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RESUMO

Introdugdo: Para o desenvolvimento de terapéuticas celulares para
o tratamento da degeneragdo do disco intervertebral ¢ necessario
o conhecimento detalhado das células que o constituem e das vias
moleculares que levam a sua diferenciagdo. O nucleo pulposo (NP)
embrionario, fetal e dos primeiros anos de vida ¢ formado por células
grandes e vacuoladas da notocorda; no entanto, com a maturidade
esquelética, as células da notocorda desaparecem e sao substituidas
por células menores, semelhantes a condrocitos. Estudos animais e
in vitro demonstraram que as células da notocorda exercem efeitos
anabolicos e protetores sobre o disco intervertebral, pelo que o seu
desaparecimento do NP humano tem sido implicado na patogénese
da degeneracgdo discal. Deste modo, o estudo destas células e dos seus
mecanismos de regulacdo poderd identificar fatores envolvidos na
homeostasia do disco intervertebral e ajudar no desenvolvimento de
terapéuticas celulares para regenerar ou substituir as células do disco
intervertebral degenerado. No entanto, o estudo de células da notocorda
humana tem sido dificultado por restrigdes €ticas, logisticas e técnicas,
0 que constitui uma importante limitagao para o avango cientifico
nesta area. Este estudo foi realizado com o objetivo de isolar células
da notocorda (precursoras do NP) das do escler6tomo (precursoras do
anel fibroso (AF) e das vértebras) a partir de embrides e fetos humanos
e caracterizar o seu fenotipo e os mecanismos ou moléculas reguladores
da sua fung¢ao no disco intervertebral.

Métodos: Embrides e fetos humanos (3.5 a 12 semanas pos-
concecao) foram dissecados e caracterizados morfologicamente para
confirmar a presenca de células da notocorda na coluna vertebral
em desenvolvimento. Uma vez que nesta altura do desenvolvimento
humano nao existe uma demarcac¢ao 6bvia dos limites entre o NP, o
AF e o corpo vertebral, foi desenvolvida uma estratégia baseada na
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identificacdo de um marcador celular especifico para as células da notocorda e na sua utiliza¢do para as
separar das células do esclerotomo. Para identificar esse marcador realizou-se uma pesquisa da literatura;
seguidamente, os potenciais marcadores foram testados por imunohistoquimica em sec¢des embrionarias
e fetais contendo cé¢lulas da notocorda. Apds identificagdo do marcador a usar, € uma vez que esse tinha
localizagao intracelular, foi desenvolvida uma metodologia que permitisse extrair RNA a partir de um
numero limitado de células fixadas, permeabilizadas, marcadas com um anticorpo fluorescente ¢ separadas
por citometria de fluxo. O método desenvolvido foi entdo utilizado para separar e extrair RNA a partir de
células da notocorda e esclerotomo fetais. A precisdo da separagdo foi confirmada pela quantificagdo por
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR) da expressdo de genes da notocorda nos dois tipos
celulares separados. Posteriormente, microarrays foram utilizados para identificar o fenotipo e o software
interactive pathway analysis (IPA®) foi utilizado para identificar moléculas e fatores reguladores da fungdo
das células da notocorda.

Resultados: A coluna vertebral fetal humana foi validada como uma fonte adequada para obtengao de
células da notocorda. A pesquisa da literatura identificou 16 potenciais marcadores especificos destas células
e a validacao de um grupo deles identificou as moléculas KRTS8, KRT18 e KRT19 como sendo especificas
para as células da notocorda da coluna vertebral fetal humana. Verificou-se que uma metodologia consistindo
na fixacdo e permeabilizagao de células com 95% etanol/ 5% acido acético, marcagdo com um anticorpo
fluorescente anti-KRT18 e separacao por citometria de fluxo permitia obter RNA de elevada qualidade. Esse
método foi utilizado para separar células extraidas enzimaticamente da coluna fetal humana e separar as
células da notocorda (precursoras do NP e KRT18-positivas) das células do esclerotomo (precursoras do AF
e das vértebras e KRT18-negativas). A maior expressao diferencial dos genes da notocorda KRT18, KRT19,
brachyury, Galectin 3, CTGF e FOXA2 pelas células KRT18-positivas confirmou a precisdo da separagao.
A analise dos dois tipos celulares por microarrays identificou 782 genes regulados positivamente ¢ 678
regulados negativamente pelas células da notocorda. A analise IPA identificou 30 moléculas reguladoras dos
genes expressos pelas células da notocorda. Destas, o hepatocyte growth fator (HGF) foi identificado como
o principal fator de crescimento a montante das células da notocorda ativando genes importantes para a sua
fun¢do no disco intervertebral.

Discussao: Este estudo isolou pela primeira vez células da notocorda humana. Para o realizar foi
desenvolvida uma metodologia complexa, cujas aplicagdes se estendem para la desta area de investigagao.
A analise por microarrays identificou marcadores fenotipicos das células da notocorda, alguns dos quais
potencialmente responsaveis pelos seus efeitos protetores no disco intervertebral. O fator de crescimento
HGF foi identificado como um regulador destas células, podendo ser responsavel por algumas das fungoes
que lhes sao atribuidas.

Palavras chave:

Disco intervertebral, nicleo pulposo, degeneragado discal, células da notocorda, fendtipo, microarrays,

regeneracao, terapéuticas celulares

ABSTRACT

Introduction: For the development of cell-based therapies targeting intervertebral disc (IVD) degeneration
a thorough understanding of its cells and the molecular pathways leading to their differentiation is required.
The embryonic, foetal and juvenile nucleus pulposus (NP) is populated by large vacuolated notochordal
cells that with skeletal maturity become replaced by smaller chondrocyte-like cells. Since animal and in
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vitro studies have shown that notochordal cells display protective and anabolic roles in the [VD, their loss
in humans has often been suggested to initiate the degenerative process. As such, a detailed understanding
of these cells and their regulatory pathways may help to identify factors involved in [IVD homeostasis and
the development of novel cell-based therapies targeting disc degeneration. The study of human notochordal
cells has however been hindered by ethical, logistical and technical restrictions in obtaining suitable samples,
which constitutes a major limitation to the field. This study was conducted with the objective of isolating
notochordal cells (precursors of the NP) from their adjacent sclerotomal tissues (precursors of the annulus
fibrosus (AF) and vertebrae) from human embryonic and foetal spines and to identify their phenotype and
potential factors involved in their function in the IVD.

Methods: Human embryonic and foetal spines (3.5-12 weeks post-conception) were dissected and
characterised morphologically to confirm their suitability as sources of notochordal cells. Then, and since there
was no visible demarcation between the NP, AF and vertebral regions, a strategy involving the identification
of a notochord-specific marker to label and sort notochordal cells was devised. To identify a notochord-
specific marker, a literature search was performed followed by the validation of identified putative markers
in the human foetal spine using immunohistochemistry. Subsequently, and as the identified marker had an
intracellular location, a novel methodology was developed to allow for the extraction of high quality RNA
from limited numbers of fixed, permeabilised, labelled with a fluorescent antibody and sorted cells. Using the
optimised methodology, RNA was extracted from notochordal and sclerotomal cells. Separation accuracy was
validated using real time quantitative polymerase chain reaction (QRT-PCR) for known notochordal markers.
Microarrays were then used to identify differentially expressed genes between notochordal and sclerotomal
cells and interactive pathway analysis (IPA) was used to identify notochordal cell regulators.

Results: The human foetal spine was validated as a suitable source of notochordal cells. The literature
search identified 16 putative markers and the validation of a panel of these identified KRTS, KRT18 and
KRT19 as human notochord-specific markers. A methodology involving cell fixation and permeabilisation
using 95% ethanol/ 5% acetic acid, followed by incubation with a directly conjugated KRT18 antibody and
separation by fluorescence activated cell sorting was found to have no detrimental effect on the RNA quality.
This method was therefore used to separate enzymatically obtained human foetal notochordal cells (NP
precursors and KRT18-positive) from sclerotomal cells (AF and vertebrae precursors and KRT18-negative).
gRT-PCR analysis validated the cell separation methodology by confirming that notochordal cells had higher
differential expression of the notochordal markers KRT18, KRT19, brachyury, Galectin 3, CTGF and FOXA2.
Array analysis identified 782 upregulated and 678 downregulated genes. IPA analysis identified 30 upstream
regulators of notochordal cell genes. Of these, hepatocyte growth factor (HGF) was the top growth factor
and was predicted to be activating a number of relevant notochordal genes.

Discussion: This study isolated, for the first time, human notochordal cells. To do so, a complex labelling
methodology was devised that is applicable to different areas of research. Microarray analysis identified a
list of notochordal cell markers, some of which may be important in notochordal cell function within the
IVD. Importantly, HGF was identified as an upstream regulator of notochordal cells that may be involved in
some of the biological functions attributed to them.

Key words:

Intervertebral disc, nucleus pulposus, disc degeneration, notochordal cells, phenotype, microarrays,

regeneration, cellular therapies
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INTRODUCAO

A dor lombar é um sintoma praticamente universal,
apresentando prevaléncias pontual, mensal e global
de 11.9%]['], 23.2% e 84%][?], respetivamente. Apesar
de fatores como carga, hereditariedade, profissdo,
diabetes, obesidade, tabagismo ¢ consumo de alcool
estarem implicados na sua patogénese, estudos
observacionais demonstram que cerca de 40% dos
casos de lombalgia tém associada degeneragao do
disco intervertebral (diagnosticada por ressonancia
magnética)[>*], tendo ja sido estabelecida uma rela¢do
de causalidade entre os dois fendmenos[> °].

O disco intervertebral ¢ uma estrutura complexa
que permite flexibilidade a coluna vertebral e suporta
e distribui o peso que é aplicado através desta. E
formado perifericamente pelo anel fibroso (AF), uma
estrutura lamelar formada sobretudo por colagénio
tipo I que rodeia o nicleo pulposo (NP), uma estrutura
gelatinosa, hidratada e rica em proteoglicanos. A
separar o disco intervertebral das vértebras adjacentes
encontram-se placas terminais cartilagineas, que
permitem o transporte passivo de nutrientes da
vértebra para o disco e de produtos de degradagao
do disco para a vértebra[’]. Apesar das densidades
celulares no NP e no AF serem extremamente baixas[?]
as suas células assumem um papel fundamental na
manutenc¢ao da integridade do disco intervertebral,
sendo responsaveis pela sintese e degradacdo da
matriz extracelular destas estruturas[8]. Isto assume
particular importancia no NP, que ¢é a primeira
estrutura a ser afetada durante a degeneragao discal e,
consequentemente, aquela cuja integridade funcional ¢
mais importante para a manuten¢do da fungdo normal
do disco intervertebral[’].

A degeneracdo discal inicia-se assim, por um
desequilibrio entre a sintese ¢ degradagdao da matriz
extracelular do NP mediada pelas suas células e
que se caracteriza por uma reduc¢do do contetdo
de proteoglicanos e uma substitui¢do gradual de
colagénio tipo II (o principal colagénio do NP) pelo
mais fibroso colagénio tipo 1. Estas alteragdes celulares
¢ da matriz extracelular levam a desidratacdo do NP,
que se torna incapaz de distribuir equitativamente

as forgas compressivas provenientes dos corpos
vertebrais, € que sdo consequentemente transmitidas
de forma nao uniforme para o AF gerando areas
de pressdo aumentada e micro-trauma['°]. Estas
alteracdes na normal distribuicdo de cargas levam
ao aparecimento de fissuras e roturas no AF, através
das quais o NP hernia para o canal vertebral e neo-
vasos € nervos crescem para o interior do disco; estes
vasos e nervos transportam estimulos nocicetivos que
contribuem para a dor lombar[®]. Em tltima instancia,
a altura do disco intervertebral diminui. Esta cadeia
de eventos envolve também as estruturas anatdmicas
vizinhas, uma vez que a perda de altura do disco e da
sua capacidade de suportar cargas levam ao aumento
da carga sobre as facetas articulares intervertebrais
¢ o ligamento amarelo, que hipertrofiam, e sobre a
musculatura paravertebral, originando desequilibrios
musculares; o conjunto destes fatores € responsavel
pela dor lombar axial. Por outro lado, o abaulamento,
herniagao e perda de altura discais e a hipertrofia de
facetas e do ligamento amarelo reduzem o didmetro
do canal vertebral e dos buracos vertebrais, levando
a compressdo medular e/ou das raizes nervosas['"'?].

Quando as medidas de tratamento conservador
para as patologias associadas a degeneragao discal
(herniagao discal, estenose canalar com ou sem
espondilolistese e escoliose degenerativa['!12]) falham,
o tratamento cirirgico consiste frequentemente na
exérese do disco e consequente fusao do segmento
vertebral ou a sua substitui¢do protésica. Apesar
destas terapéuticas serem relativamente eficazes no
alivio da dor e terem resultados clinicos geralmente
favoraveis, estdo também associadas a complicagdes
importantes, como a degeneragdo do disco adjacente
ou complicagdes relacionadas com o implante, tais
como migragdo, infe¢do ou faléncia['* *]. Além disso,
estes tratamentos estdo direcionados para o alivio
sintomatico mas ndo resolvem a patologia subjacente.

As terapéuticas celulares constituem alternativas ou
complementos aos tratamentos cirurgicos disponiveis
atualmente. Em Ortopedia, estas estratégias foram
ja aplicadas com bons resultados na regeneragao
tendinosa[!’], meniscal['®], ligamentar['"],
cartilaginea['®] e 0ssea[!?]. A terapia celular baseia-se
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em dois métodos fundamentais:

1) ex vivo, em que o tecido é completamente gerado
in vitro e s6 entdo transplantado para o doente;

i) in vivo, em que células isoladamente ou em
combinagdo com estruturas tridimensionais porosas
(scaffolds) sdo implantadas sem terem sido cultivadas
previamente, maturando e diferenciando-se no corpo
do doente[?°]. Para o sucesso de qualquer dos métodos
¢ crucial que as células implantadas sejam capazes
de substituir e/ ou estimular as células nativas a
produzirem uma matriz extracelular saudavel e
hidratada, capaz de realizar as suas fungoes.

As células estaminais mesenquimatosas (MSC)
sao células estaminais do adulto que se encontram
em multiplos tecidos (medula 6ssea, tecido adiposo,
corddo umbilical, musculo, derme, periosseo,
membrana ¢ liquido sinoviais e cartilagem[*'**]) e que
podem diferenciar-se em células de diversos tecidos
como cartilagem [*!2*2], 0sso[**?"], tecido adiposo["
28], ligamento[**?°] e musculo[?']. Estudos na area
do disco intervertebral mostram que as MSC tém
potencial para regenerar o disco intervertebral[>*3%].
No entanto, para que uma célula progenitora seja
diferenciada e substitua e estimule a populagao celular
do NP, ¢ essencial que o fendtipo da célula do NP
seja conhecido. So este conhecimento permitira que a
c¢lula implantada execute as suas fungdes, produzindo
e mantendo uma matriz extracelular hidratada.

Recentemente, o fenotipo das células dos NP adulto
foi elucidado usando microarrays [**37]. As células
do NP sdo, no entanto, complexas na sua morfologia,
fendtipo e origem embrionaria. Enquanto que o NP
juvenil é populado por células grandes e vacuoladas
derivadas da notocorda fetal e embrionaria, com a
maturidade esquelética estas células da notocorda
“desaparecem”, sendo substituidas por células mais
pequenas, semelhantes a condrocitos, que tém sido
chamadas de células do NP adulto. Este fenomeno
¢ particularmente importante uma vez que a “perda”
de células da notocorda tem sido implicada na
patogénese da degeneragdo discal, tal como € sugerido
pela analise post-mortem de discos intervertebrais
realizada por Walmsley em que se verificou que
o momento do desaparecimento destas células se
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correlaciona com o aparecimento dos primeiros
sinais histologicos de degeneracao[*®]. Esta hipoOtese
¢ ainda suportada pelo facto de certas racas de caes
(denominadas condrodistroficas), tal como o homem,
perderem as células da notocorda e desenvolverem
espontaneamente degeneracao discal, enquanto que
outras ragas (ndo-condrodistroficas), que mantém
essas células ao longo da vida, sdo resistentes a
degeneracéo discal[*?]. In vitro, existe evidéncia de
que as células da notocorda tém um papel importante
na manuten¢do da homeostasia do disco intervertebral:
estas produzem mais proteoglicanos do que as c€lulas
do NP adulto e, portanto, uma matriz extracelular
mais hidratada[*']; quando em co-cultura as células
da notocorda estimulam as células do NP adulto a
produzirem uma matriz extracelular mais hidratada[*-
4] e evitam a morte das células do NP adulto induzida
pela interleucina-1 (11-1)[**].

Se, tal como a evidéncia existente sugere, as células
da notocorda ou fatores por elas sintetizados sao os
ideais para manter uma matriz do disco intervertebral
hidratada e funcionante, o conhecimento do fendtipo
destas células e das moléculas e mecanismos que
regulam o seu desenvolvimento, permitira identificar
fatores importantes na manutencdo da homeostasia
do disco intervertebral e no desenvolvimento de
novas terapéuticas regenerativas/celulares. No
entanto, e como as células da notocorda apenas estdo
presentes no disco intervertebral durante os periodos
embrionario e fetal e nos primeiros anos apos o
nascimento, a investigacdo destas células tem sido
limitada por restricdes éticas, logisticas e técnicas e,
até a data, ndo existe qualquer estudo caracterizando
as células da notocorda humana.

A notocorda humana origina-se ap6s a 3 semana
pos-concegio (SPC). E formada por células grandes
e vacuoladas e ocupa uma posi¢do central ao longo
do eixo cranio-caudal do embrido, encontrando-
se anterior ao tubo neural e com uma coluna de
somitos em cada lado. Apos a 4* SPC a notocorda
induz a migracdo central das células dos sémitos
(entdo denominadas células do escler6tomo), para
circundarem e envolverem a notocorda e o tubo
neural[*]. Durante as 5* e 6* SPC, as células do
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esclerotomo adotam uma organizagao segmentar, com
segmentos de elevada densidade celular intercalando
com segmentos de menor densidade; centralmente,
mantém-se presente uma coluna continua de células
da notocorda, que suporta o embrido. Apods a 7* SPC
as células do escler6tomo nas regides de menor
densidade celular comegam a comprimir a regiao
central, “empurrando” as cé¢lulas da notocorda
para os segmentos adjacentes. Nestes, as células
do escler6tomo vao condensar-se na periferia,
adotando uma distribui¢ao lamelar, acomodando
no seu centro as células da notocorda provenientes
dos segmentos adjacentes. Nesta fase, as estruturas
vertebrais assumem ja as caracteristicas morfologicas
da coluna do adulto: as células centrais da notocorda
correspondem ao NP, as células do esclerétomo
localizadas a periferia destas constituirdo o AF ¢ as
células do escler6tomo nos segmentos adjacentes
comecam o processo de hipertrofia que as levara a
formagéo do corpo vertebral[*”-#].

A hipotese para este estudo foi que a coluna
embrionaria e fetal humana contém células da
notocorda e que a identificacdo do fenétipo destas
c¢lulas e dos fatores por elas produzidos sédo
importantes para o desenvolvimento de terap€uticas
celulares para a regeneracao do disco intervertebral.
Para testar esta hipotese, células da notocorda humana
foram isoladas da coluna vertebral fetal e microarrays
foram utilizados para caracterizar o seu fenotipo e
identificar fatores responsaveis pela sua fungdo no
disco intervertebral.

MATERIAIS E METODOS

Aquisicao de amostras e cultura celular

Embrides (3-8 SPC) e fetos (8*-12* SPC) humanos
foram adquiridos através de uma colaboragdo com o
grupo do Professor Neil Hanley (Institute of Human
Development, Faculty of Medical and Human
Sciences, The University of Manchester, Reino Unido)
apos consentimento autorizado por parte de mulheres
a realizarem interrupgdes voluntarias da gravidez.
Aprovacdo para a realizacdo do projeto foi obtida
junto do comité de ética local (Manchester Royal

Infirmary, Ref. No: 08/H1010/28 Early Pregnancy
Tissue Collection). Os embrides foram estadiados
por esteromicroscopia de acordo com a classificagao
de Carnegie[*’], sendo esta posteriormente convertida
em SPC. O comprimento das maos e pés fetais foram
usados para dar uma estimativa da idade destes em
SPC.

As células MCF-7 (Michigan Cancer Foundation)
sdo uma linha celular de células de carcinoma
mamario. Um recipiente contendo 4x10° células MCF-
7 foi adquirido através da European Collection of Cell
Cultures. Estas células foram cultivadas a 37°C e 5%
CO, em EMEM contendo 10% de soro fetal bovino,
1% de glutamina, 1% de aminoacidos nao essenciais,
100U/ml de penicilina, 100mg/ml de estreptomicina
e 250ng de anfotericina.

Dissecciao de colunas vertebrais embrionarias e
fetais humanas

Todos os espécimes foram dissecados entre 2-4
horas apds a sua colheita. A disseccdo foi realizada
com técnicas estéreis utilizando instrumentos de
microcirurgia e sob visualizagdo microscopica (Stem
2000, Carl Zeiss®).

Devido a pequena dimensdo dos embrides ¢
fetos e a inexisténcia de uma demarcacio clara
entre os limites do NP, AF e corpo vertebral em
desenvolvimento, a dissec¢do foi realizada para
isolar as estruturas precursoras da coluna vertebral
(vértebras e discos intervertebrais) desde a regido
cervical a lombar. Deste modo, colunas vertebrais
juntamente com os seus tecidos adjacentes (espinhal
medula, costelas e ligamentos) foram colhidos do
embrido/feto e transferidos para uma placa de Petri
contendo solugdo tampao salina de fosfato (PBS)
Posteriormente, as costelas, nas suas articulagdes
costovertebrais, e a medula espinhal primeiro, e os
ligamentos longitudinais anterior e posterior depois
foram cuidadosamente dissecados da coluna vertebral
e descartados. Por ultimo, as colunas vertebrais
dissecadas contendo apenas os discos intervertebrais
e as vértebras foram lavadas em PBS (Figura 1).
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Caracterizacao histolégica da coluna vertebral
embrionaria e fetal

As colunas vertebrais dissecadas foram
imediatamente fixadas em 4% paraformaldeido/PBS,
descalcificadas em 20% EDTA, re-hidratadas em
agua, processadas e embebidas em parafina. Sec¢des
sagitais com Sum de espessura ao longo de toda a
coluna foram obtidas e montadas em laminas para
visualizag¢do. A coloragdo de hematoxilina ¢ eosina
(H&E) foi usada para caracterizagao morfologica da
coluna vertebral e identificagdo das regioes contendo
células da notocorda. As laminas coradas foram
visualizadas por microscopia de luz.

Pesquisa da literatura

Devido a auséncia de uma demarcagao clara
entre os limites das diferentes estruturas vertebrais,
foi realizada uma pesquisa literaria para identificar
um marcador especifico das células da notocorda
que pudesse ser utilizado para separa-las das células
do esclerotomo adjacentes. As bases de dados da
PubMed ¢ Embase foram pesquisadas usando a

seguinte combinagdo de termos: (“nucleus pulposus”
OR “notochordal cells” OR “notochord”) AND
(“marker” OR “gene” OR “protein” OR “phenotype”).
Para complementar a pesquisa, referéncias relevantes
dos artigos selecionados e de revisdes da literatura
foram também pesquisadas. Foram incluidos todos
os estudos publicados na lingua inglesa, portuguesa,
espanhola e francesa, realizados em humanos ou
animais. Os artigos selecionados foram pesquisados
para identificar potenciais marcadores (genes ou
proteinas) com expressao em células da notocorda
(de animais que as retém), em células do NP humano
(que apesar de nao possuir células da notocorda ¢
derivado delas[*’]) ou em células da notocorda de
embrides ou fetos (independentemente da espécie a
que pertencem).

Identificacio imunohistoquimica de um marcador
especifico para as células da notocorda humana
Para identificar um marcador especifico para
as cé¢lulas da notocorda humana, um conjunto de
marcadores identificados na pesquisa literaria foi

Figura 1. Dissec¢@o da coluna vertebral fetal humana. a) Imagem de uma coluna vertebral ndo
dissecada de 12 SPC. b) Ampliagdo microscopica da mesma coluna apoés a remogao da medula
espinhal, costelas e ligamentos longitudinais anterior e posterior; as regides do disco intervertebral
(*) separam as vértebras (>) adjacentes; no centro dos destas encontra-se uma area mais densa,
correspondente ao centro de ossificagdo. ¢) Seccdo axial através do disco intervertebral, onde se
observa, na periferia, o AF formado por lamelas concéntricas e, no centro, a regido do NP; nao
existe uma clara demarcagio de limites entre estas duas estruturas. d) secgio axial através do corpo
vertebral mostrando na regiao central o centro de ossificagao.
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testado por imunohistoquimica em sec¢des da coluna
embrionaria e fetal. A coloracdo foi realizada segundo
o método de Avidina-Biotina-Peroxidase para as
proteinas brain acid soluble protein 1 (BASP1),
galectin-3 (Gal-3), CD55, connective tissue growth
fator (CTGF), cytokeratin (KRT) 8, 18 e 19 ¢
n-cadherin (NCAD). Imunoglobulinas (Ig) de controlo
foram usadas como controlos negativos e seccdes de
tecidos que expressam o anticorpo de interesse foram

usadas como controlos positivos. Varios protocolos
de recuperacdo antigénica e varias concentragdes
foram testados para determinar o método ideal para
cada anticorpo. O quadro I detalha os anticorpos
(primarios e secundarios) usados, bem como como as
concentragdes e protocolos de recuperagao antigénica
otimizados para cada anticorpo. Apds a otimizagao
destes, cada anticorpo foi testado numa coorte de
secgoes de coluna vertebral embrionarias e fetais (3.5 -

Quado I. Métodos utilizados na coloragao imunohistoquimica.

Anticorpo 11° Clonalidade e Concentragao Método de recuperacao Anticorpo 2™ e
(produtor e isotipo de anticorpo 1 antigénica concentragao
cédigo de produto)

Anti-BASP1 IgG policlonal 0.67pg/mL Tampao TE (1mM Tris, IgG de cabra anti igG
(Santa Cruz de coelho 1mM EDTA, pH 8.0): de coelho (1.33pg/mL)
Biotechnology, sc-66994) - 10 minutos em vapor de agua

- 10 minutos na bancada
Anti-Gal-3 1gG policlonal 4pg/mL Pepsina + Pronase: IgG de cabra anti igG
(Santa Cruz de coelho - 10min 0.25% Pepsina em HCI, de coelho (1.33pg/mL)
Biotechnology, sc-20157) - 10min 0.1% Pronase em TBS,

pH 7.2
Anti-CD55 IgM monoclonal 25pg/mL Tampao TE IgG de cabra anti igG
Sigma-Aldrich, de rato de rato (1.33pg/mL)
SAB4700249)
Anti-CTGF 1IgG1 monoclonal 0.25pg/mL Tampéo Citrato (1mM acido IgG de cabra anti igG
(R&D Systems, MAB660) de rato citrico, pH 6.0): de rato (1.33pg/mL)

- 10 minutos em vapor de agua

- 10 minutos na bancada
Anti-KRT8 1IgG1 monoclonal 0.5pg/mL Pepsina + Pronase IgG de cabra anti igG
(Zytromed Systems, de rato de rato (1.33pg/mL)
603-2156)
Anti-KRT18 IgG1 monoclonal 0.338pg/mL Tampao TE IgG de cabra anti igG
(DakoCytomation de rato de rato (1.33pg/mL)
M7010)
Anti-KRT19 IgG1 monoclonal 0.016pg/mL Tampao TE IgG de cabra anti igG
(DakoCytomation, de rato de rato (1.33pg/mL)
M0888)
Anti-N-Cadherin IgG1 monoclonal 66.7ug/mL Pepsina (10 min 0.25% IgG de cabra anti igG
(Sigma-Aldrich, de rato Pepsina em HCI) + Tampéao TE de rato (1.33pg/mL)
C3865

REVISTA PORTUGUESA DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA




Isolamento e caracterizacdo das células da notocorda humana

12 SPC) contendo regides da notocorda, para avaliar a
especificidade de cada um dos anticorpos. As laminas
coradas foram visualizadas por microscopia de luz.

Extracio de células da coluna vertebral
embrionaria/ fetal

Imediatamente ap6s a disseccdo, as colunas
vertebrais embriondrias e fetais foram cuidadosamente
trituradas com um bisturi e digeridas durante 16 horas
em a-MEM (Sigma-Aldrich®, M4526) contendo 100U/
ml de penicilina, 100mg/mL de estreptomicina, 250ng
de anfotericina, 2.5mg/mL de colagenase tipo II (Life
Technologies®, 17101) e 1 mg/mL de hialuronidase
(Sigma-Aldrich®, H3506). Apos a digestao, as células
foram ressuspendidas em Cell Dissociation Solution
Non-enzymatic (Sigma-Aldrich®, C5789) a 37°C por
uma hora para dissociar os agregados de células da
notocorda[’!]. Apds dissociag@o as células frescas
isoladas da coluna vertebral dissecada foram lavadas
em PBS e usadas para separacdo entre células da
notocorda e do esclerotomo.

Desenvolvimento de uma metodologia para
obtencio de RNA a partir de células da notocorda
e do esclerotomo humanos

Dos marcadores testados por imunohistoquimica,
a KRT18 foi identificada como sendo o marcador
especifico mais adequado para marcar e separar as
células da notocorda (KRT18-positivas) das células
do escler6tomo (KRT18-negativas) isoladas da coluna
vertebral embrionaria/ fetal. Uma vez que a sua
localizagdo ¢ intracelular, para que as células sejam
marcadas com um anticorpo contra este marcador
tém que ser previamente fixadas e permeabilizadas,
para permitir a penetracdo do anticorpo através da
membrana celular. A fixagdo e permeabilizagado
celulares sao métodos que, por exporem o interior da
célula, afetam a qualidade do RNA, qualidade esta
que ¢ fundamental para a realizagdo de microarrays
. Assim, uma metodologia foi desenvolvida para
permitir obter RNA de elevada qualidade a partir de
células fixadas, permeabilizadas, marcadas com um
anticorpo fluorescente anti-KRT18 e separadas por
citometria de fluxo.

www.rpot.pt

Devido a dificuldade na obtengdo de amostras
embrionarias e fetais suficientes, a linha celular MCF-
7 (que também expressa KRT18) foi usada para a o
desenvolvimento ¢ otimizagao deste protocolo, tendo
este sido posteriormente aplicado em células da coluna
vertebral fetal. O protocolo foi dividido em 3 passos:

i)  fixagdo e permeabilizacdo;

ii) fixagdo, permeabilizagdo e marcagdo com
anticorpo fluorescente anti-KRT18;

iii) fixagdo, permeabilizagdo, marcagdo com anti-
KRT18 e separacao por citometria de fluxo.

O RNA das células MCF-7 foi extraido ap6s cada
um destes passos e a sua quantidade, grau de pureza
e integridade foram analisados. Todas as experiéncias
foram realizadas em triplicado e os reagentes usados
eram certificados como livres de RNAses e DNAses.

Para reproduzir o limitado ntimero de células
existente na coluna vertebral embrionaria e fetal
5x10% células MCF-7 foram usadas em cada
condicao experimental. Abreviadamente, as células
foram cultivadas, tripsinizadas, contadas com um
hemocitémetro e distribuidas pelo nimero adequado
de tubos de micro-centrifugacdo. Apos lavagem
em PBS, as células foram incubadas com os varios
agentes de fixagdo e permeabilizacdo a ser testados
(Quadro II) a 4°C durante 10 minutos. Seguidamente,
as células foram lavadas em PBS e incubadas a 4°C
durante 10 minutos na presenc¢a de 1.5pg/mL de anti-
KRT18 conjugado diretamente com isocianato de
fluoresceina (FITC) em PBS. Finalmente, as células
foram ressuspendidas em PBS para separagdo por
citometria de fluxo. IgG de rato diretamente conjugada
com FITC foi usada como controlo negativo.

Quadro II. Agentes de fixacdo e permeabilizagao testados.

95% etanol / 5% acido acético (etanol/ acido acético)
100% RNAlater®

50% RNAlater® em PBS

100% etanol

UM-Fix[*?] (90% metanol/ 10% polietilenoglicol)
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Separacio de células da notocorda e do escler6tomo
isoladas a partir da coluna vertebral fetal

Apos otimizagdo do método adequado para
marcacao e separacdo de células KRT18-positivas,
células extraidas da coluna vertebral de um feto de 9
SPC foram fixadas e permeabilizadas, marcadas com
FITC-anti-KRT18 e separadas por citometria de fluxo.

A citometria de fluxo foi realizada com
o instrumento FACS Aria (BD Biosciences®). A
excitagao de particulas foi realizada com o laser
azul (488nm) e a detecdo com o filtro 530/30. As
células separadas foram colhidas para um tubo de
micro-centrifugacdo contendo 350uL de tampao de
lise celular (RLT lysis buffer, RNeasy micro plus kit,

Qiagen®).

Extracio e analise da quantidade, grau de pureza
e integridade do RNA e amplificacio para cDNA

O RNA foi extraido com o RNeasy micro plus kit
(Qiagen®). As seguintes alteragcdes ao protocolo base
foram realizadas:

1) o lisado celular foi aquecido a 37°C antes da sua
homogeneizagao;

ii) para eluir o RNA foi utilizada agua a 60°C;

iii) para aumentar a quantidade de RNA obtida, o
eluente foi repipetado pela coluna de extragdo
de RNA.

A quantifica¢do e analise da pureza do RNA

foram realizadas com o Nanodrop ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific®), que

avalia a concentracdo e os racios 260/280 e 260/230.
Estes racios avaliam o grau de pureza do RNA, que ¢
maximo para valores proximos de 2. A integridade do
RNA foi avaliada com o Algilent 2100 Bioanalyser
(Algilent Technologies®), que mede o RNA integrity
number (RIN), que varia entre 0 ¢ 10 pontos, sendo
10 o valor maximo de integridade.

O RNA obtido foi amplificado para Spia® (Single
Primer Isothermal Amplification) cDNA com o
Ovation Pico WTA v2 kit (NuGen Technologies®),
purificado com o RNeasy MinElute kit (Qiagen®) e
fragmentado e marcado para andlise com o Encore
Biotin Module (NuGen Technologies®). Todos estes
passos foram realizados de acordo com as instrugdes
do produtor.

Validac¢ao da separacao celular através da analise
da reacio em cadeia da polimerase em tempo real
Para determinar a precisdo da separagdo entre
células da notocorda e do esclerotomo, realizou-se a
reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQRT-
PCR) para genes anteriormente descritos como sendo
da notocorda (Quadro III). Todas as reagdes foram
realizadas em triplicado usando o Applied Biosystem
StepOnePlus® e a expressdo relativa de cada gene
foi normalizada a expressao do gene constitutivo
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), como previamente descrito[**].

Quadro III. Oligonucleotideos iniciadores humanos usados para a qRT-PCR.

Gene Simbolo NCBI Oligonucleotideo Oligonucleotideo
RefSeq iniciador forward iniciador reverse

Glyceraldehyde-3- GAPDH NM_001256799 CTCCTCTGACTTCAACAG CGTTGTCATACCAGGAAA
phosphate dehydrogenase
Cytokeratin 18 KRT18 NM_000224.2 CTGCTGAACATCAAGGTC AGGCATCACCAAGATTAAAG
Cytokeratin 19 KRT19 NM_002276.4 CCATGAGGAGGAAATCAGT GTCACTCAGGATCTTGGC
Brachyury T NM_080646.1 CTCACCAACAAGCTCAAC CTGTGATCTCCTCGTTCTG
Galectin 3 Gal3 NM_002306.3 CAGACAATTTTTCGCTCCATGA GGCCATCCTTGAGGGTTTG
Connective tissue CTGF NM_001901.2 CGGGTTACCAATGACAAC TGCCCTTCTTAATGTTCTC
growth fator
Forkhead box protein A2 FoxA2 NM_021784 AGCAGCTACTATGCAGAG GCTCATGTACGTGTTCAT
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Microarrays de DNA complementar (cDNA)

Para hibridiza¢ao com o gene chip Human Genome
U133 Plus 2.0 microarray (Affymetrix®) foram usados
2.5ng de cDNA de cada uma das amostras. O controlo
de qualidade foi realizado com o software dChip[**]
e a analise dos genes com expressdo diferencial foi
realizada com o pacote PUMA[*]. A interactive
pathway analysis (Ingenuity Systems®) foi usada
para identificar redes celulares, fungdes bioldgicas e
reguladores dos genes com expressao diferencial entre
as células da notocorda e as células do esclerotomo. Os
genes com expressao diferencial foram definidos como
aqueles que apresentavam um racio logaritmico de
base 2 (Log,) superior a 2 (equivalente ao quadruplo
da expressdo) e uma probabilidade logaritmica
normalizada positiva (PPLR) <0.05 ou >0.95.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software
GraphPad InStat (GraphPad Software Inc®), usando
o teste de Mann-Whitney-U; valores de p<0.05
foram definidos como representativos de diferenca
significativa entre médias.

RESULTADOS

Analise morfolégica da coluna vertebral
embriondria e fetal

A coloragdo H&E identificou a presenca de
células da notocorda grandes e vacuoladas ocupando
uma posi¢do central na coluna embrionaria e fetal.
Estas células estavam organizadas continuamente
ao longo do eixo do feto até a 8* SPC, a partir da
qual se encontravam restritas a regido do disco
intervertebral. Nesta regido, e perifericamente as
células da notocorda, as células do esclerotomo
apresentavam uma organizagao lamelar caracteristica
do AF adulto. Nas regides adjacentes, a densidade
celular das células do esclerétomo percursoras do
corpo vertebral era menor; no seu centro, e a partir da
10* SPC, estas tornavam-se hipertroficas, constituindo
o centro de ossificacdo vertebral (Figura 2).
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Identificacdo de um marcador especifico para as
células da notocorda

A pesquisa da literatura identificou 16 potenciais
marcadores especificos das células da notocorda
(Quadro IV). Destes, as moléculas BASP1, Galectin-3,
CD55, CTGF, KRTS8, KRT18, KRT19 e N-Cad foram
selecionadas para analise imunohistoquimica da sua
expressao em secc¢des da coluna vertebral embrionaria
e fetal. Verificou-se que as proteinas KRT8, KRT18 e
KRT19 eram especificas para as cé¢lulas da notocorda
humana em todos os niveis vertebrais (cervical,
toracico e lombar) e em todas as idades analisadas
(Figura 3), tendo a KRT18 sido escolhida como o
marcador a usar para separar as c¢lulas da notocorda
(KRT18-positivas) das células do esclerotomo
(KRT18-negativas).

Desenvolvimento de uma metodologia para
obtencao de RNA a partir de células marcadas com
um anticorpo intracelular

i) A analise do RNA extraido a partir de células
MCF-7 fixadas e permeabilizadas com diferentes
agentes demonstrou uma reduc¢ao significativa na sua
concentragdo quando comparados com o controlo
positivo (PBS). Os agentes Etanol/ acido acético e
100% RNAlater foram aqueles com os quais se obteve
RNA com maior grau de pureza e integridade (Figura
4), pelo que foram selecionados como os métodos de
fixacdo e permeabilizagdo a usar nos passos seguintes.

i) Para avaliar o efeito da marcacdo intracelular
com FITC-anti-KRT18, células MCF-7 foram
fixadas e permeabilizadas com os dois agentes
selecionados previamente e incubadas com FITC-
anti-KRT18 ou PBS (controlo). Verificou-se que a
marcagao com FITC-anti-KRT18 ndo exercia efeito
deletério sobre a quantidade ou integridade do RNA,
independentemente do agente de fixacao usado
previamente (etanol/ acido acético ou RNAlater®).
No entanto, o grau de pureza (analisado pelo racio
260/230) apos a fixagdo, permeabilizagdo e marcagao
com anticorpo era significativamente inferior quando
o RNAlater® era usado (Figura 5).

iii) Verificou-se que o RNA obtido apds separacao
por citometria de fluxo de células MCF-7 fixadas e
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Figura 2. Validacao da coluna vertebral embrionaria e fetal como uma fonte adequada de células da notocorda. Coloragdo H&E da
coluna vertebral entre as 7.5-12a SPC. (Simbolos: > células da notocorda percursoras do NP, << células do escler6tomo percursoras
do AF, « células do esclerotomo hipertroficas no centro do corpo vertebral em desenvolvimento, * vactiolos no interior das células da
notocorda). (Ampliacdo original: coluna esquerda — 150x, coluna central — 300x, coluna direita — 600x)

KRT8 KRT18 KRT19

8.5SPC

10.5 SPC

12 SPC

Figura 3. Identificacdo por imunohistoquimica de marcadores especificos para as células da notocorda. Colunas vertebrais fetais (8.5, 10.5
e 12 SPC) com coloragdo castanha positiva para KRTS, 18 e 19 exclusivamente nas células da notocorda. (Ampliagao original: fila superior
—300x, filas inferiores — 200x)
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Quadro IV. Potenciais marcadores especificos das células da notocorda. Lista de marcadores (gene ou proteina) identificados na
pesquisa da literatura como sendo expressos por células da notocorda animal, células da notocorda embrionaria e fetal humana ou
células NP do adulto.

Marcador Espécie Referéncia
Brain abundant, membrane Ratazana Tang et al, 2012 [*9]
attached signal protein (BASP1) Vaca Minogue et al, 2010 [*"]
Bone morphogenetic protein 6 (BMP-6) Ratazana Chen et al, 2007 [*8]
Cluster differentiation 239/ Porco Chen et al, 2009 [*]
Basal cell adhesion molecule (CD239) Ratazana Gilchrist et al, 2011 [*°]
Homem Gilchrist et al, 2011 [¢°]
Cluster differentiation 54/Intercellular adhesion Homem Tang, 2013 [¢"]
molecule 1 (CD54 /ICAM1)
Cluster differentiation 55/ Ratazana Leung, 2010 [¢?]
Decay accelerating factor for complement (CD55/ DAF) Homem Hoyland et al, dados n&o publicados
Connective tissue growth factor (CTGF) Ratazana Chen et al, 2007 [*8]
Forkhead box protein A1/ Rato Maier et al, 2013 [%3]
Hepatocyte nuclear factor 3-alpha (FoxA1/HNF-3A)
Forkhead box protein A2/ Rato Maier et al, 2013 [¢%]
Hepatocyte nuclear factor 3-beta (FoxA2 / HNF-3B)
Galectin-3 Homem Gotz et al, 1997 [%4]
Weiler et al, 2010 [¢%]
Integrin subunits a1, a3, a6 and 34 Porco Chen et al, 2009 [*]
Ratazana Gilchrist et al, 2011 [¢°]
Homem Gilchrist et al, 2011 [*°]
Cytokeratin 8 (KRT8) Vaca Minogue et al, 2010 [*"]
Homem Gotz et al, 1995 [°]
Cytokeratin 18 (KRT18) Vaca Minogue et al, 2010 [*"]
Homem Minoque et al, 2010 [*]
Gotz et al, 1995 [°]
Cytokeratin 19 (KRT19) Vaca Minogue et al, 2010 [*"]
Homem Weiler et al, 2010[®°]
Gotz et al, 1995[%]
Laminin 511 and 322 (LM511, LM322) Porco Chen et al, 2009[*]
Ratazana Gilchrist et al, 2011[%°]
Homem Gilchrist et al, 2011[%°]
N-Cadherin/ Cadherin 2 Vaca Minogue et al, 2010[*"]
(N-Cad / CDH?2) Ratazana Leung et al, 2010[%?]
Notochord homeobox (Noto) Rato McCann et al, 2011[*"]
Sonic hedgehog (Shh) Rato Choi et al, 2008[*°]
Brachyury (T) Ratazana Tang et al, 2012[%%]
Vaca Minogue et al, 2010[*"]
Transforming growth factor 32 Ratazana Chen et al, 2007[%]

(TGF-R2)
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permeabilizadas com etanol/acido acético e marcadas
com FITC-anti-KRT18 apresentava concentragdes
e integridade significavamente superiores as obtidas
quando o RNAlater® era usado como método de
fixacao e permeabilizacdo (Figura 6).

Estes resultados permitiram desenvolver uma
metodologia que consistia na fixacao e permeabilizacao
com etanol/acido acético, seguida de marcacdo
com FITC-anti-KRT18 e separacdo celular por
citometria de fluxo e que era capaz de obter RNA com
suficiente qualidade e integridade para a realizagdo de
microarrays a partir de um nimero limitado de células,
pelo que esta foi usada para o isolamento de RNA a
partir de células da coluna vertebral fetal humana.

Separacao por citometria de fluxo e extracao
de RNA a partir de células da notocorda e do
esclerétomo da coluna vertebral humana

A coluna vertebral de um feto de 9 SPC foi
dissecada de todos os tecidos adjacentes e as suas
cé¢lulas (da notocorda e do escler6tomo) foram
extraidas enzimaticamente, fixadas e permeabilizadas,
marcadas com FITC-anti-KRT18 e separadas por
citometria de fluxo de acordo com a metodologia
desenvolvida com células MCF-7. A andlise
citométrica do nivel de fluorescéncia detetou 3800
eventos KRT18-positivos (células da notocorda)
e 40000 eventos KRT18-negativos (células do
escler6tomo) (Figura 7).
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Figura 4. Efeito dos diferentes agentes de fixacao e permeabilizagio sobre a concentragdo, grau de pureza e integridade de RNA. Analise
da quantidade, grau de pureza e integridade de RNA obtido a partir de 50000 células MCF-7 submetidas a diferentes agentes de fixacio
¢ permeabilizagdo. Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado e os graficos representam a média ¢ o desvio padrao da média
das amostras. As linhas com * ligam dois agentes cuja diferenga de médias foi estatisticamente significativa (p<0.05).
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Extracdo de RNA a partir de células da notocorda
e do esclerotomo humano

Treze microlitros de RNA com concentragoes de
13.7ng/uL e 12.4ng/pL foram respetivamente obtidos a
partir de células KRT18-positivas e KRT18-negativas
da coluna vertebral fetal. Este RNA apresentava

elevados racio 260/280 e valores de RIN mas baixos
racio 260/230 e concentragdo (Figura 8). Devido a
sua baixa concentracdo, o RNA foi amplificado para
c¢DNA por um fator de 25 vezes nas células KRT18-
positivas e 45 vezes nas células KRT18-negativas.
Esta amplificacdo melhorou também significavamente
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Figura 5. Efeito da marcagdo com FITC-anti-KRT18 sobre a concentracdo, grau de pureza e integridade de RNA. RNA foi extraido e
analisado a partir de 50000 células MCF-7 fixadas com etanol/ acido acético ou 100% RNAlater® e marcadas com FITC-anti-KRT18
ou PBS (controlo). Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado e os graficos representam a média e o desvio padrao da média
das amostras. As linhas com * ligam dois agentes cuja diferenga de médias foi estatisticamente significativa (p<0.05).
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Figura 6. Efeito da separacdo por citometria de fluxo sobre a concentragdo, grau de pureza e integridade de RNA. RNA foi extraido e
analisado a partir de 50000 células MCF-7 fixadas com etanol/ acido acético ou 100% RNAlater®, marcadas com FITC-anti-KRT18 e
separadas por citometria de fluxo. Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado e os graficos representam a média e o desvio
padrdo da média das amostras. As linhas com * ligam dois agentes cuja diferenga de médias foi estatisticamente significativa (p<0.05).

o racio 260/230 (Figura 9).

Validacido da separacio celular por reacio em
cadeia da polimerase em tempo real

Para validar a precis@o da metodologia usada
para separar células da notocorda (KRT18-positivas)
das células do escler6tomo (KRT18-negativas), a
expressdo de genes previamente descritos como
sendo da notocorda (KRT18, KRT19, T, Galectin-3 e

FOXAZ2) foi comparada entre os dois tipos celulares. A
comparacao mostrou que as células KRT18-positivas
tém uma expressdo aumentada de todos os genes
analisados, comparativamente com as cé¢lulas KRT18-
negativas (Figura 10).
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Figura 7. Analise citométrica de células da coluna vertebral fetal marcadas com FITC-anti-KRT18. Dot plot da intensidade de
fluorescéncia (detetada com o filtro 530/30) e complexidade (SSC-H) de células de uma coluna vertebral com 9 SPC marcadas com
FITC-anti-KRT18, apos eliminacdo de células mortas, detritos e agregados celulares. A regido P3 inclui eventos definidos como KRT18-
positivos e foi selecionada pela analise das mesmas células marcadas com o controlo negativo FITC-IgG1. Os eventos com menor
intensidade de fluorescéncia do que P3 foram definidos como KRT18-negativos.

Analise dos microarrays

A analise da expressdo diferencial entre as
células separadas identificou 782 genes regulados
positivamente e 678 genes regulados negativamente
pelas células KRT18-positivas em relacao as KRT18-
negativas. O quadro V apresenta os 10 genes com
maior expressao diferencial entre as células KRT18-
positivo e KRT18-negativo (marcadores positivos)
e os 10 genes com maior expressdo diferencial
entre as células KRT18-negativo ¢ KRT18-positivo
(marcadores negativos).

A analise IPA dos fatores a montante dos genes
KRT18-positivos identificou 30 reguladores destes
genes (24 previstos estar ativados e 6 inibidos)

www.rpot.pt

(Quadro VI). Destes, o hepatocyte growth factor
(HGF) foi o fator de crescimento com probabilidade
de ativagao (score z) mais elevado. A analise das vias
de regulacdo deste fator de crescimento identificou
diversas moléculas com expressdo diferencial
aumentada nas células KRT18-positivas e envolvidas
no desenvolvimento da coluna vertebral e na atividade
bioldgica das células da notocorda (Figura 11).
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Figura 8. Analise da concentracdo, grau de pureza e integridade do RNA extraido de células
KRT18-positivas e KRT18-negativas da coluna vertebral fetal. Por s6 haver uma amostra ndo

foi realizada analise estatistica.

DISCUSSAO

As células da notocorda ou fatores por estas
produzidos tém sido propostos como tendo um efeito
anabodlico e protetor contra a degeneragdo do disco
intervertebral e o seu “desaparecimento” aquando
da maturidade esquelética, tem sido sugerido como
sendo o fator iniciador da degeneragdo discal. Deste
modo, a identificacdo do fendtipo destas células
e das moléculas que as regulam podera elucidar a
comunidade cientifica sobre quais os fatores que
regulam a homeostasia do disco intervertebral e ajudar
no desenvolvimento de novas terap€uticas bioldgicas e
estratégias celulares para combater a sua degeneragdo.

Apesar de terem ja sido efetuadas varias tentativas
para definir o fenétipo das células da notocorda em
modelos animais[>% 7 %-72] os resultados desses
estudos ndo sdo diretamente aplicaveis a investigagao
humana, ja que o fenotipo da célula do NP, que
deriva da notocorda, varia consideravelmente entre
espécies[*®3773]. Isto pode dever-se a diferencas
de organizagao celular, forma e tamanho do disco
intervertebral, postura e locomogao entre as diferentes
espécies de mamiferos[’* 7*]. A realizac¢ao de estudos
em humanos tem, no entanto, sido dificultada por
restri¢cdes éticas e logisticas relacionadas com a
aquisicdo de tecidos contendo células da notocorda,
bem como por dificuldades técnicas relacionadas com
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Figura 9. Analise da concentragdo e grau de pureza do cDNA amplificado a partir do RNA
extraido de células KRT18-positivas e KRT18-negativas da coluna fetal. A integridade apos
amplificacdo nao foi avaliada. Por s6 haver uma amostra nio foi realizada analise estatistica.

a dimensao das colunas vertebrais embrionaria e fetal e
a falta de métodos adequados para separacao de células
para realizagdo de estudos de expressdo genética em
grande escala, como microarrays. Esta lacuna tem sido
uma limitagdo importante para o aprofundamento do
conhecimento sobre o desenvolvimento, maturagdo
e degeneragdo do disco intervertebral e para a
descoberta de métodos para o regenerar.

www.rpot.pt

Assim, os objetivos deste trabalho foram:

i) desenvolver um método para o isolamento e
separagao de células da notocorda (precursoras do
NP) das células do esclerotomo (precursoras do AF e
vértebra) que lhe sdo adjacentes;

i1) caraterizar o fenotipo das células da notocorda
e identificar fatores envolvidos na funcao anabdlica
e protetora desempenhada por estas células no disco
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Figura 10 Validagdo por qRT-PCR da separacao celular. A expressdo dos genes cytokeratin (KRT) 8, 18, 19, brachyury (T), galectin-3
(GAL3), connective tissue growth fator (CTGF) e forkhead box protein A2 (FOXA2) normalizada a expressdo de GAPDH e apresentada
em escala logaritmica. Por s6 haver uma amostra nao foi realizada analise estatistica (as barras de erro correspondem ao desvio padrdo

da média das réplicas técnicas)

intervertebral.

Devido a auséncia de uma demarcacao clara entre
os limites das células do esclerotomo e da notocorda
fetais foi desenvolvida uma estratégia de separagao
baseada na identificagdo de um marcador celular
especifico para as células da notocorda, marcagao
dessas células com um anticorpo fluorescente dirigido
para o marcador identificado e separacdo das células
por citometria de fluxo.

Primeiro, a coluna vertebral fetal foi dissecada de
todos os tecidos adjacentes com o objetivo de limitar
o tipo de células a separar a dois tipos: células da
notocorda e células do esclerétomo.

Segundo, foi realizada uma revisdo extensa da
literatura para identificar um marcador especifico
para as células da notocorda. Uma vez que ha muito

pouca informacdo sobre estas células, pretenderam
identificar-se todas as moléculas que haviam sido
descritas como sendo expressas por células da
notocorda embrionaria e fetal (em estudos de biologia
do desenvolvimento), células da notocorda do NP
de animais que as retém ao longo da vida ou células
do NP humano adulto (que, apesar de ndo possuir
células com morfologia da notocorda, se pensa ser
derivado desta[*’]). Foram analisados todos os artigos
identificados, bem como referéncias relevantes desses
mesmos artigos ¢ de revisoes da literatura dentro da
mesma area. Dezasseis potenciais marcadores foram
identificados. Destes, 8 (BASP1, Galectin-3, CD55,
CTGF, KRT8, KRT18, KRT19 ¢ N-Cad) foram
selecionados para validagdo por imunohistoquimica na
coluna embrionaria e fetal humana. Estas moléculas
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Quadro V. Genes com expressao diferencial mais elevada (positiva e negativa) entre as células da notocorda e células do
esclerotomo. Expressdo diferencial (apresentada como racio em escala logaritmica de base 2), valores de p e fung@o da proteina
codificada pelo gene sdo também apresentados.

Simbolo

Gene

Racio Log,

p

Funcao da proteina codificada

Genes com expressao aumentada nas células KRT18-positivas

GRB14

HLA-DQB1 Major histocompatibility complex,

SLC19A1

FGF10

SAMDOL

SEL1L2
ADORA3

MYOZ2

CADPS

CALCRL

Growth factor recetor-bound
protein 14

class I, DQ beta 1

Solute carrier family 19
(folate transporter), member 1
Fibroblast growth factor 10

Sterile alpha motif domain-
containing protein 9-like

Sel-1 suppressor of lin-12-like 2
Adenosine A3 receptor

Myozenin 2
Ca**-dependent secretion

Ativador
Calcitonin receptor-like

7.608

6.938

6.556

6.507

6.472

6.126
5.973

5.971

5.968

5.931

3.13x 10-3

4.16 x 10-2

1.49 x 10-2

3.47 x 10-2

6.11 x 10-4

1.76 x 10-2
8.20 x 10-3

5.57 x 10-3

6.07 x 10-4

1.84 x 10-2

Genes com expressao aumentada nas células KRT18-negativas
TRAPPC9 Trafficking protein particle

1ISG20L2
HNF1A

SYTL3

FAS

PAWR

CTLA4

CD40

PSMD4

complex 9

HNF1 homeobox A

Synaptotagmin-like 3

Fas (TNF receptor superfamily,
member 6)

PRKC, apoptosis, WT1, regulator

Cytotoxic T-lymphocyte-associated

protein 4

CD40 molecule, TNF receptor
superfamily member 5

Proteasome (prosome, macropain)

268 subunit, non-ATPase, 4

ONECUT2 One cut homeobox 2

-4.007

-3.805
-3.676

-3.542

-3.476

-3.403

-3.348

-3.291

-3.285

-3.082

7.41x10-2

1.04 x 10-4
2.64 x 10-2

1.82 x 10-2

1.01 x 10-2

4.73 x10-3

2.30 x 10-1

1.09 x 10-1

1.13 x 10-1

3.45x 10-2

Interagao com insulina e recetores de insulin-like
growth fator

As moléculas HLA de classe Il sdo habitualmente
expressas na superficie de células apresentadoras de
antigénios (linfocitos, células dendriticas e macréfagos),
que estdo envolvidas no sistema imunitario

Envolvido no transporte celular de folato

Apresenta propriedades mitogénicas e esta envolvido
no desenvolvimento embrionario e na cicatrizagéo de
tecidos

Desconhecida

Desconhecida

Recetor acoplado a proteina G com fun¢des cardio e
neuroprotetoras

Proteina sarcomérica envolvida na sinalizagéo celular
da calcineurina

Proteina de membrana e citosdlica especifica de
neuronios e células enddcrinas

Recetor acoplado a proteina G recetor activity-modifying
proteins (RAMPs). Deficiéncias de RAMPS tém sido
associadas a alteragdes da formagao das vértebras e
discos intervertebrais

Envolvida na sinalizagdo da via do NF-kappa B

Desconhecida

Fator de transcricdo necessario para a expressao de
varios genes hepaticos

Pertence a familia das synaptotagmin-like proteins
SLPs). SLPs sé&o proteinas de membrana envolvidas

no transporte vesicular

Membro da superfamilia de recetores de tumour necrosis
factor (TNF)

Proteina que interage com o WT1 e que esta envolvida
na repressao da transcri¢cao

Membro da superfamilia de imunoglobulinas que codifica
uma proteina que transmite um sinal inibitério para as
células T

Membro da superfamilia de recetores de TNF

Regulador do complexo multicatalitico 26S proteasome
Fator de transcricdo que estimula a expresséo de genes

envolvidos na diferenciagédo de melandcitos e
hepatécitos
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Quadro VI. Reguladores a montante dos genes KRT18-positivo de acordo com a analise IPA. Lista das moléculas previstas estarem
a montante de e regularem (positiva ou negativamente) os genes KRT18-positivos. Sdo também apresentados o tipo de regulador, o

estado previsto de regulagdo e a probabilidade de ativagao (score z).

Regulador Racio Log, Tipo de molécula Tipo de regulacao Score z
Phorbol myristate acetate Farmaco Ativador 3.509
RELA -1.703 Regulador da transcrigao Ativador S5
HGF (hepatocyte growth factor) 3.451 Fator de crescimento Ativador 3.31
poly rl:rC-RNA Reagente quimico Ativador 3.239
IFN y -1.616 Citocina Ativador 3.087
'-alpha,?*-dihydroxy vitamin D, Farmaco Ativador 2.915
TICAM1 0.202 Outro Ativador 2.804
lonomycin Reagente quimico Ativador 2.749
IL17A 3.191 Citocina Ativador 2.739
IL3 0.177 Citocina Ativador 2.73
NFKB1 -0.215 Regulador da transcricao Ativador 2.613
HNF1A -3.676 Regulador da transcricao Ativador 2.53
IL18 -2.489 Citocina Ativador 2.466
Oligonucleotideo CpG Farmaco Ativador 2.425
GDF2 -1.593 Fator de crescimento Ativador 2.39
ETS1 -0.336 Regulador da transcrigcao Ativador 2.39
GATA1 -2.667 Regulador da transcricao Ativador 2.329
24524 5-hexachlorobiphenyl Toxina Ativador 2.236
GLI1 -2.971 Regulador da transcrigao Ativador 2.222
Tnf Familia de fatores Ativador 2.201
IL11 0.252 Citocina Ativador 2.2
valproic acid Farmaco Ativador 2.191
progesterone Molécula endogena Ativador 2.155
APLN 2.828 Outro Ativador 2
BNIP3L -0.195 Outro Inibidor -2
TNFAIP3 -1.408 Enzima Inibidor -2.169
TAF4 -1.289 Regulador da transcrigao Inibidor -2.213
COL18A1 -0.373 Outro Inibidor -2.63
NUPR1 0.469 Regulador da transcricao Inibidor -2.837
IL1RN -2.238 Citocina Inibidor -2.935

foram selecionadas por terem sido identificadas em
estudos humanos e animais. Verificou-se que as KRTS,
KRT18 e KRT19 eram expressas por todas as cé¢lulas
da notocorda em todos os niveis vertebrais e em todas
as idades gestacionais avaliadas.

As citoqueratinas sdo moléculas do citoesqueleto e
a sua expressdo, apesar de indicativa de um fendtipo
epitelial, tem sido também observada em células
derivadas da mesoderme como cardiomiocitos[”’]
e fibroblastos[’®]. A KRT18 dimeriza com a KRTS8
para formar um filamento intermediario em epitélios
estratificados simples, enquanto que a KRT19 ¢ a
mais pequena citoqueratina acidica conhecida. As
KRT8 e KRT18 estdo envolvidas na resisténcia a

apoptose induzida pelo TNF-a em hepatocitos[”’].
De relevo para a area do disco intervertebral, estas
moléculas encontram-se frequentemente presentes em
tecidos submetidos a carga mecanica[’® °], pelo que
a sua presenga no disco intervertebral podera servir
para ajudar a suportar a elevada pressao hidrostatica
existente no NP[*’]. Uma vez que néo se verificaram
diferencgas no padrao e intensidade de coloragao das
c¢lulas da notocorda pelas trés citoqueratinas, e ja
que no6s identificamos recentemente a KRT18 como
um marcador do NP adulto[*], esta foi escolhida para
marcar as células da notocorda a serem separadas por
citometria.

A KRT18, tal como todas as citoqueratinas €, no
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Figura 11. Analise IPA do fator de crescimento HGF e da forma como regula a expressao
de genes expressos pelas células da notocorda (KRT18-positivas).

entanto, uma proteina intracelular, pelo que para que
0 anticorpo consiga penetrar através da membrana
celular, € necessario fixar e permeabilizar as células. A
extracdo de RNA de células fixadas e permeabilizadas
¢, contudo, complexa e as unicas tentativas para o
fazer reportam a década de 90[*!*?], em que ¢ proposto
o uso de agentes de fixacdo e permeabilizagido de base

www.rpot.pt

alcoolica. Contudo, o RNA obtido nestes estudos nao
apresentava qualidade suficiente para a realizagao de
microarrays.

Deste modo, foi desenvolvida uma metodologia
para isolar RNA com elevado grau de pureza e
integridade a partir de células previamente fixadas,
permeabilizadas, marcadas com um anticorpo
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fluorescente ¢ separadas por citometria de fluxo.
Para o desenvolvimento desta metodologia foi
inicialmente usada a linha celular MCF-7, tendo esta
so posteriormente sido aplicada a células da coluna
fetal. Para minimizar a degradacao do RNA, todos os
procedimentos foram realizados em ambiente livre
de RNAses ¢ o numero total de passos foi reduzido,
eliminando lavagens celulares que se verificaram
redundantes e usando um anticorpo conjugado
diretamente (e ndo um anticorpo primario seguido de
um secundario). Inicialmente, foi avaliado o efeito
sobre a qualidade do RNA de agentes de fixacdo e
permeabilizacdo de base alcodlica (etanol/ acido
acético, 100% e 50% etanol e UM-Fix®) e ndo alcodlica
(100% ou 50% RNAlater®), métodos adaptados a
partir de estudos prévios[?!%], tendo-se verificado
que dois deles (etanol/acido acético e RNAlater®)
tinham o menor impacto negativo sobre a qualidade
de RNA obtida e, portanto, tendo sido escolhidos
para os passos seguintes. Posteriormente, verificou-
se que a marcagdo com anticorpo fluorescente nao
afetava a qualidade do RNA em células fixadas e
permeabilizadas com etanol/ acido acético e diminuia
ligeiramente o grau de pureza do RNA em células
fixadas com 100% RNAlater®. Por Gltimo, avaliou-
se o efeito da separagao celular por citometria de
fluxo, tendo-se verificado que a qualidade do RNA
das células fixadas e permeabilizadas com 100%
RNAlater® era drasticamente reduzida, enquanto que
a das células fixadas com etanol/ acido acético ndo era
afetada. Foi recentemente demonstrado que a radiacdo
de campo elétrico emitida pelo citometro de fluxo
pode causar disrupcao celular[*’] e talvez esta seja a
razao pela qual, nas células fixadas e permeabilizadas
com RNAlater® o RNA ¢ degradado. Nao ¢ clara,
no entanto, a razao pela qual quando as células sao
fixadas com etanol/ acido acético isto ndo acontece
mas podera estar relacionado com a diferente natureza
dos dois agentes utilizados.

Esta metodologia (fixagdo com etanol/ acido
acético, seguida de marcacao com anti-KRT18
marcado com anticorpo fluorescente e separacao
celular por citometria de fluxo) ¢ uma nova estratégia
para a obten¢ao de RNA de elevada qualidade a partir

de células marcadas com um anticorpo intracelular.
Esta foi a estratégia usada para identificar o fendtipo
das células da notocorda humana, mas é também
uma nova metodologia cuja utilidade e aplicagdo se
estendem a qualquer area de investigacao.

Utilizando o método estabelecido com a linha
celular, células da coluna vertebral fetal humana foram
isoladas enzimaticamente, fixadas e permeabilizadas,
marcadas com KRT18 e separadas em células da
notocorda (KRT18-positivas) e do esclerétomo
(KRT18-negativas). Tal como previsto pela avaliacao
morfoldgica da coluna fetal, a propor¢do de células
do escler6tomo (90.5%) foi superior a de células
da notocorda (9.5%). Apesar do numero limitado
de células separadas, foi isolado RNA e, apds
amplificagdo para cDNA, este apresentava elevada
concentracdo, grau de pureza e integridade. O grau
de precisao da separacdo em células da notocorda e
do escler6tomo foi confirmado pela maior expressao
diferencial dos genes da notocorda KRT18, KRT19, T,
Gal3, CTGF e FoxA2 pelas células KRT18-positivas
do que pelas KRT18-negativas.

Os microarrays sao uma técnica potente capaz de
medir a expressdo de todos os genes conhecidos do
genoma humano numa determinada célula num tempo
especifico e a informacao proveniente destes estudos
tem sido usada para caracterizar doengas, prever a
sua progressao e desenvolver novas terapéuticas[3¢-%%].
Na area do disco intervertebral foram usados para
caracterizar o fenotipo do NP adulto e para identificar
novos marcadores celulares que tém sido utilizados
para avaliar a correta diferenciacdo de células
estaminais em células do NP[3:37: 3657, 61,89-92]

As células NP do adulto podem, no entanto,
ndo ter o fenotipo adequado para regenerar o disco
intervertebral ja que, com a idade, estas células
apresentam uma aumento da senescéncia[**], da morte
celular mediada por autofagia[**] e da expressao
de enzimas catabolicas e degradadoras da matriz
extracelular[*> *°] e uma diminui¢do da expressdo
dos componentes normais da matriz extracelular[*
°7]. Por outro lado, e como detalhado anteriormente,
as células da notocorda tém propriedades anabolicas
e anticatabolicas, o que indica que elas, ou fatores
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por elas produzidos, sdo capazes de produzir uma
matriz extracelular mais hidratada, que melhor podera
executar as fungdes do NP no disco intervertebral.
Deste modo, a caracterizagdo do fendtipo destas
células e dos mecanismos biologicos responsaveis
pela sua funcdo sdo essenciais para o desenvolvimento
de terapéuticas celulares para regenerar o disco
intervertebral.

O estudo por microarrays realizado identificou
uma lista de marcadores (positivos e negativos) com
elevada expressao diferencial entre os dois tipos
celulares. Apesar da validacdo destes marcadores
numa coorte mais alargada estar ainda em curso,
os dados obtidos até agora permitem uma analise
detalhada de genes que poderdo desempenhar papéis
fundamentais na biologia das células da notocorda.

O receptor growth fator recetor-bound protein 14
(GRB14), que é uma molécula que interage com o
recetor insulin growth factor 1 (IGF1), foi o marcador
positivo com maior expressao diferencial entre os
dois tipos celulares e podera assumir particular
relevancia. O IGF1 é um fator de crescimento que
aumenta a produ¢ao de proteoglicanos por células do
NP bovino[*®] e murideo[*’], estimula a proliferac¢ao
de células do NP bovinas['?’] e humanas['®!] e inibe
a morte celular induzida pela I1-1 em células do NP
de coelhos[!]; além disso, a producdo aumentada
de proteoglicanos induzida pelo IGF1 em células do
NP murideo diminui com a idade[*]. E possivel que
a elevada producdo de proteoglicanos pelas células
da notocorda esteja relacionada com uma maior
resposta ao IGF1 dependente do seu recetor GRB14
e que, com a maturacdo do disco intervertebral e
o desaparecimento da células da notocorda (e do
recetor GRB14 por elas expresso) esta capacidade
seja perdida. Esta hipotese podera ser testada pela
avaliag@o da expressdo de GRB14 no NP humano de
diferentes idades.

Por outro lado, as moléculas FAS e CD40 (recetores
do citocina pro-inflamatoria TNF) foram identificadas
como marcadores negativos das células da notocorda.
A baixa expressdo destes recetores nas células da
notocorda indica que estas células poderdo ndo
responder a esta citocina, podendo estar protegidas
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dos efeitos pro-inflamatorios e catabolicos do TNF-a
verificados durante a degeneragao discal['*> %],

Além de fornecer uma extensa lista de genes e
marcadores celulares, a analise de microarrays por
IPA permite a identificacdo de vias e mecanismos
celulares, bem como de reguladores a montante
das células em estudo. O IPA combina as listas de
genes identificados no estudo com bases de dados
da literatura cientifica, prevendo relacdes entre
moléculas, mecanismos, e fatores reguladores da
fun¢do das células em investigacdo. A andlise dos
fatores a montante da lista de marcadores positivos das
células da notocorda identificou o HGF como sendo
o fator de crescimento com maior probabilidade de
ativar os seus genes, ¢ portanto, algumas das func¢oes
destas células. O HGF ¢ um regulador positivo do
GRB14, do FoxA2 e do neuropilin I (NRP1). O
FoxA2 ¢ um gene que, em conjunto com o FoxAl ¢
crucial para o desenvolvimento do NP[®*]. O NRP-1
¢ um recetor do semaphorin 34 (Sema3A9) que esta
envolvido da repulsdo de neurdnios da notocorda[!*]
e que atua como barreira para o crescimento de
nervos para o disco intervertebral saudavel['*]. Estes
dados sugerem que o fator de crescimento HGF tem
um papel importante na regulagdo das células da
notocorda, regulando positivamente a expressao de
genes importantes para o desenvolvimento e fungao
adequada do NP.

CONCLUSAO

Este € o primeiro estudo a identificar e separar
células da notocorda das células do esclerotomo na
coluna vertebral humana e a caracterizar o fenétipo,
mecanismos e vias de regulacdo dessas células.
Para o fazer, foi desenvolvida uma metodologia
inovadora que permite extrair RNA de elevada
qualidade a partir de um nimero limitado de células
fixadas, permeabilizadas, marcadas com um anticorpo
intracelular e separadas por citometria de fluxo. Esta
metodologia tem aplicagdes que vao para além da area
do disco intervertebral.

Os genes identificados representam um conjunto
de marcadores positivos e negativos das células da
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notocorda e constituem a assinatura genética destas
células, que podera agora ser usada para estudar
o desenvolvimento destas células e o seu destino
com a maturacdo do disco intervertebral humano,
mas também para avaliar a diferenciagdo de células
estaminais em células da notocorda.

O fator de crescimento HGF foi identificado como
um regulador a montante das células da notocorda e
podera, sozinho ou em combinagdo com outros fatores
de crescimento, ser responsavel por algumas das
func¢des atribuidas a estas células.

ADENDA

Para uma mais facil interpretacao dos dados no
contexto cientifico internacional, todos os nomes de genes,
proteinas ¢ outras moléculas, bem como de abreviaturas
frequentemente utilizadas nesta area, foram mantidos na sua
nomenclatura internacional em inglés ou latim.
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