferas magnéticas e citometria de fluxo para

identificacdo total dessas células.
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4.5 Identificacdo das células-tronco hematopoiéticas

Para identificagdo das células-tronco hematopoiéticas duas técnicas
distintas, mas que se complementam, foram realizadas neste estudo. Primeiramente,
através da utilizacdo de anticorpos conjugados a micro-esferas magnéticas (MACS:
magnetic activated cell sorting) foi possivel o isolamento das linhagens mieldides e
linféides (células Lin) provavelmente contidas na suspensédo de células isoladas da
medula 6ssea. Seguindo o protocolo de Kerarainen et al., (2006) 50 ul do coquetel de
anticorpos de células Lin (Lineage Coktail BD ® - CD3, CD11, CD45R/B220, LY-6G, Ly-
6C e TER119) e 50 ul de MACS foram adicionados na solucdo de células-tronco
hematopoiéticas por 15 minutos a temperatura ambiente. Esta selecdo
imunomagnética permite que células que possuem marcadores especificos da
linhagem linfoide e mieldide sejam separadas das células-tronco hematopoiéticas.
Pela auséncia de marcadores da linhagem linféide e mieldide, as células-tronco
hematopoiéticas séo classificadas como células Lin" (HERZOG et al., 2003).

Cerca de 90% de purificacdo das células-tronco hematopoiéticas pode ser
obtido pela técnica MACS (KEKARAINEN et al., 2006). No entanto, neste estudo, a
suspensao de células-tronco hematopoiéticas Lin™ foi também submetida ao protocolo
de identificacdo celular ativada por fluorescéncia (FACS: fluorescence activated cell
sorting), através do citbmetro de fluxo FACSCANTO Il (Becton Dickinson).

Seguido o protocolo descrito por Masuya et al., (2003) com adaptacoes,
uma nova recontagem foi realizada na suspensdo de células, selecionadas
anteriormente, para que se obtivesse a concentracdo final de 1x10° células/ml,
necessaria para marcagado com anticorpos. Para cada animal foram utilizados 2 tubos
de polipropileno, sendo um tubo para a amostra de interesse e o outro o controle de
isotipo. Para identificagdo das células-tronco hematopoiéticas foram utilizados 50 pl
da suspenséo de células e 5 pl de cada anticorpo monoclonal conjugados aos seus
respectivos fluorocomos: CD90 (APC), CD133 (PE), SCAL (FITC) e CD117 (PE-Cy7).
Ja no outro tubo, foram utilizados 50 pl da suspensao de células e 5 ul de cada
anticorpo isotipo, ou seja, um anticorpo de mesma classe da imunoglobulina (Ig) do
anticorpo alvo, conjugado com os mesmos fluorocomos mas que néo é especifico aos
sitios antigénicos da amostra em analise. Com isso, € possivel evitar a interferéncia

de falsa positividade nos resultados, eliminando a fluorescéncia inespecifica e
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permitindo a padronizagdo do método evidenciando somente 0s eventos reais
(ROEDERER, 2004).

Por fim, os dois tubos foram acomodados na geladeira por 20 minutos na
auséncia de luz para evitar a perda da fluorescéncia dos fluorocromos. Decorrido este
tempo, as ceélulas foram lavadas com 2 ml de PBS para remover o excesso de
anticorpo e centrifugadas a 1400 rpm por 7 minutos. Os dados foram adquiridos pelo
citbmetro de fluxo (FACS CANTO lIl) e a analise realizada com o auxilio dos softwares
FACSDiva e Denovo. A marcagéo foi feita de forma pareada com os controles de
isotipo e um total de 10.000 eventos foi verificado pelo aparelho.

4.6 Medidas do anion superoxido

Para avaliacdo do estresse oxidativo em células-tronco hematopoiéticas,
foi analisado os niveis da EROS .02, através da citometria de fluxo. Este método
consiste na utilizacdo do dihidroetitideo (DHE), que por ser permeavel & membrana
celular, reage com o Oz intracelular e rapidamente € oxidado formando o etidio que
se liga ao DNA resultando na amplificacdo do sinal da fluorescéncia vermelha
(CAMPAGNARO et al., 2013).

Para estimar a presenca de -O2 nas células foi seguido o protocolo utilizado
por Campagnaro e colaboradores (2013), onde adicionou-se 20 pl de DHE (160 uM)
em uma suspensdo de células hematopoiéticas na concentracdo de 1x108/ml,
descongeladas previamente e ressuspendidas em 1ml de PBS. Essa suspensao foi
incubada a 37°C por 30 minutos no escuro. Foi realizado previamente também, um
controle positivo, onde as amostras foram incubadas com 50 pM de H202 por 5
minutos para aumentar o estresse oxidativo, enquanto que para o controle negativo,
as células foram incubadas em etanol. Apds os tempos estimados, as células foram
lavadas, ressuspendidas em PBS, mantidas em gelo e protegidas da luz até a
aquisicdo dos dados no citdbmetro de fluxo. A anélise dos dados foi realizada com
auxilio dos softwares FACSDiva e Denovo, pela determinacdo da mediana da
intensidade de fluorescéncia (MFI) de 10.000 células. As células foram excitadas a

488 nm e a fluorescéncia detectada utilizando filtro 585/42.
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4.7 Ensaio cometa alcalino

Foi utilizado neste estudo o método ensaio cometa alcalino ou
"eletroforese em gel de célula Unica" para avaliar a fragmentacéo da molécula de DNA,
baseado no trabalho original de Singh et al., (1988), com adaptacdes de Campagnaro
et al., (2013).

O ensaio cometa envolve inlUmeras etapas que incluem preparacdo de
laminas de microscépio embebidas em agarose, lise das membranas celulares para
que haja liberacdo do DNA, desenovelamento da fita de DNA, eletroforese,
neutralizacdo, marcacédo do DNA e analise.

Todos os reagentes utilizados foram preparados a fresco e o método foi
realizado em ambiente com baixa luminosidade e temperatura controlada para evitar

danos ao DNA das células e evitar que o sistema reparo se inicie.

4.7.1 Preparo das laminas

Foram utilizadas duas laminas para cada animal. Trata-se de laminas de
vidro com extremidade fosca preparadas overnight, embebidos com uma camada de
gel de agarose de ponto de fusdo normal (Normal Melting Point Agarose — NMP;
GIBCO) dissolvida na concentracéo de 1,5% em PBS a 65°C. Ap0s a aplicacdo desta
primeira camada, as laminas ficaram em temperatura ambiente e mantidas em
posicdo horizontal, durante a noite. A primeira camada € o suporte para que ocorra a
Otima adesdo da segunda camada que € a mistura da agarose de baixo ponto de
fusdo (Low Melting Point Agarose — LMP; GIBCO) com as células a serem analisadas.

Apds a secagem total das laminas com a primeira camada, foram
colocadas sobre elas uma mistura 40 pl da solucao de células com 100 ul de agarose
LMP preparada na concentragdo de 0,5%, dissolvida em PBS e mantida em banho
maria a 37 °C. Por fim, as laminulas foram colocadas cuidadosamente sobre as
laminas e transferidas para geladeira a 4°C por 20 minutos para polimerizagdo da

agarose.
4.7.2 Lise e desenovelamento

Apés solidificagcdo da agarose, as laminulas foram retiradas
cuidadosamente e as laminas mergulhadas em uma cuba contendo solucédo de lise

gelada (para evitar o descolamento do gel de agarose das laminas) e deixadas por 1
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hora na geladeira a 4°C, para rompimento das membranas celulares e exposi¢ao do
DNA. Esta solucao de lise foi preparada anteriormente contendo, 2,5M NaCl, 100mM
EDTA,10 mM Tris, 34 mM N-lauroylsarcosine de sédio, 1% de Triton X-100 e 10% de
DMSO em um pH 10, esses dois ultimos acrescentados no momento do uso.

Com o final do tempo de 1 hora da solugéo de lise, as laminas foram
retiradas da geladeira e lavadas com agua destilada gelada por 3 vezes e
mergulhadas em uma cuba com PBS gelado para total remocao da solucéo.

Por fim, as laminas foram transferidas para uma cuba de eletroforese (Bio-
Rad Laboratories Headquarters) horizontal contendo solugéo tampéo de eletroforese
(ImM EDTA e 300mM de hidroxido de sodio em um pH > 13) preparada
anteriormente. Foram colocadas pareadas uma com a outra em direcdo ao anodo
(polo vermelho) e mantidas nesta cuba por 40 minutos, em ambiente escuro, com o
objetivo de descondensar a molécula de DNA antes de ser submetida a corrida do

ensaio cometa.
4.7.3 Eletroforese

Apoés o tempo determinado, com as laminas ja dispostas na posicdo para a
corrida, a cuba foi ligada e a eletroforese transcorreu a 20V e 300mA, por um periodo
de 30 minutos sob temperatura de 4°C e baixa luminosidade. O campo elétrico faz
com que o DNA danificado carregado negativamente migre para o anodo, resultando
em uma imagem que parece um cometa com uma cabeca e uma cauda. Quanto mais

rupturas dos filamentos que estao presentes no DNA, maior a cauda do cometa.

4.7.4 Neutralizacao e secagem

Transcorridos os 30 minutos da eletroforese, as laminas foram retiradas da
cuba e lavadas 3 vezes por 5 minutos com solucao de neutralizacao gelada (Tris-base
pH 7,5), preparada anteriormente. Em seguida, foram cobertas com etanol P.A por 5

minutos para fixagcéo e deixadas secar a temperatura ambiente overnight.

4.7.5 Coloracao e andlise

Esta etapa de coloracéo foi realizada em ambiente escuro onde 50 ul da
solucéo de brometo de etidio, na concentracédo de 20 pg/ml, foram colocados sobre
as laminas, cobertas com uma laminula e imediatamente analisadas em microscoépio
optico de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ti) equipado com filtro 585 nm em aumento de
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20X. As imagens foram obtidas pela camera digital de 12.7 megapixels (Ds-Ri1;
Nikon).

Foi estabelecido um namero minimo de 25 células em cada lamina, sendo
2 laminas por animal, totalizando 50 células. A contagem das células foi feita de
maneira aleatéria e qualitativa analisando o tamanho da cauda do cometa.

Os cometas obtidos foram analisados através de sistema de imagem de
dominio publico Casplab, disponivel em www.casp.of.pl. Dentre os diversos
parametros fornecidos pelo programa, utilizou-se a porcentagem de DNA na cauda
(Tail DNA %) e o momento da cauda (Tail Moment) para a analise de danos no DNA
(Figura 5).

O Tail Moment é o parametro mais utilizado, pois quantifica a extensdo do
dano ao DNA e é calculado pelo produto do comprimento da cauda e da porcentagem
de DNA na cauda. Ja o parametro Tail DNA %, representa a extensdo das rupturas
das fitas de DNA e é considerado extremamente confidvel por apresentar alta
correlacdo com dados obtidos de analises visuais (KUMARAVEL et al., 2009;
COLLINS, 2014).

COMETAS | LHEAD L TAIL L COMET TAILDNA ™

1 61 80 141 43.9374 35.1499
2 27 5 32 2.73751 0.136875
3 37 13 50 18.0919 2.35195
4 43 13 56 6.34982 0.825476
5 53 4 57 1.76452 0.0705809
6 53 4 57 7.96343 0.318537
7 37 3 40 0.0222095 | 0.000666284
8 55 8 63 2.79448 0.223559
9 49 13 62 6.1307 0.79699
10 45 7 52 10.6566 0.74596
11 55 6 61 3.00957 0.180574
12 45 9 54 8.03273 0.722945
13 55 4 59 2.49785 0.0999141
14 43 6 49 5.52079 0.331247
15 51 7 58 4.3644 0.305508
16 53 6 59 1.26536 0.0759214
17 57 7 64 1.98816 0.139171
18 61 7 68 6.33714 0.4436
19 51 5 56 2.3038 0.11519
20 51 7 58 9.99018 0.699313
21 49 11 60 15.0086 1.65095
22 47 12 59 21.0721 2.52865
23 53 8 61 9.97322 0.797857
24 41 3 44 0.0101097 | 0.000303291
25 55 11 66 14.9379 1.64316

Figura 5. Resultados avaliando diversos parametros dos cometas fornecidos pelo
programa Casp. Destaque para os parametros: porcentagem de DNA na cauda (Tall
DNA) e momento da cauda (TM), utilizados neste estudo (esquerda). Imagem do
programa Casp mostrando trés cometas que foram analisados (direita).
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4.8 Andlise estatistica

Os resultados obtidos, foram expressos como médiatEPM. Os dados
foram previamente analisados por meio do Teste t de Student para amostras
independentes, utilizando o software GraphPad Prism 6.0. As diferencas foram

consideradas significantes quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacao dos niveis de .02

Através dos resultados  obtidos, utlizando-se  células-tronco
hematopoiéticas de camundongos da linhagem C57 com 2 meses de idade (jovens) e
24 meses de idade (idosos), foi possivel observar diferenca entre os grupos. A
presenca Oz foi indicada pela oxidagdo do DHE, avaliado por citometria de fluxo
(Figura 6).

5000 T
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Figura 6. Determinacdo da mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) decorrente
da oxidacdo do DHE pelo -O2. (*) indica diferenca significativa entre os grupos. Nota:
Valores expressos como médiatEPM. * p<0,05 vs. Jovens (Teste t de Student).

Os animais do grupo idoso apresentaram maior producao citoplasmatica
de -O2 quando comparado aos animais do grupo jovem (Jovem: 1561 + 138 vs. Idoso:
3089 * 263, MFI), como pode ser observado na Figura 6.

O DHE é um corante azul fluorescente permeéavel a membrana das células
gue se acumula no citoplasma onde é oxidado pelo -O2" resultando em fluorescéncia
nuclear vermelha. A quantidade de .O2  é entdo representada pela mediana da
intensidade de fluorescéncia (MFI) através da acdao do DHE (CAMPAGNARO et al.,
2013).
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5.2 Avaliacéo dos niveis de fragmentacédo do DNA pelo ensaio cometa

A incidéncia dos danos no DNA de células-tronco hematopoiéticas foi
avaliada através do ensaio cometa utilizando-se dois parametros. O parametro Tail
DNA % (Figura 7) que representa o numero de fragmentos de DNA que migraram
durante a eletroforese indicando a extensdo das rupturas das fitas de DNA
(KUMARAVEL et al., 2009).

%

401 *

TAIL DNA

204

JOVEM IDOSO

Figura 7. Parametro Tail Dna %, que indica danos no DNA das células. (*) indica
diferenca significativa entre os grupos. Nota: Valores expressos como médiatEPM. *
p<0,05 vs. Jovens (Teste t de Student).

Os animais do grupo idoso apresentaram niveis maiores de Tail DNA %
guando comparado aos animais do grupo jovem (Jovem: 3.9 + 0.8% vs. ldoso: 32.2 +
2.5%, Tail DNA %). Esses resultados indicam maior predominancia dos niveis de
genotoxicidade no grupo idoso, como € possivel observar na Figura 7.

O outro parametro utilizado, Tail Moment (Figura 8), quantifica a extensao
do dano ao DNA e é calculado pelo produto do comprimento da cauda e da
porcentagem de DNA na cauda. Avalia tanto a migracdo do material genético quanto
a quantidade relativa de DNA na cauda, relacionando a fragmentacdo de DNA na
cauda com a intensidade da fluorescéncia (KUMARAVEL et al., 2009; COLLINS,
2014).
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Figura 8. Parametro Tail Moment, indica danos no DNA das células. (*) indica
diferenca significativa entre os grupos. Nota: Valores expressos como médiatEPM. *
p<0,05 vs. Jovens (Teste t de Student).

Através do parametro Tail Moment, foi possivel observar que os animais do
grupo idoso apresentaram maiores indices de danos no DNA quando comparado aos
animais do grupo jovem (Jovem: 0.7 £ 0.2 vs. ldoso: 37.5 £ 2.8, Tail moment), como
observado na Figura 8. A partir desses resultados também foi possivel avaliar a

predominéncia dos niveis de genotoxicidade no grupo idoso.

5.3 Correlagédo dos niveis de EROS e fragmentacdo do DNA

Para confirmar a interdependéncia entre os parametros avaliados neste
estudo, foi feita a andlise de Pearson que atestou a existéncia de forte correlacéo
positiva entre a producédo de EROS e fragmentagcdo do DNA, determinada pelo Talil
Moment. As figuras 9 e 10 apresentam os resultados obtidos para os grupos jovem

(r=0,99) e idoso (r=0,96), respectivamente.

26



2 meses

5-

< @

P4 -

3 4

o

c ®

o 31

wT

= o

5 27 °

S

o

® 19

L
0 T T T T T 1
1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

EROS

Figura 9. Correlacdo entre quantidade de EROS e fragmentacdo no DNA nos
camundongos de 2 meses de idade, r=0,99.
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Figura 10. Correlagéo entre EROS e fragmentacdo no DNA nos camundongos de 24
meses de idade, r=0,96.
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6 DISCUSSAO

A utilizacdo de células-tronco adultas em terapias vem sendo amplamente
discutida nos ultimos anos devido suas caracteristicas de auto-renovacdo e
diferenciacdo em varios tipos celulares (HERZOG et al., 2003) podendo regenerar
tecidos danificados (pele, figado, sangue, mdusculo, etc) durante processos
patologicos (BOYLE et al.,, 2007; ROSSI et al., 2008). Contudo, as func¢des das
células-tronco podem ser comprometidas pelo envelhecimento celular (BOYLE et al.,
2007; ROSSI et al., 2008; RUBE et al., 2011). Sendo assim, com 0 aumento
progressivo da expectativa de vida, estudos vem sendo realizados com o intuito de
avaliar os efeitos do envelhecimento em diferentes células, inclusive nas células-
tronco, a fim de se estabelecer métodos com a finalidade de diminuir ou reverter os
danos deste processo permitindo a utilizacdo dessas células na prevencdo e
tratamento de doencgas cronicas e degenerativas em idosos (SILVA, FERRARI, 2011;
LIU, RANDO, 2011).

O processo de envelhecimento ainda ndo esta totalmente compreendido,
mas, ja foram descritos o envolvimento de fatores genéticos (ERSHLER et al., 2006)
e o acumulo de fatores intrinsecos e extrinsecos ao longo da vida (RUBE et al., 2011),
como 0s responsaveis por desencadear o envelhecimento precoce contribuindo para
ocorréncia de doencas cronicas, diminuicdo da funcéo celular e a fragmentacéo de
macromoléculas, inclusive o DNA (ABDELMAGID et al., 2015). Dentre os fatores
intrinsecos mais relevantes esta o acumulo de EROS, que possui uma correlacédo
importante com envelhecimento (HARMAN, 1956).

A avaliacdo sobre a producdo de EROS em células de tecidos neurais
(JIANG et al., 2007), vasculares (MEYRELLES et al., 2011), hepaticos (FOLKMANN
et al., 2007) cerebral e renal (GEORGE et al., 2011) e em células mononucleares
(GEORGE et al., 2011; TONINI et al., 2013), pode facilmente ser obtida na literatura
atual. No entanto, a correlagdo entre o aumento de EROS observado durante o
envelhecimento, e seus genotoxicos sobre células-tronco hematopoiéticas da medula
0ssea, precisa ser melhor compreendida.

Portanto, devido a importantes caracteristicas fisiolégicas das ceélulas-
tronco hematopoiéticas (GOLUB, CUMANO, 2013; MOSAAD, 2014) existe um grande
interesse no estudo dessas células pela medicina regenerativa. No entanto, em

situagcbes em que hd comprometimento de suas fun¢gbes, como no envelhecimento,
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pode ocorrer reducdo da sua capacidade regenerativa (ERGEN, GOODELL, 2010),
prejudicando seu uso em terapias, uma vez que o transplante autélogo é a principal
forma utilizada.

Neste estudo, a avaliacdo da producao -O2 foi realizada por citometria de
fluxo e mensurada pela amplificagdo da fluorescéncia do DHE. Os resultados
demonstraram uma quantidade excessiva de .O2, representada pela MFI, nos
camundongos do grupo idoso em relacéo ao jovem.

Comparando os dados obtidos com os de Tonini e colaboradores (2013)
observa-se uma similaridade dos resultados, sugerindo que o envelhecimento
aumenta a producdo de EROS e desencadeia o0 estresse oxidativo. Os autores
utilizaram células mononucleares da medula 6ssea de camundongos C57 jovens (2
meses) e idosos (18 meses) para avaliacao dos niveis de -O2" e H20:2 e 0s resultados
mostraram maiores niveis dessas EROS nos camundongos idosos quando
comparados ao seu grupo jovem.

Ja no trabalho de George e colaboradores (2011) o objetivo foi avaliar o
nivel de estresse oxidativo e acdo de enzimas antioxidantes em tecidos do cérebro e
rim de camundongos controle e camundongos knockout para o gene IMMP2L, ambos
com 30 meses de idade. Os camundongos IMMP2L apresentam mutagdes no gene
localizado na membrana interna mitocondrial estimulando a producdo de .02 pela
organela (LU et al., 2008). Com isso, observou-se, um aumento do estresse oxidativo
nos tecidos avaliados (cérebro e rim) dos camundongos IMMP2L pela expresséo da
4-hidroxinonenal (HNE), um produto de modificacdo oxidativa de proteinas. Nestes
animais também foi verificado o inicio precoce de doencas associadas ao
envelhecimento (sarcopenia, perda de gordura subcuténea, cifose e ataxia) em
relacdo ao seu grupo controle (GEORGE et al., 2011).

Outro dado relevante desse estudo foi a avaliagdo da expressdo de
enzimas antioxidantes. Segundo George et al., (2011) o aumento do estresse
oxidativo durante o envelhecimento é causado principalmente pela producao
aumentada de EROS e nao pela diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes.
Por isso, a expressao das enzimas superoxido dismutase 1 e 2 (SOD1 e SOD?2) foi
avaliada e constatou-se niveis elevados de ambas, no rim e cérebro, principalmente
nos camundongos IMMP2L. Esses dados corroboram a descricdo de Tonini et al.,
(2013) onde justificam que os efeitos do estresse oxidativo ocorrem devido ao
desequilibrio entre a producéo excessiva de EROS e a capacidade antioxidante das
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células nos camundongos idosos. George et al., (2011) avaliaram também os niveis
de EROS em células mononucleares da medula 6ssea de camundongos IMMP2L e
os resultados indicam que a producdo elevada de EROS mitocondrial acelera o
envelhecimento através do comprometimento da funcdo de auto-renovacdo destas
células, afetando a homeostase tecidual. Entretanto, as vias moleculares que levam a
diminuicao da capacidade de auto-renovacéo e diferenciacao das células-tronco ainda
nao estao totalmente definidas e mais estudos nesta area sao necessarios para total
compreensao desse processo (WANG et al., 2012; BEERMAN et al., 2013).

Contudo, analisando os dados de George et al., (2011) e os de Tonini et
al., (2013) e comparando com os resultados obtidos neste estudo, é possivel sugerir
gue o processo de envelhecimento por si s6 estimula a producéo exagerada de EROS,
0 que pode levar a alteragcfes na funcionalidade das células-tronco. Este fato pode ser
explicado pelo declinio da funcdo mitocondrial e, como consequéncia, menor
fornecimento de ATP para células e uma producdo exagerada de EROS,
principalmente do Oz (SINGH et al.,, 1988) em processos patologicos e no
envelhecimento. Uma vez que, a producdo fisiolégica de EROS acontece
principalmente pelas mitocondrias que também é responséavel pela geracdo de ATP
(HARMAN, 1956). Outro aspecto relevante é em relagdo as substancias antioxidantes
gue se tornam insuficientes quando ha producdo elevada de EROS, o que pode
justificar também maiores niveis de estresse oxidativo nos animais idosos, enquanto
0S animais jovens e saudaveis sdo capazes de manter um equilibrio entre producéo
de EROS e o sistema antioxidante (TONINI et al., 2013).

Niveis elevados de EROS tém sido considerados responsaveis por dano a
diferentes macromoléculas biologicas e, consequentemente, ao comprometimento da
manutencdo da homeostase (NODA et al., 2009; YAHATA et al., 2011). O acimulo de
EROS lesa primeiramente o DNA mitocondrial (mtDNA), ocasionando codificacédo
inadequada de proteinas e em seguida pode ocasionar danos também no DNA
nuclear das células (CUI et al., 2011). Segundo Yahata et al., (2011), o acimulo de
danos no DNA de células da medula 6ssea podem refletir ambos os estimulos:
induc&o de dano continuo e deficiéncias do mecanismo de reparo.

Portanto, o alto nivel de EROS é um agente genotdxico devido a sua
capacidade de causar danos, podendo alterar informacdes codificadas no DNA. A

genotoxicidade ocorre quando a célula € exposta a um agente genotoxico, o que pode
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levar a alteragdes na estrutura ou no contetido de cromossomos ou na sequéncia de
pares de bases do DNA (McGREGOR et al., 2000).

O DNA é responsavel por importantes funcdes no organismo e a presenca
de danos em suas bases nitrogenadas e rupturas das fitas (HOEIJMAKERS, 2009)
provocam mudangas na expressao génica desencadeando processos mutagénicos e
tumorais (XIE et al., 2014) e a patogenia de doencas cronicas (LIU et al., 2014). Os
danos oxidativos ao DNA contribuem também para o envelhecimento, e 0 aumento da
producédo de EROS além da presenca do derivado de oxidacao 8-oxoguanine (8-oxo-
G), sao frequentemente encontrados em tecidos em processo de envelhecimento (CUI
et al., 2011).

Neste estudo, a avaliacdo de danos no DNA em células-tronco
hematopoiéticas de camundongos jovens e idosos foi realizada pelo ensaio cometa.
Este método € capaz de detectar danos em células individuais estimulando a migracéo
do DNA fragmentado para fora do ndcleo em direcdo ao anodo, sob eletroforese
alcalina. Com isso, o cometa formado apresenta na sua cabeca DNA intacto e a cauda
é constituida por DNA fragmentado (COLLINS 2014).

Analisando o0s resultados obtidos observa-se uma quantidade
significativamente maior de danos no DNA, representados pelos parametros Tail DNA
% e Tail moment, nos camundongos do grupo idoso em comparagao ao grupo jovem.
Portanto, através da analise de genotoxicidade, é possivel verificar que as EROS
interagem com o DNA aumentando sua fragmentacao durante o envelhecimento.

Esses dados corroboram os resultados de Tonini et al., (2013), que também
avaliaram a fragmentacdo de DNA em células mononucleares da medula éssea de
camundongos C57 jovens e idosos pelo ensaio cometa de forma qualitativa. A partir
da quantificacdo da intensidade do cometa na cauda e o comprimento da migracao
de DNA, os niveis de fragmentacdo foram mensurados e os resultados mostraram
maior quantidade de células com niveis elevados de danos no DNA em camundongos
idosos. J&, Dalboni e colaboradores (2012) ndo observaram diferenca na
fragmentacdo do DNA de células sanguineas isoladas de animais jovens (1 més) e
idosos (18 meses).

As células-tronco hematopoiéticas da medula éssea, ao sofrerem danos
pelo aumento da produgcdo de EROS mitocondrial, estdo susceptiveis a oxidacao de
biomoléculas, apoptose e lesdo de tecidos, prejudicando também o seu
funcionamento normal (RUBE et al., 2011). Além disso, danos no DNA e mudancas
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na expressdo génica se acumulam especificamente em células-tronco
hematopoiéticas quiescentes. Sendo assim, células-tronco hematopoiéticas
danificadas ao induzir apoptose, impedem a formacao de novas células progenitoras
(WANG et al., 2014), o que pode justificar os resultados obtidos por Dalboni et al.,
(2012).

Folkmann e colaboradores (2007) avaliaram niveis de fragmentacdo de
DNA em células do figado, aorta e pulméo de camundongos idosos, e encontraram
maior fragmentacdo de DNA somente no figado. Segundo Andreassi (2003) a acao
dos radicais livres é tecido-especifica, ou seja, varia conforme o tecido analisado.

A relacdo dos niveis de EROS com o envelhecimento vem despertando o
interesse de pesquisas no campo da medicina para que a terapia com ceélulas-tronco
se torne uma alternativa no tratamento ou prevencéo de doengas cronicas (SILVA,
FERRARI, 2011). Ergen e Goodell (2010) relatam que apesar das caracteristicas
promissoras das células-tronco, seu uso em terapia pode estar comprometido, pois
também estdo sujeitas aos efeitos do envelhecimento e que mais estudos séo
necessarios afim de permitir que as propriedades regenerativas das células-tronco
sejam melhoradas, por meio do controle da producdo de EROS e deteccéo de danos
e vias de reparo no DNA para manutencédo da estabilidade gendmica das células.

Os dados obtidos pelo presente trabalho sugerem que a idade pode
representar um fator importante a ser considerado nos protocolos que utilizam células-
tronco hematopoéticas em terapias. Estudos posteriores avaliando detalhes
moleculares da relacdo entre células-tronco e envelhecimento poderdo contribuir para

melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos neste processo.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, foi observado que os niveis de -O2 foi significativamente
maior nas ceélulas-tronco hematopoiéticas da medula 6ssea de camundongos do
grupo idoso quando comparados com os do grupo jovem, através da técnica de
citometria de fluxo. J& na andlise de genotoxicidade, através do ensaio cometa, 0
grupo idoso também apresentou maiores danos no DNA.

Os resultados encontrados sugerem que o envelhecimento promove um
aumento na producdo de EROS que interagem com o DNA provocando a
fragmentacao e efeitos deletérios as funcdes celulares. Possivelmente, o maior nivel
de EROS se deve ao declinio da fungdo mitocondrial e ao desequilibrio do sistema
antioxidante.

Entretanto, mais estudos devem ser realizados para determinacdo dos
mecanismos responsaveis pelo processo de envelhecimento, para que futuramente

as células-tronco possam ser utilizadas em terapias autélogas em pacientes idosos.
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