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“Querem que vos ensine o modo de chegar a ciéncia verdadeira? Aquilo que se sabe, saber
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Confucio ( 551 a.C. - 479 a.C.)

“Ndo confunda derrotas com fracasso nem vitdrias com sucesso. Na vida de

um campedo sempre haverd algumas derrotas, assim como na vida de um perdedor sempre
haverd vitdrias. A diferenca é que, enquanto os campedes crescem nas derrotas, os
perdedores se acomodam nas vitorias.”

Roberto Shinyashiki (1952 -)



RESUMO
BARCELOQOS, L. P. Andlise protedmica das diversas fases de diferenciacdo osteoblastica de
células-tronco mesenquimais de medula dssea. [Proteomics analysis of the various stages of
osteoblastic differentiation of mesenchymal stem cells from bone marrow] Dissertacdo
(Mestrado em Biologia Celular e Molecular) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Departamento de Biologia Celular & Molecular e Bioagentes Patogénicos - Universidade de

S3do Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

O crescimento, desenvolvimento e manutencdo do tecido dsseo sdao processos altamente
regulados. Diversas proteinas como hormoénios, fatores de crescimento e citocinas estdo
envolvidas nestes processos e exercem atividade direta sobre células osteoblastica e
osteoclastica, atuando em sua diferenciacdo e ativacdo metabdlica. O processo de
regeneracdo Ossea é iniciado por fatores estimuladores locais como as proteinas
morfogenética éssea (BMP — “Bone Morphogenetic Proteins”). As BMPs sdo um produto do
metabolismo dos osteoblastos, odontoblastos e de varias células tumorais, sendo
armazenadas na forma de concentrados no osso, dentina e em células neopldsicas do
osteossarcoma e de certos tumores odontogénicos, tais como: fibroma cementificante,
cementoblastoma benigno, dentinoma, fibroma odontogénico e odontoma. Esclarecer os
mecanismos que controlam a remodela¢do dssea é uma questdo bastante relevante. Nesse
sentido, as células-tronco mesenquimais tém despertado grande interesse devido ao seu
potencial envolvimento no processo de reparo tissular. A obtencdo de osteoblastos
funcionais a partir de células-tronco mesenquimais tem sido utilizada na engenharia de
tecidos e terapia celular. Desse modo, no presente trabalho foi realizada uma andlise
protedmica das proteinas envolvidas nas diversas fases de diferenciacdo osteoblastica de
células-tronco mesenquimais de medula dssea de rato Wistar e humana, no sentido de obter
maiores informagdes sobre a diferenciacdo celular e a biologia do tecido dsseo. Células-
tronco mesenquimais obtidas de medula dssea foram cultivadas em meio osteogénico por
diferentes periodos para obter células em diversas fases da diferenciacdo osteoblastica. Para

analise protedmica foram utilizadas ferramentas como a estratégia de “shotgun proteomics”
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e quantificacdo relativa (iTRAQ - Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation) para
separagdo de proteinas e a espectrometria de massas para a identificacdo e quantificagao
relativa de proteinas e peptideos. Neste contexto, os nossos resultados nos levam a concluir
que: as CTMs de medula éssea de rato Wistar expressam genes que estdo envolvidos na
diferenciacdo osteogénica quando estimuladas in vitro formando matriz 6ssea no periodo de
14 dias, ou seja, o fator estimulante no microambiente é de fundamental importancia; as
CTMs de medula 6ssea humana apresentaram resultados semelhantes com as CTMs de ratos
em nivel gendmico durante a diferenciacdo osteogénica, entretanto quando estimuladas in
vitro formaram a matriz dssea no periodo de 21 dias; utilizando duas abordagens
protedmicas, foi possivel identificar proteinas importantes que estdao envolvidas no processo
de diferenciacdo. Mas cabe salientar que, embora tenham sido detectados genes que
parecem envolvidos no processo de diferenciacao, isso ndo teve reflexo no proteoma dessas
células nos periodos de 7 e 14 dias da inducao de diferenciacdao a osteogénese, o que indica
gue a maior parte da funcionalidade dessas células quanto aos outros processos bioldgicos
estdo preservados, como por exemplo a proliferacdo celular permaneceu sem grandes
alteracgdes. Isso indica que manipula¢des de isolamento, cultivo e inducdo da diferenciagao
dessas células ndo afetaram o proteoma, com aspectos positivos para a utilizacdo de células-
tronco mesenquimais em terapia celular. Do ponto de vista metodolégico, esse trabalho
abre perspectivas da utilizacdo de estratégias protedmicas baseadas na marcagdo por
isébaros em combinagdo com separacdo de proteinas por eletroforese unidimensional SDS-
PAGE para a analise de amostras biologicamente complexas e de quantidades limitadas de
obtencdo como células-tronco mesenquimais. O estudo da expressdo de proteinas durante
as fases de diferenciacdo osteobldstica de células-tronco mesenquimais de medula déssea
deve refletir seu estado funcional e contribuir para o entendimento das diversas vias

envolvidas no processo de diferenciagdo.

Palavras Chaves: 1. Células-tronco mesenquimal. 2. Diferenciacdo osteoblastica. 3. Shotgun

proteomics e iTRAQ. 4. Processo de regeneracdo dssea.
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ABSTRACT

BARCELOS, L. P. Proteomics analysis of the various stages of osteoblastic differentiation of
mesenchymal stem cells from bone marrow Dissertacdo (Mestrado em Biologia Celular e
Molecular) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Departamento de Biologia Celular &

Molecular e Bioagentes Patogénicos - Universidade de S3o Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

The growth, development and maintenance of bone tissue are highly regulated processes.
Several proteins such as hormones, growth factors and cytokines are actively involved in
these processes and exert direct activity on osteoblastic and osteoclastic cells, acting in their
differentiation and metabolic activation. The process of bone regeneration is initiated by
local stimulating factors as bone morphogenetic proteins (BMP). BMPs are a product of the
metabolism of osteoblasts, odontoblasts and various tumor cells and is stored in the form of
concentrates in bone, dentin and neoplastic cells of osteosarcoma and certain odontogenic
tumors such as fibroma cementifying, cementoblastoma benign dentinoma, odontogenic
fiboroma and odontoma. Clarify the mechanisms that control bone remodeling is a very
relevant issue. Accordingly, the mesenchymal stem cells have attracted great interest
because of its potential involvement in the process of tissue repair. Obtaining functional
osteoblasts from mesenchymal stem cells has been used in tissue engineering and cell
therapy. Thus, this present work performed a proteomic analysis of proteins involved in
various stages of osteoblast differentiation of mesenchymal stem cells from bone marrow of
Wistar rat and human, in order to obtain more information on the biology of cell
differentiation and bone tissue. Mesenchymal stem cells obtained from bone marrow were
cultured in osteogenic medium for different periods to obtain cells at different stages of
osteoblast differentiation. For proteomics analysis tools were used as the strategy of
shotgun proteomics and relative quantification (iTRAQ - isobaric Tag for Relative and
Absolute quantitation) for protein separation and mass spectrometry to identify proteins. In
this context, our results take us to conclude that the MSCs of Wistar rat bone marrow
express genes that are involved in osteogenic differentiation in vitro when stimulated to
form bone matrix during the 14 days, thus stimulating factor in the microenvironment is of

fundamental importance, the MSCs from human bone marrow showed similar results with
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rat MSCs at the genomic level during osteogenic differentiation, however, when stimulated
in vitro formed bone matrix within 21 days, using two proteomic approaches, we could
identify proteins important that are involved in the process of differentiation. But it should
be noted that although it has been identified genes that seem involved in the process of
differentiation, it was not reflected in the proteome of these cells at 7 and 14 days after
induction of the osteogenic differentiation, indicating that most of the functionality of these
cells and other biological processes are preserved, such as cell proliferation remained
without major changes. This indicates that manipulations of isolation, culture and induction
of differentiation of these cells did not affect the proteome, with positive aspects to the use
of mesenchymal stem cells in cell therapy. From the methodological point of view, this work
opens up the use of proteomic strategies based on the score for isobars in combination with
protein separation by electrophoresis, one-dimensional SDS-PAGE for the analysis of
complex biological samples and limited quantities of production as mesenchymal stem cells.
The study of protein expression during stages of osteoblast differentiation of mesenchymal
stem cells from bone marrow should reflect their functional status and contribute to the
understanding of pathways involved in the process of differentiation.

Keywords: 1. Mesenchymal stem cells. 2. Osteoblast differentiation. 3. Shotgun proteomics

and iTRAQ. 4. Process of bone regeneration.
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1. INTRODUCAO
1.1. Definigdo e classificacdo das células-tronco

As células-tronco (CT) sdo definidas como as células que se encontram no topo da hierarquia
de uma linhagem com capacidade de auto-renovagdo continua (prolifera¢ao), possibilitando originar
células funcionalmente e morfologicamente diferenciadas de um determinado tecido (diferenciacdo)
(KOOY et al.,, 2000).

Com relagdo a sua origem e suas propriedades bioldgicas, as CTs podem ser classificadas em
embrionarias e adultas. As células-tronco embrionarias sdo derivadas da camada interna do embrido,
na fase de desenvolvimento do blastocisto e possuem capacidade de originar mais de 200 tipos
celulares diferentes (ZHANG et al., 2006). Ja as células-tronco adultas estdo presentes em 6rgaos ou
tecidos diferenciados, como cérebro, medula dssea, vasos sanguineos, pele e figado (BARRY;
MURPHY, 2004) e sdo responsaveis pela manutencdo da integridade dos tecidos, pelo reparo diante
de lesbes e pela remodelagdo dos tecidos (ZAGO; COVAS, 2006).

Com relacdo ao potencial de diferenciacdo, as CTs podem ser classificadas em quatro
categorias: totipotentes, pluripotentes, multipotentes e oligopotentes (ZHANG et al., 2006).

As células-tronco totipotentes possuem o potencial de diferenciagdio em todos os tipos
celulares desde os trés folhetos embrionarios (ectoderme, mesoderme e endoderme) até os anexos
embriondrios. Tais células tém a capacidade de originar um ser humano completo quando
implantadas em um Utero normal. Particularmente em mamiferos, apenas os zigotos sdo
totipotentes (ZHANG et al., 2006). Entretanto, na fase de blastocisto, as camadas mais internas
podem originar células do folheto embrionario sendo denominadas de pluripotentes. Ja a placenta

originara células da camada mais externa (ZHANG et al., 2006).
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As células multipotentes podem se diferenciar em determinados tipos celulares dentro de
um determinado 6rgdo; por exemplo, as células-tronco hematopoiéticas adultas dardo origem
apenas a glébulos vermelhos e brancos ou plaquetas (Figura 1). Células-tronco oligopotentes podem
originar poucos tipos celulares especializados; por exemplo, as células mesenquimais se diferenciam

em células dsseas, musculares, lipidicas e células de tecidos conectivos (ZHANG et al., 2006).

¢ Célula CP: Célula Pluripotente
4 Tronco
Pluripotente

@ Hemangioblasto

é Célula Tronco
& Multipotente

cP ' . cP
Mieloide '\0 o Linfoide
CP Dend./ CP e il = .
Gran./Mac. @ Erit.9 @ '-3 O )
T cP cP || CP Natural
— It — P L : Linf.B  Linf.T Killer

Figura 1. Representa¢do esquematica da diferencia¢do da célula-tronco multipotente em determinados tipos
celulares.

1.2. Células-tronco adultas e sua plasticidade celular

As células-tronco adultas foram isoladas de varios tecidos, dentre eles: hematopoiético,
neural, gastrointestinal, epidermal, hepdtico (JIANG et al,, 2002), vascular, muscular, pancreatico
(SPPES et al. 2003), corddo umbilical (KIM et al., 2004; LEE et al., 2004), dentre outros.

O papel fisioldgico destas células em adultos ainda ndo estda totalmente esclarecido.
Entretanto, o seu potencial de diferenciacdo in vitro em varios tecidos esta sendo explorado, visando

a regeneracado ossea (LUYTEN, 2004) e de outros tecidos (BOCELLI-TYNDALL et. at., 2007). As células-
3
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tronco tecido-especificas, até pouco tempo, eram consideradas como células capazes de se
diferenciar somente em células do tecido de origem, ou seja, multipotentes. Entretanto, Jiang e
colaboradores (2002) demonstraram que tais células podem se diferenciar em outras linhagens além
das do tecido de origem (JIANG et al., 2002).

Tal atributo, em relacdo a poténcia das células-tronco adultas, é denominado como
plasticidade celular. Herzog e colaboradores (2003) definiram que a plasticidade se refere as novas
habilidades, descritas na literatura, das células-tronco adultas de atravessar barreiras de linhagem e
adquirir fenétipos funcionais de células de outros tecidos (HERZOG et al., 2003), sendo tal definicdo a
mais aceita pela comunidade cientifica.

Experimentos in vivo demonstraram o processo de plasticidade através de modelos de lesdo
induzida e observagdes da migracdo e diferenciacdo dessas células para as areas lesadas com
subseqtiente regeneragdo (HERZOG et al., 2003). Quatro hipdteses sdo propostas para explicar a
plasticidade observada em experimentos in vivo (Figura 2), entre elas: (1) multiplas células-tronco
(células de um determinado tecido podem existir em um 6rgao nao relacionado); (2) fusdo celular;
(3) transdiferenciacdo e (4) pluripoténcia (persisténcia de células-tronco pluripotentes em tecidos
adultos). A primeira é atribuida a presenca de CT em um dado tecido que poderiam se diferenciar
em células de um tecido ndo-relacionado, dando a falsa impressdo de plasticidade (VERFAILLIE,
2002). Um mecanismo alternativo seria a fusdo celular de uma célula-tronco adulta com uma célula
diferenciada, o que converteria o padrdo de expressdo da célula-tronco no padrdo de célula
diferenciada. Entretanto, experimentos in vitro tém mostrado que este parece ser um evento
bastante raro (1/10* a 1/10°) (JIANG et al., 2002; HERZOG et al., 2003; VERFAILLE, 2002). H4 ainda a
possibilidade de uma célula diferenciada sofrer reprogramacdo genética e tornar-se pluripotente,

fendmeno denominado transdiferenciagdo ou desdiferenciagdo (VERFAILLIE, 2002). Uma ultima
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explicacdo seria a permanéncia de células-tronco pluripotentes em tecidos adultos (JIANG, et al.,
2002; VERFAILLIE, 2002). A presenca desses tipos celulares no organismo adulto ndo é
completamente aceita na comunidade cientifica, devido as contradi¢des nos experimentos

realizados in vitro e in vivo.

a Multiplas células-tronco
\ = [ +

b Fusao Celular

- @ - @

c Transdiferenciagao

= o = Q

d Pluripoténcia

Figura 2. Representacdo esquematica dos possiveis processos de plasticidade celular. A) Existéncia de células de
um determinado tecido em um 6rgdo ndo-relacionado. B) Fusdo entre célula-tronco e célula diferenciada. C)
Reprogramacdo genética. D) Presencga de células-tronco pluripotentes em tecidos adulto.

Song e Tuan (2004) mostraram que células-tronco mesenquimais humanas podem sofrer
transdiferenciagao in vitro em outros tipos celulares de acordo com o estimulo externo. Ou seja,
quando o agente indutor de diferenciagdio é trocado, as células totalmente diferenciadas
(osteoblastos, condrécitos e adipdcitos) poderiam sofrer transdiferenciagdo a um estagio
indiferenciado através de reprogramacdo genética. Esses autores conseguiram originar adipdcitos e
condrdcitos a partir de osteoblastos derivados de CTMs, bem como ostedcitos e condrdcitos a partir

de adipdcitos e osteoblastos e adipécitos a partir de condrécitos (SONG & TUAN, 2004).
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Outros estudos mostraram uma série de eventos de transdiferenciacdo: células de musculo
esquelético (células satélites) em células sanguineas (TSAIl; KITTAPPA; MCKAY, 2002; CAPLAN;
BRUDER, 2001); do sistema nervoso central em musculares, hepatdcitos, miocardio e neurais;
hematopoéticas em epitélio e tecidos endodérmicos e ectodérmicos (TSAI; KITTAPPA; MCKAY,
2002). A falta de consenso na literatura envolve o fato de que os dados coletados sdo geralmente
baseados em caracteristicas morfoldgicas e ensaios imunohistoquimicos, o que pode ser insuficiente
para concluir que estas células irdo se integrar funcionalmente nos tecidos. Segundo estudos
desenvolvidos por Verfaillie (2002), Grove e colaboradores (2004) a auséncia de provas funcionais in

vivo se torna insustentavel a conclusdo de que estas células sdo, de fato, plasticas.

1.3. Células-tronco mesenquimais

Dentre os diversos tipos de células-tronco adultas, as células-tronco mesenquimais (CTM)
compdem um grupo que vem despertando grande interesse.

Segundo Minguell e colaboradores (2001), a multipotencialidade, bem como a facilidade de
isolamento e sua expansao in vitro, tornam as CTMs uma alternativa terapéutica atrativa com um
amplo espectro de aplicagdes clinicas no contexto de terapia celular (MINGUELL et al., 2001). O
interesse neste tipo celular cresceu nos ultimos anos devido ao seu grande potencial de uso na
regeneracao de tecidos e 6rgao lesados, como vem sendo demonstrado nos estudos clinicos e pré-
clinicos (BARRY; MURPHY, 2004). As CTMs sdo responsaveis pela manutencdao do microambiente
estromal da medula dssea e participam como agentes reguladores da hematopoiese (GARTNER;
HIATT, 2007).

Em 1867, com estudos realizados pelo patologista Julius Friedrich Cohnheim, surgiu a
primeira evidéncia de que células ndo hematopoéticas apresentavam potencial regenerativo.

Cohnheim, com base em suas observa¢cdes em trabalhos de reparo de feridas, identificou ndo sé

6



INTRODUCAO

células inflamatdrias, mas também células com formato fibroblastéide agindo no local da
cicatrizacdo. Foi observado também que a maioria das células, as quais atuavam na cicatrizacgao,
eram, provavelmente, oriundas da medula éssea (FEHRER; LEPPERDINGER, 2005).

Apds um século, as CTMs foram originalmente descritas por Alexander Friedenstein e
colaboradores em 1966 e posteriormente em 1970 e 1974 (FRIEDENSTEIN et al., 1966). No entanto,
nestes estudos os autores propuseram somente a identificagdo de uma populacdo de células
fibroblastéides com capacidade de aderéncia e formagdo de col6nias CFU-Fs (“colony-forming units-
fibroblast”) in vitro.

Arnold Caplan, em 1991, propds que as CTMs poderiam ser isoladas da medula déssea de
individuos adultos e seriam correspondentes as CTMs do embrido. Nesse trabalho, o autor relatou
que essas células poderiam ser utilizadas terapeuticamente para tratamento de doengas dsseas e
articulares.

As CTMs ganharam maiores destaque na comunidade cientifica ha apenas quase uma
década. Entretanto, evidéncias in vivo de que as referidas CTMs possuam caracteristicas de célula-
tronco (CT) como capacidade de auto-renovagao, sobrevivéncia por um longo periodo e repopulacdo
tecidual com potencial de diferenciagdo em multiplas linhagens permanecem escassas (PHINNEY,
2002 e HORWITZ et al., 2005) assim como estudos protedmicos relacionados com o processo de
diferenciacdo dessas células.

A Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC), em 2005, com o objetivo de
promover o uso de uma terminologia padronizada para facilitar o intercAmbio de conhecimento
entre pesquisadores da area, prop0s que as células aderentes ao plastico, atualmente chamadas
células-tronco mesenquimais, sejam nomeadas como células estromais mesenquimais

multipotentes. A terminologia células-tronco mesenquimais deve ser utilizada apenas para um
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subgrupo destas células que demonstrem atividade de células-tronco através de critérios minimos
(HORWITZ et al., 2005). A SITC estabeleceu trés critérios minimos para definir as células
estromais mesenquimais multipotentes: (12) essas células devem manter a propriedade de
aderéncia ao plastico quando submetidas a uma condicdo padrdo de cultura; (29)
obrigatoriamente devem expressar como moléculas de superficie celular os marcadores
CD105, CD73 e CD90 e, simultaneamente, ndo expressar CD45, CD34, CD14 (ou CD11b, CD79a
ou CD19) e HLA-DR e (39) esses tipos celulares devem, pelo menos, diferenciar em
condroblastos, adipécitos e osteoblastos in vitro (DOMINICI et al., 2006). A versatilidade e a
abundancia de fontes para obtencdo destas células sdo notdveis. Assim como as demais
células-tronco adultas, varios estudos demonstram a plasticidade destas células in vivo e in
vitro (Figura 3). Todavia, no presente trabalho, somente por razdes de conveniéncia, as células

estromais mesenquimais multipotentes serdo denominadas de células-tronco mesenquimais.
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Figura 3. Potencialidade de diferencia¢do das células-tronco mesenquimais da medula éssea.

As CTMs sdo consideradas progenitores multipotentes e podem ser caracterizadas in vitro
pelo seu potencial de diferenciagdo (sob estimulo adequado) em: ostedcitos, condrécitos e
adipdcitos. Essas células também possuem grande habilidade para a produgdo de um numero
variado de citocinas e fatores de crescimento (AWAD et al, 1999, CAPLAN; BRUDER, 2001 e
CHATEAUVIEUX et al., 2007). As CTMs estdo sendo testadas para o tratamento de doencas cardiacas
isquémicas e degenerativas, lesdes dsseas, condrais, tendinosas, pulmonares, da medula espinhal,
do sistema nervoso central, do figado e em doencga genéticas como a osteogénese imperfeita (ZAGO;
COVAS, 2006).

Como parte do nicho das CT hematopoiéticas, as CTMs participam na regulacdo da
sobrevivéncia, quiescéncia e diferenciacdo em células sanguineas maduras. As CTMs exercem uma
influéncia na formacao inicial de linfdcitos B, sendo a interacdo com as células estromais da medula
o0ssea fundamental para o desenvolvimento normal dos progenitores de linfocitos B. Foi

demonstrado que a galectina-1 é um ligante da célula estromal para o receptor pré-B humano, que é
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indispensavel para a sobrevivéncia do linfocito B imaturo. Interessantemente, a galectina-1 é
altamente expressa em CTMs (AGGARWAL; PITTENGER, 2005).

Nos estudos com células de medula déssea ja era conhecida a existéncia de um grande
numero de células que se aderiam ao plastico na cultura, proporcionando um microambiente para o
crescimento das CT hematopoiéticas e para a diferenciacdo em granuldcitos e eritrdcitos. Observou-
se que os precursores hematopoiéticos interagiam diretamente com estas células aderentes e estas
compartilham muitas caracteristicas com as CTMs (PROCKOP, 1997).

Pitterger e colaboradores (1999) realizaram o isolamento, a expansdo e a caracterizacdo
destas células a partir de medula dssea humana extraida da crista iliaca. Estas células multipotentes,
responsaveis pela composicdao em torno de 0,001% a 0,01% das células nucleadas da medula dssea
adulta, crescem in vitro de maneira aderente, como células fibroblastéides em meio de cultura
apropriado. Observou-se ainda a capacidade das células expandidas de se diferenciar, mediante
estimulos especificos, em linhagens mesenquimais tais como: ossos, cartilagens, adipdcitos, tenddes,
musculos e estroma medular (PITTERGER et al., 1999).

Do ponto de vista fisioldgico, a diferenciacdo de CTM em osteoblastos é importante na
manutencao das espiculas trabeculares ésseas, que compdem a medula éssea. Por outro lado, com a
idade, a medula é parcialmente substituida por tecido adiposo, o que explicaria a diferenciacdo em
adipdcitos. Com relacdo aos condroblastos, pode estar relacionada ao reparo inicial de fraturas
(PROCKOP, 1997).

As CTMs sdo encontradas tipicamente na fragdo estromal da medula éssea adulta, porém
nos ultimos anos, células exibindo caracteristicas morfolégicas de CTM foram isoladas de tecido

adiposo (ZUK et al., 2001), trabéculas dsseas (SOTTILE et al., 2002), cordao umbilical (LEE et al., 2004;
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KIM et al., 2004) sangue fetal, figado, pulmao, vilo coriénico da placenta e fluido amniético (JACKSON
et al., 2007).

A presencga destas células em sangue periférico adulto é controversa. O estudo conduzido
por Zvaifler et al. (2000) demonstrou que existem CTMs no sangue periférico de individuos normais.
Ja DA SILVA MEIRELLES; CHAGASTELLES; NARDI (2006) demonstraram que as CTMs sdo encontradas
em todos os tecidos, exceto em sangue periférico, sugerindo que o compartimento perivascular deva
ser considerado um novo nicho para estas células.

O método de isolamento tradicional baseia-se na caracteristica das CTMs aderirem
seletivamente em superficies plasticas, enquanto as hematopoiéticas sdao removidas com as trocas
de meio de cultura. Ndo ha um marcador especifico que a identifique, por isso diferentes grupos tém
optado por uma variedade de combinagées de marcadores, a maioria inclui CD29 e CD105 (JACKSON
et al., 2007).

A diferenciacdo de células-tronco mesenquimais em células neurais foi demonstrada em
varios trabalhos tanto in vitro como in vivo. Entretanto, a capacidade de geracdo de neurénios com
capacidade funcional é hipotética. De acordo com o estudo de Mareschi e colaboradores (2006), a
presenca de marcadores e morfologia neurais, somadas as propriedades eletrofisiologicas
caracteristicas, demonstram a capacidade de células-tronco mesenquimais de medula éssea gerar
células que se assemelham a neuronios.

Reyes e colaboradores (2002) mostraram que as MAPCs (Multipotent adult progenitors
cells) diferenciam em células com morfologia e fenétipo endotelial tanto in vitro quanto in vivo.
Ferrari e Mavilio (2002) observaram que as células de medula dssea entravam em processo de
diferenciacdo miogénica frente a danos musculares, participando assim do reparo muscular. Outros

estudos sugerem ainda que CTMs podem dar origem a endotélio, hepatdcitos, células neurais apds
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injecdo em blastocistos (TSAI; KITTAPPA; MCAY, 2002; MINGUELL; ERICES; CONGET, 2001; CAPLAN;

BRUDER, 2001).

1.4. Células-tronco mesenquimais e diferenciagéio em osteoblastos

O modelo de diferenciacdo in vitro de CTMs em osteoblastos é classico e de facil
reprodutibilidade para estudos de diferenciacao celular.

Jaiswal e colaboradores (1997) desenvolveram um sistema-modelo de indugdo de
diferenciacdo de CTMs humanas adultas em osteoblastos. O protocolo otimizado inclui meio de
cultura (DMEM ou a-MEM) suplementado com indutores (dexamentasona 100nM, B-glicerofosfato
10nM e acido ascérbico 0,05nM).

Os glicocorticdides enddgenos estdo envolvidos no remodelamento e formagdo dssea. A
dexametasona é um potente corticosterdide muito utilizado na avaliacdo de respostas celulares in
vitro. O acido ascérbico, essencial em culturas de células osteogénicas, age como cofator na
hidroxilacdo de residuos de lisina e prolina do colageno, atuando ainda como promotor da sintese de
matriz dssea (JAISWAL et al., 1997).

Segundo Long (2001), a osteopoiese pode ser definida como o processo de desenvolvimento
de células dsseas que geram osteoblastos a partir de células-tronco mesenquimais. O termo
osteogénese deve ser reservado para a geracdo de matriz dssea mineralizada por osteoblastos
maduros.

A inducdo da osteopoiese é observada pelo aparecimento de morfologia de osteoblastos
(forma cubdide), pelo aumento na atividade de fosfatase alcalina e formagdo de matriz extracelular

mineralizada (JAISWAL et al., 1997).
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Quatro estagios na maturacdo destas células sdo observados, de acordo com critérios
morfoldgicos e histoquimicos: pré-osteoblasto, osteoblasto, ostedcito e células de revestimento
Osseo (AUBIN, 1998).

Segundo Long (2001), pode-se compartimentalizar de acordo com o estagio do
desenvolvimento em: CTM, células osteoprogenitoras, pré-osteoblastos e osteoblastos. As
osteoprogenitoras seriam células comprometidas com a linhagem dssea.

Osteoblastos sdo definidos como células pds-proliferativas, cubodides, fortemente positivas
para fosfatase alcalina, que revestem a matriz 6ssea em regides ativas de producdo de matriz. Os
osteoblastos podem ainda ser identificados pela capacidade de sintetizar macromoléculas fenétipo-
especificas, como proteinas da matriz dssea, receptores de horménios, citocinas e fatores de
crescimento. O fendtipo de um osteoblasto maduro é definido pela habilidade de sintese de tecido
mineralizado, conhecido como osso (AUBIN, 1998).

Aproximadamente 10-20% de osteoblastos sdo incorporados na matriz extracelular recém-
formada fazendo parte do estdgio maduro de diferenciacao da linhagem osteoblastica, os ostedcitos.
Estes, sdo menores que os precursores, perdem muitas organelas citoplasmaticas e sdo considerados
metabolicamente inativos (AUBIN, 1998).

Os 0ssos sdo responsaveis pelas funcdes de locomocao, suporte e protecao de drgdos vitais
(encéfalo, medula espinhal, coracdo e pulmdes), suporte da hematopoiese na medula éssea, reserva
de minerais, especialmente calcio, apoio para musculos, ligamentos e tenddes.

A deposicdo Ossea e a reabsorcdo, efetuados por, respectivamente, osteoblastos e
osteoclastos, sdo processos dindmicos que ocorrem continuadamente (COHEN, 2006).

A compreensdo dos processos celulares e mecanismos moleculares da formacdo éssea

requer a identificagdo de genes e proteinas envolvidos no comprometimento das CTMs, prolifera¢ao
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de osteoprogenitores, diferenciacdo e mineralizacdo (LONG, 2001; NAKASHIMA; CROMBRUGGHE,
2003).

A obtencdo de osteoblastos funcionais a partir de células-tronco mesenquimais tem sido
utilizada amplamente na engenharia de tecidos e terapia celular. Ohgushi e colaboradores (2004)
desenvolveram um estudo envolvendo mais de 30 pacientes usando CTMs para reconstrucdo de
0ss0s apos excisdo cirurgica. As células foram extraidas da medula dssea e cultivadas sobre préteses
de hidroxiapatita e fosfato tricalcio e entdao implantadas nos locais lesados.

InfusGes intravenosas de CTM humanas expandidas ex vivo foram bem toleradas em

pacientes voluntarios e parecem ser seguras (DEANS; MOSELEY, 2000).

1.5. Abordagem proteémica

Vérios estudos tém demonstrado que a medula déssea (MO) é dos locais em que se
encontram as células-tronco mesenquimais. De acordo com Baksh e colaboradores (2004), as
células-tronco mesenquimais adultas expressam oito genes essenciais durante a diferenciacdao em
condroblastos, osteoblastos e adipdcitos. De acordo com os achados desses autores, 235 genes sao
comuns entre os processos de adipogénese e osteogénese, quando comparado com 3 genes
comuns entre a condrogénese e osteogénese, e 10 genes comuns para adipogénese e
condrogénese, sendo que os dois tipos celulares (adipdcitos e osteoblastos) vieram de um mesmo
precursor. Ou seja, 0s processos celulares e moleculares da diferenciagdo de CTMs foram elucidados
em nivel genémico (CELEBI et al. 2010).

Recentemente, foi relatado que proteinas sdo reguladas através de periodos especificos
durante o processo de diferenciacao das CTMs, podendo desempenhar um papel na diminuicao do
potencial de proliferacdo de CTMs de medula éssea de ratos durante os periodos de cultivo celular

(CELEBI et al. 2009).
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A possibilidade de diferenciagdo de CTMs-MO de ratos em condi¢Ges de cultura, na auséncia
de estimulos, em outros tipos celulares é um processo lento e continuo (CELEBI et al. 2009). Nesse
contexto, a utilizagdo da ferramenta protedmica na andlise das proteinas que estdo sendo expressas
durante o processo de diferenciagao das CTMs é praticamente ausente.

A espectrometria de massas é atualmente o método para identificacdo e para andlise
estrutural utilizado em estudos protedmicos, devido a sua alta sensibilidade e a capacidade de
produzir informagdes estritamente com base em estrutura de proteinas e peptideos. A proteina é
identificada por correlagdo com sequéncias depositadas em banco de dados, utilizando-se de
parametros restritivos, tais como grupo de massas de peptideos e sequéncias de aminoacidos
parciais ou totais obtidas de peptideos que foram produzidos por protedlise limitada (GRAVES &
HAYSTEAD, 2002).

Ye e colaboradores (2006) demonstraram os efeitos do indutor de cardiomidcitos, 5-
azacitidina, em CTMs-MO de ratos, sendo que 9, entre as 34 proteinas identificadas pela analise por
MALDI-TOF-MS, mostraram distinta regulacdo protéica depois do tratamento com o indutor.
Estudos realizados por Sun e colaboradores (2006) mostraram mudancas no perfil proteémico
durante a diferenciagdo de CTMs humanas no processo da osteogénese.

A abordagem “shotgun proteomics” (SP) compreende a produc¢do de uma mistura complexa
de peptideos, obtidos por tratamento enzimatico com tripsina de proteinas extraidas a partir de
células inteiras. A analise protedmica por SP é complementar ao método de separacao de proteinas
por gel bidimensional. O método de SP é extremamente Util para a identificacdo de classes de
proteinas de dificil andlise em gel bidimensional, dentre elas, as proteinas de membrana, proteinas

com ponto isoelétrico muito alcalino e proteinas de alta massa molecular (FOURNIER et al., 2007).
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Outra abordagem protedmica consiste na marcagdo isobarica (iTRAQ) para quantificacdo
absoluta e relativa que se baseia na derivagdo de grupos amino primarios de peptideos obtidos apds
o processo de digestdo. Esse método permite marcar peptideos de diferentes amostras com
diferentes isébaros denominado iTRAQ (8 plex, m/z 113, 114, 115, 116, 117 e 118). Estas amostras
sdo reagrupadas apos a derivacdo quimica, separadas por nano-HPLC e, posteriormente, submetidas
a andlise em espectrometria de massas. Durante o processo de fragmentacdo dos ions peptideos
tripsinicos que foram marcados, ocorre a formacdo de ions reporteres de baixa massa (m/z 113, 114,
115, 116, 117 e 118) (“low mass zoom”) que sao utilizados para a quantificacdo relativa da proteina
nas diversas amostras em uma analise Unica, seguindo o principio da diluicdo isotdpica, como
descrito por Shadforth e colaboradores (2005).

Os trabalhos na literatura, relacionando a diferenciacdo das CTMs em osteoblastos, sdao
escassos, havendo a necessidade de uma analise minuciosa do perfil protéico dessas células para
entendermos os aspectos bioldgicos referentes ao processo de diferenciacao celular in vitro para a

utilizacdo das mesmas no auxilio dos biomateriais que sdo usados em processos ortopédicos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
> Investigar o perfil protéico, por analise protedmica, nas diversas fases da diferenciacdo
osteoblastica (células indiferenciadas, pré-osteoblastos e osteoblastos) de células-tronco
mesenquimais de medula éssea de ratos e humana, visando obter subsidios para a
compreensao de eventos celulares e moleculares envolvidos no processo de diferenciacao

celular.

2.2. Objetivos especificos

» Cultivo e caracterizacgdo morfoldégica e imunofenotipica de células-tronco
mesenquimais de medula éssea de rato e humana em diferentes estdgios de
diferenciacdo osteoblastica durante 7, 14 e 21 dias apds estimulos osteogénicos.

> Andlise protedmica dos extratos de células mesenquimais de medula dssea de rato e
humana em diferentes estagios de diferenciacdo osteoblastica pela combinacdo de
eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS seguida de cromatografia de alta
performance de fase reversa e identificagdo de proteinas por espectrometria de
massas tipo MALDI-TOF/TOF.

» Quantificacdo relativa de proteinas nos diferentes extratos celulares utilizando a
marcacado com isdbaros e espectrometria de massas.

> Andlise da expressdo génica de células-tronco mesenquimais de medula dssea de
rato e humana quanto ao grau de diferenciacdo osteobldstica através de Real Time

PCR.
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MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencgdo das células-tronco mesenquimais de medula éssea de rato

Células mesenquimais de medula dssea de rato foram obtidas e submetidas ao

estudo gendmico e protedmico segundo o delineamento experimental mostrado na

figura 4.
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Figura 4. Delineamento experimental para estudo da diferenciagdo das células-tronco mesenquimais de

medula déssea de rato.

Células mesenquimais foram obtidas de fémures de quatro ratos da espécie

Wistar, sob aprovacdo prévia do Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de

Medicina de Catanduva (Fundagdo Padre Albino) (ANEXO A). Estas células foram

. 2 . . ;. . p ~
cultivadas em frascos de cultura de 75mm*® em meio essencial minimo, modificacdo alfa

(Gibco-Life Technologies, EUA), suplementado com 15% de soro fetal bovino (Gibco),

50ug/mL de vancomicina (Acros Organics, Bélgica), 20ug/mL de ampicilina (USB

Corporation, EUA) e 0,3ug/mL de fungisona (Gibco) durante cerca de 6-7 dias. Durante
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todo o periodo, as células foram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada contendo

5% de CO, e 95% de ar atmosférico, sendo os meios trocados a cada 3 dias.

3.2. Obtencgdo de células-tronco mesenquimais de medula 6ssea humana

A figura 5 apresenta o delineamento experimental utilizado no presente trabalho
para o estudo gendmico e protebmico de células mesenquimais de medula dssea
humana.

Células mesenquimais foram obtidas de descartes de pacientes, entre 20 a 25
anos, submetidos a cirurgias ortopédicas no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S3do Paulo (HCFMRP-USP), sob aprovacao
prévia do Comité de Etica da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (FORP-USP)
(ANEXO B). Estas células foram cultivadas em frascos de cultura de 75mm? em meio
essencial minimo, modificacdo alfa (Gibco-Life Technologies, EUA), suplementado com
10% de soro fetal bovino (Gibco), 20ug/mL de ampicilina (USB Corporation, EUA) e
0,3pg/mL de fungisona (Gibco) durante cerca de 4-5 dias. Durante todo o periodo, as
células foram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, e 95% de

ar atmosférico, sendo os meios trocados a cada 3 dias.

3.2.1. Caracterizacdo imunofenotipica das células-tronco mesenquimais humanas

As células-tronco mesenquimais humanas foram caracterizadas por
imunofenotipagem nos diferentes graus de diferenciacdo celular (pré-osteoblastos e
osteoblastos) por citometria de fluxo com diferentes anticorpos monoclonais de

moléculas de superficie celular (CD45, CD14, CD61, CD44, CD29, CD13, CD90, HLA classe
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1, HLA classe 2, CD34, CD73, CD49e, CD105, caderina, CD54, CD31, CD106, CD166 e

CD146 — BD Biosciences) conforme instrucdes do fabricante.
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Figura 5. Delineamento experimental para estudo da diferenciagdo das células-tronco mesenquimais de
medula éssea humana.
3.3. Padronizagdo das condigoes de diferenciagdo osteobldstica

Ao final de 6-7 dias (para CTM de rato) ou 4-5 dias (para CTM humana), as células
foram removidas dos frascos de cultura por lavagem com solucao contendo EDTA 1mM
(Gibco, EUA) e tripsina 0,25% (Gibco, EUA) e contadas em hemocitdmetro. Células
obtidas da cultura primaria foram cultivadas em frascos de cultura de 25 mm?’ na
auséncia (MEM) ou na presenca dos estimuladores da osteogénese (MTS): acido
ascorbico (Gibco) na concentracdo final de 5ug/mL, B-glicerofosfato 7mM (Sigma) e

dexametasona 0,1uM (Sigma, EUA).
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3.4. Caracterizagdo da diferenciagdio osteobldstica
3.4.1. Determinagdo dos niveis enzimdticos de fosfatase alcalina

As células foram caracterizadas aos 7, 10 e 14 dias, quanto ao grau de
diferenciacao celular (pré-osteoblastos e osteoblastos) pela determinagdo da atividade
enzimatica de fosfatase alcalina (ALP) (proteina presente nos estagios iniciais de
diferenciacdo dos osteoblastos).

A atividade de ALP foi medida através da liberacdo de timolftaleina pela hidrdlise
do substrato timolftaleina monofosfato, utilizando kit comercial (Labtest Diagndstica SA,
MG, Brasil) de acordo com as instru¢ées do fabricante. Foram utilizados tubos de ensaio
denominados de branco, padrao e testes. Em todos os tubos foram adicionados 0,05 mL
de substrato e 0,5 mL de tampado. No tubo padrao, foi acrescentado 0,05 mL da solugao
padrdo. Os tubos foram mantidos a 37°C por 2 minutos. Em seguida, foi adicionado, em
cada tubo teste, 0,05 mL do lisado de células (obtido pela incubag¢do com lauril sulfato
de sédio 0,1%) dos mesmos pogos utilizados para medida da proteina total. Os tubos
foram mantidos a 37°C por 10 minutos. Apds esse periodo, foram adicionados em todos
os tubos (branco, padrdo e testes) 2mL do reagente de cor do kit comercial e, em
seguida, a absorvancia foi medida em espectrofotémetro (Cecil CE 3021 Cambridge,
Reino Unido) em comprimento de onda de 590nm. A atividade de ALP foi expressa em
umol de timoftaleina/h/mL, sendo calculada a partir da medida do tubo padrdo e
normalizada pelo conteudo de proteina total.

O conteudo de proteina total foi determinado em 7, 10 e 14 dias de cultura, de
acordo com o método descrito por Lowry e colaboradores (1951). Os pogos das

microplacas de cultura de células foram preenchidas com 2 mL de agua deionizada.
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Ap0ds 5 ciclos de choque térmico (temperatura alternada entre 15 min a 37°C e 20min a
-20°C), 1 mL de cada amostra do pogo foi misturado com 1 mL de solu¢cdo de Lowry
(Sigma) por 20 min a temperatura ambiente (TA). Apds isto, 0,5 mL de reagente fenol de
Folin e Ciocalteau (Sigma) foi adicionado a cada tubo e incubado por 30 minutos a TA. A
absorvancia foi medida utilizando um espectrofotémetro (Cecil CE 3021 Cambridge,
Reino Unido) em 680nm. O conteldo de proteina total foi calculado utilizando-se uma

curva padrdo de soroalbumina bovina e expresso em miligramas de proteinas/mL.

3.4.2. Andlise da formagdo da matriz extracelular e mineralizagéo por colorimetria

utilizando “Alizarin red S”

Ao final de 14 dias de cultura (para CTM de rato) e 21 dias (para CTM humana)
em microplaca (densidade em torno de 2,0x10* células/mL), o meio foi removido e os
pocos lavados trés vezes com salina tamponada com fosfato (PBS, “phosphate buffered
saline”) aquecida a 37°C e preenchidos com solucdo fixadora de glutaraldeido 3% em
tampao fosfato (pH 7,3). Em seguida, os pogos foram desidratados em série crescente
de alcodis (etanol 30%, 50%, 70% e absoluto), processados para coloragdo com Alizarin
red S (ARS) a 2% (que cora em vermelho os nddulos de mineralizagdo, ricos em célcio) e
as placas foram estocadas a -20°C. Para a captura das imagens, foi retirado o excesso de
ARS, obtidas digitalmente com a cdmera de alta resolucdo (Canon EOS Digital Rebel, 6.3

megapixels, com lente macro EF100 f/2.8).
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3.4.3. Ensaio de proliferacdo celular

A proliferacao celular foi determinada nos periodos de 24 horas, 3, 7 e 10 dias de
cultivo pelo ensaio colorimétrico MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio], Sigma). O MTT é um sal de cor amarela que é reduzido para cristais de
formazan, de cor purpura, por proteinases mitocondriais, ativas apenas em células
vidveis (MOSMANN, 1983).

O ensaio foi realizado pela incubagdo das culturas primdrias com MTT a 10% em
meio de cultura, por 4 h a 37°C, em atmosfera Umida contendo 5% de CO, e 95% de ar
atmosférico. Apds esse periodo, as culturas foram lavadas com 1mL de PBS aquecido.
Em seguida, foi adicionado 1mL de solu¢do de isopropanol acido (100mL de isopropanol
e 134puL de HCI) em cada pogo sob agitacdo por 5 min, para a solubilizagdo completa do
precipitado formado. Aliquotas de 100uL foram retiradas dos pocos e transferidas para
placa de 96 pocgos para medida colorimétrica em espectrofotometro em 570-650 nm
(nQuanti, Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT, EUA). Os dados da proliferagdo celular

foram expressos em densidade éptica (DO).

3.5. Andlise da expressdo génica dos marcadores da diferenciagdo osteobldstica
3.5.1. Extragdo de RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada nos periodos 7, 10 e 14 dias (para CTM de
rato) e 7 e 14 dias (para CTM humana) utilizando o reagente Trizol (Invitrogen™,
Carlsbad, CA, EUA) e kit para extracdo (Promega, Madison, WI, EUA), de acordo com as
instrucoes do fabricante. Inicialmente, as células foram tripsinizadas e centrifugadas em

tubos de 50 mL. O pellet de cada amostra foi transferido para um tubo tipo eppendorf,
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no qual foi adicionado o reagente Trizol (1 mL) e mantido a temperatura ambiente por
15 minutos. Para 1 mL da suspensdo foram adicionados 200uL de cloroférmio (Sigma) e
os tubos centrifugados a 12000xg por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida
para um novo tubo, onde foi acrescentado etanol 70% (v/v). A solugdo amostra/etanol
foi delicadamente agitada e transferida para uma coluna de afinidade a RNA. Foram
adicionados tampdes especificos, intercalados por centrifugacdes de 15 segundos a
8000xg. Apds os processos de lavagens com diferentes tampdes, as amostras de RNA
foram eluidas da coluna com 23l de dgua deionizada e tratada com dietilpirocarbonato
(DEPC, Acros Organics), livre de RNAse, sendo armazenada a -70°C até a constru¢do do
DNA complementar (cDNA). Para o preparo da dgua, adicionou-se 1 mL de DEPC (Acros
Organics) em 999 mL de dgua deionizada, sendo esta mistura incubada por 24 horas e

autoclavada por 30 minutos a 120 mmHg.

3.5.2. Quantificagdo de RNA

Para a quantificacdo de RNA total das amostras, uma aliquota de 3uL foi diluida
em 300uL de agua previamente tratada com DEPC (Acros Organics) e analisada por
espectrofotometria  utilizando o aparelho Biomate 3 spectrophotometer
Thermospectronic (Rochester, NY, EUA). A leitura foi realizada nos comprimentos de
onda de 230, 260, 280 e 320 nm, para estimativa da concentracdo de RNA/uL nas

amostras e contaminagdo por interferentes (fenol e proteinas).
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3.5.3. Construgdo do cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir de 2 ug de RNA total, através da reacdo de
transcricdo reversa, com a utilizagdo do kit High Capacity cDNA Reverse Transcriptiont
(Applied Biosystems). A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada utilizando a
enzima Taqg polimerase (Gibco) no termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf,
Hamburg, Alemanha), nas seguintes condi¢Ges: (a) trinta ciclos de 1 minuto a 94°C, (b) 1
minuto a 42°C e (c) 2 minutos a 72°C, acrescido de um passo de extensdo final de 7

minutos a 72°C.

3.5.4. Andlise da diferenciagdo osteobldstica por PCR em tempo real (Real-time PCR)

Para a reacdo de PCR em tempo real, foram utilizadas sondas SYBER Green®
(Invitrogen), sendo as reacdes feitas em aparelho CFX96TM (BioRad Laboratories, Inc.).
As reacoes foram realizadas em quadruplicata, com volume final de 15ulL e quantidade
de cDNA correspondente a 12,5 ng do RNA inicial. A reacdao de amplificacdo foi
composta por: a) 50°C por 2 min; b) 95°C por 10 min e, c) 40 ciclos a 95°C por 15 s e 60°C
por 1 min (desnaturagdo e extensdo). Os resultados foram analisados com base no valor
de Ct (cicle threshold ou ciclo limiar), sendo esse o ponto correspondente ao nimero de
ciclos em que a amplificagdo das amostras atinge um limiar (determinado entre o nivel
de fluorescéncia dos controles negativos e a fase de amplificacdo exponencial das
amostras), permitindo a analise quantitativa da expressao do fator avaliado.

No caso das células mesenquimais de medula éssea de rato foi analisada a
expressao de mRNA para os seguintes genes: RUNX2 (fator de transcricdo relacionado

ao runt 2); OC (osteocalcina); OSTERIX (fator de transcricdo dedo de zinco); ALP
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(fosfatase alcalina); BSP (sialoproteina dssea); MSX2 (Msh homeobox 2). Como controle
enddgeno, foi utilizada a expressio de GADPH (gliceraldeido 3-fosfato), gene
constitutivo.

No caso das células mesenquimais de medula dssea humana foram analisados os
seguintes genes: RUNX2 (fator de transcricdo relacionado ao runt 2); COL | (colageno
tipo 1); ALP (fosfatase alcalina); BSP (sialoproteina dssea); OP (osteopontina); OC
(osteocalcina); RANK-L (ativador do receptor do fator ligante nuclear kappa B). Como
controle enddégeno, foi utilizado a expressao de ACTIN (B-actina), gene constitutivo.

Os valores de Ct do controle endégeno foram aplicados para a normalizagdo dos
niveis de expressao do gene alvo. Uma amostra negativa (dgua) foi submetida a reacao
com cada par das sequéncias dos primers utilizados. O método comparativo de 2799 foi
utilizado para comparar a expressdao de mRNA das culturas com auséncia de fatores
estimuladores da osteogénese (MEM) e na presenca dos mesmos (MTS), nas diferentes

condicdes experimentais. As sequéncias dos primers utilizados estdao descritos na Tabela

1 (para CTM de rato) e Tabela 2 (para CTM humana).
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Tabela 1 - Primers utilizados para a reacao de Real time PCR para amostras de células-
tronco de medula éssea de rato.

Gene Alvo* Sequéncia dos primers T.A.(°C) T.D.(°C) bp

GAPDH AAATGCTTCTAGGCGGACTG 58 78 60
GGTTTTGTCAAAGAAAGGGTG

CACAAACAACCACAGAACCAC
RUNX2 56 77 137
TTGCTGTCCTCCTGGAGAAA

GCAGACACCATGAGGACCCT
ocC 61 83 153
CCGGAGTCTATTCACCACCTTACTG

CAAGAGTCGGATTCTAGGATTGGAT

OSTERIX 62 84 208
CAAACTTGCTGCAGGCTGCT
CCAACTCATTTGTGCCAGAG

ALP 57 74 75
CAGGGCATTTTTCAAGGTCTC

CTACTTTTATCCTCCTCTGAAACGGTT

BSP 59 81 202
GCTAGCGGTTACCCCTGAGA

GAAACAGTACCTCTCCATCGCAGAG

MSX2 59 81 151
TTTGGCAGCCATTTTCAGCT

*GADPH - gliceraldeido 3-fosfato; ALP — fosfatase alcalina; OC - osteocalcina; RUNX2 — fator de transcrigao
relacionado ao runt 2; OSTERIX — fator de transcri¢do dedo de zinco; BSP — sialoproteina éssea; MSX2 - Msh
homeobox 2. T.A. — temperatura de anelamento; T.D. — temperatura de dissociagdo; bp — pares de base.
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Tabela 2 — Primers utilizados para a reacao de Real time PCR para amostras de células-
tronco de medula 6ssea humana.

Gene Alvo* Sequéncia dos primers T.A.(°C) T.D.(°C) bp
ATGTTTGAGACCTTCAACA
ACTIN 56 75 495
CACGTCAGACTTCATGATGG
TATGGCACTTCGTCAGGATCC
RUNX2 61 83 110
AATAGCGTGCTGCCATTCG
TGACGAGACCAAGAACTG
CoL | 61 84 114
CCATCCAAACCACTGAAACC

AGACACATATGATGGCCGAGG

(0] 58 79 154
GGCCTTGTATGCACCATTCAA
ACGTGGCTAAGAATGTCATC
ALP 60 86 475
CTGGTAGGCGATGTCCTTA

AATCTGTGCCACTCACTGCCTT

BSP 58 79 201
CCTCTATTTTGACTCTTCGATGCAA

CAAAGGTGCAGCCTTTGTGTC

ocC 62 85 150
TCACAGTCCGGATTGAGCTCA

CAGCCTTTTGCTCATCTCACT

RANK-L 60 85 112
TTATGGGAACCAGATGGGAT

*ACTIN — B-actina; RUNX2 — fator de transcrigdo relacionado ao runt 2; COL | — colageno tipo 1; ALP —
fosfatase alcalina; BSP — sialoproteina éssea; OP - osteopontina; OC - osteocalcina; RANK-L - ativador do
receptor do fator ligante nuclear kappa B. T.A. — temperatura de anelamento; T.D. — temperatura de
dissociagdo; bp — pares de base.
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3.6. Anadlise proteémica
3.6.1. Obtencdo dos extratos protéicos de células-tronco mesenquimais de medula dssea
de rato
Para a obtencdo do extrato protéico, durante as fases de diferenciacdo
osteoblastica (7 e 14 dias), as células (aproximadamente 1,5x10° células) foram
submetidas a lise em 150uL de tampao de lise de eletroforese contendo 2,2 M tiodreia,
8M uréia, 4% CHAPS e, posteriormente, realizado o processo de sonicagdo. As proteinas
extraidas foram quantificadas pelo método colorimétrico de Bradford (1976), utilizando

soroalbumina bovina como padrao).

3.6.2. Caracterizagdo de proteinas por “shotgun proteomics”

“Shotgun proteomics” (SP), em seu sentido mais amplo, compreende a producdo
de uma mistura complexa de peptideos por tratamento enzimdtico com tripsina de
proteinas solubilizadas por detergentes a partir de células inteiras, seguida da
combinac¢do de cromatografia liquida de troca i0Gnica e fase reversa e andlise das fracdes
por espectrometria de massas. No presente trabalho, adotamos a eletroforese
unidimensional (1D), seguida de cromatografia liqguida de fase reversa e analise “off-
line” do eluato por espectrometria de massas tipo MALDI-TOF/TOF.

Os extratos protéicos extraidos das amostras de células obtidas durante as fases
de diferenciacdo osteoblastica foram submetidos a eletroforese vertical (GE Healthcare)
(LAEMMLI, 1970) utilizando mini-géis (10x10,5cm) de poliacrilamida a 12,5%
homogéneo na presenca de dodecilsulfato de sdédio (SDS-PAGE). As condig¢Oes de corrida

utilizadas foram: maximo de 300 V, 12 mA constante por gel. Foram aplicados 25ug de
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proteinas de cada amostra em cada poco do gel. Apds a corrida eletroforética, o gel foi
fixado em etanol, acido acético e dgua (40:10:50, v/v) por 1 hora e corado com solugéo
de Coomassie Blue Coloidal (NEUHOFF et al., 1988). Para a obteng¢do da imagem do gel
foi utilizado o scanner ImageScanner (Pharmacia Biotech) através do software
MagicScan (GE-Healthcare). O gel foi dividido em bandas que foram recortadas
posteriormente. Cada banda foi subdividida em 5 partes para garantir uma digestao
eficiente por tripsina.

Para a digestdo com tripsina, as bandas foram lavadas com solucdo de
bicarbonato de aménio 50 mM e acetonitrila 50% (v/v) para a remogdo de SDS e
corante, sendo em seguida adicionado acetronitrila. As bandas completamente secas
em SpeedVac foram reidratadas com uma solugdo contendo 0,5ug de tripsina (Promega,
Madison, EUA) em solucdo de bicarbonato de amdnio 50mM. A reac¢do foi mantida a
379C por 24 horas e interrompida pela adicdo de 5uL de acido féormico. Foram
adicionados 100uL de solu¢do contendo 50% de acetonitrila e 5% de acido férmico para
completa extracdo dos peptideos, seguidos de coleta em Unico tubo e de secagem
completa em SpeedVac. Apds a digestdo, as bandas que apresentavam duplicidade
foram reunidas em um Unico tubo (a+b=A, c+d=B). Os peptideos tripsinicos das
amostras foram extraidos e dessalinisados em “micro-tips” contendo resina de fase
reversa (POROS R2, Perseptive Biosystems, USA).

As amostras foram ressuspendidas em 5uL de acetonitrila pura e submetidas a
vértex. Posteriormente, foram adicionados 100uL de acido féormico 0,1%. As amostras
foram centrifugadas a 12000rpm por 3 minutos e submetidas a cromatografia de fase

reversa utilizando um sistema nano-HPLC (Shimadzu) equipado com uma coluna
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monolitica GL Science (100mmx100um didmetro interno). A cromatografia foi
desenvolvida com fluxo de 0,4 plL/min, com um gradiente linear de 5% a 95% de
solvente B. Solvente A foi acido féormico a 0,1% em d4gua e o solvente B 95% de
acetonitrila em solugdo de acido férmico a 0,1%. As fragdes foram coletadas
automaticamente em sistema AccuSpot Axima (Shimadzu), diretamente em placa de
MALDI, em um volume de 0,4puL por fragdo (1 minuto).

Apds separacdo cromatografica das bandas, cada fracdao coletada na placa de
MALDI foi recoberta com 1pL de acido a-ciano-4-hidroxicindmico (10mg/mL). A placa foi
deixada a temperatura ambiente para cristalizagdo completa da matriz. Depois foi
analisada por espectrometria de massas MALDI-TOF-TOF (espectrometro Axima
Performance — Kratos-Shimadzu, Manchester, UK). Os espectros de massas obtidos
mediram a massa por carga do(s) ion(s) precursores e de seus ions obtidos por
fragmentacdo por colisdo induzida (CID-MS/MS) por gas inerte (hélio) e uma energia de
colisdo fixa de 20 keVolt.

Os espectros de massa obtidos foram submetidos automaticamente ao
programa MASCOT versdo 2.2.04 e pesquisados contra o banco de dados de proteinas
SwissProt 57.2.fasta (contendo 466.739 sequéncias). Os seguintes parametros foram
considerados: digestdo por tripsina, 1 falha de clivagem permitida, tolerancia de massa
molecular do ion precursor de 0,5 Da e 0,8 para os ions fragmentos, modificacdo fixa por
carboxiamidometilacao de cisteinas e modificagcdo varidvel por oxidacdo de metionina.
Somente foram considerados os dados estatisticamente significantes obtidos pelo
programa MASCOT (p<0,05) com escore minimo de 30 para cada peptideo. As proteinas

identificadas pela estratégia de SP foram aceitas como identificagbes positivas, no
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minimo, com 2 peptideos com escores acima de 30 ou com 1 peptideo, quando o escore
foi maior que 40. Nesta ultima situacdo o peptideo foi inspecionado manualmente para
gue tivesse mais de 60% de cobertura da sequéncia em aminoacidos.

3.6.3. Marcagdo isobdrica para quantificagdo absoluta e relativa - iTRAQ

Os extratos protéicos das células-tronco mesenquimais obtidas durante as fases
de diferenciacdo osteobldstica foram separados por SDS-PAGE, conforme descrito na
secdo 3.6.1. Cada poco do gel foi carregado com 30 pg de proteinas de cada amostra.

Para a digestdo com tripsina, as bandas selecionadas foram lavadas com solucgdo
de acetronitrila 50% e agua milli-Q 50% para a remocdo de SDS e corante, sendo, em
seguida, adicionados 100uL de acetronitrila pura para desidratar a banda de gel. As
bandas completamente secas em SpeedVac foram reidratadas com uma solugdo
contendo 0,5ug de tripsina (Promega, Madison, EUA) em solucdo de trietilamonio
bicarbonato (TEAB) 0,1 M. A reacdo foi mantida a 37°C por 24 horas. Para a completa
extracdo dos peptideos foram adicionados 100uL de solugdo contendo 50% de
acetonitrila e 5% de acido férmico, seguido de transferéncia do solvente para um Unico
tubo e de secagem completa em SpeedVac.

Apds a digestdo, as bandas que correspondiam as diferentes fases de
diferenciacdo em osteogénese foram ressuspensas em 50uL da solucdo de TEAB 0,1M e
isopropanol 60%. Foi utilizado o reagente iTRAQ 8-plex (Applied Biosystems) sendo
utilizados os isébaros: (A) 113 - MEM 7 dias, (B) 114 - MTS 7dias, (C) 115 - controle
interno 1, (D) 116 - MEM 14 dias, (E) 117 - MTS 14 dias e (F) 118 — controle interno 2. Os
controles correspondem a metade da massa aplicada de cada amostra, representando

os periodos de 7 e 14 dias. Os isdébaros foram ressuspendidos de acordo com o
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protocolo do fabricante. Foram adicionado 8uL de cada isébaro nas respectivas
amostras e a mistura incubada por 2 horas em 60uL de tampdo TEAB 0,1M pH>8
contendo 60% isopropanol. Ao final da reagdo, as amostras foram transferidas para um
Unico tubo em volume fixo de 40uL e secas em SpeedVac. As amostras foram
ressuspendidas em 5uL de acetonitrila pura e submetidas ao vértex como descrito na
secdo 3.6.2 e, em seguida, pipetadas manualmente em placas de MALDI, cobertas com
acido a-ciano-4-hidroxicinamico (10mg/mL) e submetidas a espectrometria de massas
MALDI-TOF/TOF, no modo automatico.

Apds inspecao visual dos espectros, aqueles que indicaram a marcacdo dos
isébaros na regido de baixa massa, foram re-analisados manualmente. Para cada
espectro foi realizado o procedimento “low mass zoom”, ou seja, foram determinados
os valores de intensidade (keV), ou Apex, que correspondiam as intensidade dos ions de
baixa massa detectados (determinacdo dos ions repdrteres 113, 114 , 115, 116, 117 e
118). A figura 6 mostra um exemplo da marcagao com iTRAQ do peptideo da proteina

Ras-related protein Rab-1A.

Data: Jul31_Fr07_Lea_0001-E17-1621_0001.E17[c] 1 Aug 2010 B:49 Cal: Ago24_PMF 1 Aug 2010 7:33 (CID of 1620.86)
Shimadzu Biotech Axima Performance 2.8.3.20080616: Mode Reflectron, Power: 94, Gate: 1612.76-1628.97, P.Ext. @ 2300 (bin 96)
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Figura 6. Exemplo de espectro de massa de peptideo obtidos por em uma fragao de nano-HPLC em que
a fragmentagdo do ion m/z 1620.86 [M+H+] por CID-MS/MS para a visualizagdo da marcagdo com
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iTRAQ. (Fragdo 7, SDS-PAGE). A proteina Ras-related protein Rab-1A foi identificada utilizando o software
MASCOT contra o banco de dados Swiss Prot versdo 57.2.fasta.
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4. RESULTADOS
4.1. Imunofenotipagem de células mesenquimais obtidas de medula 6ssea humana

A medula déssea humana contém trés tipos de células progenitoras: a)
hematopoiéticas, b) endoteliais e c) mesenquimais. Fenotipicamente, células progenitoras
mesenquimais expressam os marcadores de superficie CD13, CD29, CD105, CD73, CD90 e
CD166. Por outro lado, ndo expressam os marcadores CD34, CD45 (células progenitoras
hematopoiéticas), CD14 (mondcitos), CD31, caderina 5, CD54, CD106 e CD51/61 (células
endoteliais) (COVAS et al., 2005; MARTINEZ et al.,, 2007). Assim, este experimento foi
realizado para garantir que estdvamos cultivando CTM humanas.

Células mesenquimais provenientes de: a) dois doadores de medula 6ssea humana
(21 e 26 anos, feminino) foram cultivadas por 14 dias (cultura primaria) em meio de cultura
sem fatores estimuladores da osteogénese (MEM); b) trés doadores de medula dssea
humana (37 e 45 anos, masculino e 21 anos, feminino) foram cultivadas por 14 dias em meio
de cultura com fatores estimadores da osteogénese (MTS).

ApOds este periodo, as células foram removidas por tripsinizagdo e cultivadas a uma
densidade de 1,4x10° células por garrafa (75 mm?) de cultura celular, durante 7 dias (células
de primeira passagem), em MEM e MTS. A imunofenotipagem celular foi obtida por
citometria de fluxo (FACSCalibur, BD Biosciences, EUA) apds a incubacdo das mesmas com
diferentes anticorpos monoclonais de moléculas de superficie celular (CD45, CD14, CD51,
CD61, CD44, CD29, CD13, CD90, HLA classe 1, HLA classe 2, CD34, CD73, CD49e, CD105,
caderina, CD54, CD31, CD106, CD166, CD146 — BD Biosciences), conforme instru¢des do
fabricante. Os anticorpos utilizados foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Dimas Tadeu

Covas sendo a citometria de fluxo realizada na Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto.
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Os resultados obtidos indicaram que células obtidas a partir de medula 6éssea
humana, cultivadas em meio de cultura com e sem fatores estimuladores da osteogénese,
apresentam marcadores de superficie expressos por células mesenquimais (Tabela 3).

Na primeira imunofenotipagem de células mesenquimais utilizamos varios anticorpos
para marcacdo das moléculas de superficie. As demais analises foram realizadas utilizando
apenas os anticorpos CD105, CD14, CD13, CD31, CD34, CD44, CD45, CD54, CD73 e CD90. N6s
optamos por este procedimento, porque a andlise por citometria de fluxo exige um nimero
elevado de células e, muitas vezes, a quantidade de células obtida por experimento foi

menor que o considerado satisfatério para a realizagao das marcagdes.

Tabela 3. Caracteristicas imunofenotipicas de células mesenquimais obtidas de medula
dssea humana cultivadas em meios de cultura sem fatores estimuladores da osteogénese
(MEM) e com fatores estimuladores da osteogénese (MTS) com pacientes entre 21 a 45

anos.

M:J;Z‘:f"i::e Cultura Priméria (%) MEM (%) MTS (%)
Caderina5 1,34 - - - - - - - - -
CD105 9,56 92,32 953 - 72,85|93,64 9025|9188 - 73,73
CD106 388 - - - - |oxms - | - - -
cp13 9531 952 86,9 93,82 93,06|9849 92,84|9565 99,32 90,66
cD14 036 158 34 113 147|032 08| 0 o015 081
CD146 &4 - - - - 173 - |- - .
CD166 9425 - - - - |43 - | - - .
cD29 %74 - - - - lewan - |- - .
D31 057 005 36 0 0 |0002 028|015 055 012
CD34 658 1 09 017 054|059 075|319 034 0,13
CD44 88,73 64,05 3594 3594 2535|71,79 3,69 |51,95 51,95 1,97
D45 04 08 9 069 070105 057|007 014 0,32
CD4ge 9319 - - - - |szes - | - .
CD51/61 3757 - - - - 2515 - | - o .
CD54 37,34 4359 58 32,56 2555 59 12,81|33,75 37,98 56,38
cp73 95,82 92,48 73,1 89,09 77 |94,53 90,14|92,55 96,31 74,35
CD30 98,54 94,78 62,2 87,76 77,26|96,42 92,41|97,51 94,64 65,08
HLA-classe | 91,82 - - - - 73,83 - - - -
HLA-DR 067 - - - - ow | - .
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4.2. Caracterizagdo da diferenciagdo osteobldstica
4.2.1. Atividade de fosfatase alcalina

A enzima fosfatase alcalina é considerada um marcador bioquimico do metabolismo
Osseo, relacionado a formagdo ou a reabsorcdo éssea. Como a formacdo é dependente da
acdo dos osteoblastos, os marcadores de formacdo (fosfatase alcalina), na realidade, medem
os produtos decorrentes da a¢do destas células. Os marcadores de formacdo sdo todos
frutos da sintese osteoblastica. A fosfatase alcalina dssea é uma glicoproteina especifica
encontrada na superficie dos osteoblastos. Sua fun¢do ainda n3o esta de todo elucidada,
porém seu papel na mineralizacdo do tecido dsseo estd confirmado (TANIMURA et al.,
1983). A figura 6 mostra os niveis de atividade de ALP, expressa em pumol de
timoftaleina/h/mL, das células-tronco mesenquimais de medula dssea de rato cultivadas em
meio essencial minimo (MEM) e em meio de cultura suplementado com os fatores
estimuladores de osteogéneses (MTS), nos diferentes tempos de cultivo.

Foi possivel observar o aumento dos niveis de ALP nas células cultivadas em MTS, nos
dois tipos de CTMs (rato e humana) por 7 e 14 dias, quando comparadas aquelas cultivas em
MEM. A atividade de ALP foi maior aos 10 dias nas CTM de rato (Figura 7), diferentemente
da humana (Figura 8), que foi maior aos 14 dias de cultivo

Os niveis de atividade de fosfatase alcalina foram elevados nas células mesenquimais
cultivadas em MTS em todos periodos estudados, quando comparadas aquelas cultivadas

em MEM.
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Atividade de Fosfatase Alcalina

m7 dias

m 10 dias

w14 dias

pumol Thymolphthalein/h/mg
8

MEM/MEM MTS/MTS

Concentragdo

RESULTADOS

Figura 7. Atividade da fosfatase alcalina de células osteogénicas derivadas da medula dssea de ratos Wistar
cultivadas durante o periodo de 7, 10 e 14 dias. Desvio padrdo — MEM (7 dias: 1,4978; 10 dias: 1,6915; 14 dias:
1,1068) e MTS (7 dias: 3,2634; 10 dias: 9,9566; 14 dias: 13,1430). Os dados sdo reportados como média +

desvio padrdo (n=4).

wmol Thymolphthalein/h/mg

Atividade de Fosfatase Alcalina

m7 dias

10 dias

= 14 dias

1

MEM/MEM

MTS/MTS

Concentracio

Figura 8. Atividade da fosfatase alcalina de células osteogénicas derivadas da medula dssea humana
cultivadas durante o periodo de 7, 10 e 14 dias. Desvio padrdo — MEM (7 dias: 2,2545; 10 dias: 0,9862; 14 dias:
0,7623) e MTS (7 dias: 1,7540; 10 dias: 9,0064; 14 dias: 9,6961). Os dados sdo reportados como média * desvio

padrdo (n = 3).
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4.2.2. Avadliagdo do processo de calcificagdo

A ossificagdo endocondral é o mecanismo pelo qual o esqueleto cartilaginoso é
substituido por osso e seguido por subsequente crescimento longitudinal. Esse é o modelo
utilizado na formacdo dos ossos em vertebrados superiores (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1992;
HALL e MIYAKE, 1992). O processo de calcificacdo ocorre em sitios conhecidos como matriz
vesicular, presentes nas lacunas mineralizantes da cartilagem. Acredita-se que eles
acumulem calcio e fosfato inorganico que servem como agentes na formacdo de
hidroxiapatita (principal componente inorganico do osso) (ANDERSON, 1969; WU et al.,
1995).

O processo de mineralizacdo pode ser avaliado por uma série de métodos
histoquimicos, incluindo calceina fluorescente ligante (HALLE et al., 2000), Von Kossa
(ANSELME et. al., 2002) e incorporacao de “Alizarin red S” (ARS) (PUTCHLER et. al., 1969;
STANFORD et. al., 1995). Tanto Von Kossa e coloracdo ARS permitem avaliacdo simultanea
da distribuicdo de mineralizagdo e das estruturas por microscopia de contraste de fase. A
coloragdo ARS é particularmente versatil na medida em que o corante pode ser extraido a
partir das monocamadas coradas e facilmente dosado. Essa técnica possibilitou, no presente
trabalho, a determinacdo da mineralizacdo das CTMs de rato que foram submetidas ao
cultivo com os fatores de diferenciagcdo osteogénica no periodo de 14 dias (Figura 9). A uma
média de absorvancia em 405nm foi de 0,0004 (células cultivadas em MEM) e 0,559 (células
cultivadas em MTS).

Como descrito na se¢do 3.4.2 a coloragdo ARS que nés verificassemos a presenca de
mineralizacdo das CTMs humana que foram submetidas ao cultivo com os fatores de

diferenciacdo osteogénico no periodo de 21 dias (Figura 10).
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Figura 9. Processo de mineralizagdo das células osteogénicas derivadas da medula dssea de ratos Wistar
cultivadas durante 14 dias. Microscopia de contraste de fase: (A) células cultivadas em MEM 15%; (B) células
cultivadas em MTS 15%. Coloragdo pelo método Alizarin red S: (C) cultura de células mesenquimais com
auséncia de estimulos de diferenciagdo osteogénica (MEM 15%); (D) cultura de células mesenquimais na

presenca de estimulos para a osteogénese (MTS 15%).

Figura 10. Processo de mineraliza¢do das células osteogénicas derivadas da medula éssea humana cultivadas
durante 21 dias. Microscopia de contraste de fase: (A) células cultivadas em MEM 10%; (B) células cultivadas
em MTS 10%. Coloragdo pelo método de Alizarin red S: (C) cultura de células mesenquimais com auséncia de
estimulos de diferenciacdo osteogénica (MEM 10%); (D) cultura de células mesenquimais na presenca de
estimulos para a osteogénese (MTS 10%).
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4.2.3. Proliferagdo celular

No ensaio colorimétrico com MTT nao foi possivel observar diferencas significantes
na proliferagdo celular das culturas crescidas na auséncia (MEM) e na presenca (MTS) de
estimulos a diferenciacdo osteogénica, exceto no periodo de 24 horas (Figura 11).

Assim como descrito na se¢do 3.4.3 podemos observar que no periodo de 10 dias as
células crescidas com auséncia de estimulos (MEM) tiveram maior proliferacdo celular do
que as células crescidas na presenca de estimulos a diferenciacdo osteogénica (MTS) (Figura

12).

Proliferagao celular

0,45
0,4 -
0,35 4
0,3 -
0,25 4
0,2
0,15
0,1
0,05

u MEM
u|MTS

Absorbancia 570nm

24 horas 3 dias 7 dias 10 dias

Periodos (dias)

Figura 11. Viabilidade celular (médiatdesvio padrdo, em densidade optica) de culturas de células-tronco
mesenquimais na auséncia (MEM) e na presenga (MTS) de estimulos para a diferenciagdo osteogénica nos
periodos de 24 horas, 3, 7 e 10 dias, determinada pelo ensaio colorimétrico MTT.
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Proliferagdo celular

0,65 -
0,6
055 -
05 -
0,45 -
04 - u MEM
035 -
0,95 | B MTS
0.2 -
015 -

Absorbancia 570nm

0,05 -

3 dias 7 dias 10 dias

Periodos [dias)

Figura 12. Viabilidade celular (média + desvio padrdo, em densidade Optica) de culturas de células-tronco
mesenquimais na auséncia (MEM) e na presenga (MTS) de estimulos para a diferenciagdo osteogénica nos
periodos de 3, 7 e 10 dias, determinada pelo ensaio colorimétrico MTT.

4.3. Andlise da expressdo génica durante a diferenciacdo osteobldstica

Em 7 dias, o ensaio de PCR em tempo real mostrou diferengas em nivel de expressao
de ALP, RUNX2, BSP, OC e OSTERIX (p<0,01 para cada marcador na Figura 13). Entretanto, o
nivel de expressdo de MSX2 mostrou um decréscimo durante os periodos e o nivel de
expressao de ALP e BSP foi maior durante os trés periodos em comparac¢do a expressdo dos
mesmos nas células com auséncia de estimulos osteogénicos (MEM).

Em 7 dias, o ensaio de PCR em tempo real mostrou altos niveis de expressao de ALP,
OP, OC e RANKL (p<0,01 para cada marcador na Figura 14) nas células que foram
estimuladas para a diferenciacao osteogénica (MTS). No periodo de 14 dias foi possivel
observar elevado nivel de expressdo de ALP (Figura 17). Entretanto os niveis de expressdo de
COL I, RUNX2 e BSP, em 7 dias, mostram mais elevados nas células cultivadas com auséncia

de estimulo para diferenciacdo (MEM).
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Expressio Relativa Genes/Actina

Genes envolvidos no processo da osteogénse

1500 i — MEM

1000—

R N N R T N T R
RACACCALCALLEALCALC
Q Q o & 9
Ll o‘a‘# & & &

— MTS

Figura 13. Andlise da expressdo génica dos marcadores de diferenciacdo osteoblastica ALP, RUNX2, BSP, OC,

OSTERIX e MSX2 em culturas com auséncia (MEM) e na presenc¢a (MTS) de estimulos para a diferenciagdo

osteogénica nos periodos de 7, 10 e 14 dias. Os valores foram normalizados pelo gene constitutivo GAPDH e
calibrados pelos valores obtidos para o grupo MEM.

Expressao Relativa Genes/Actina

(¢

Genes envolvidos no processo da osteogénse
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Figura 14. Andlise da expressao génica dos marcadores de diferenciagdo osteoblastica COL |, RUNX2, BSP, ALP,

OP, OC e RANKL em culturas com auséncia (MEM) e presenga (MTS) de estimulos de diferenciagdo osteogénica

nos periodos 7 e 14 dias. Os valores foram normalizados pelo gene constitutivo ACTIN (B-actina) e calibrados
pelos valores obtidos para o grupo MEM.
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4.4. Andlise proteémica de células mesenquimais de medula dssea de rato em diversas fases
de diferenciagdo osteobldstica

Como descrito na secdao 3.6.1, utilizamos um tampdo contendo 2,2M tiouréia, 8M
uréia e 4% CHAPS para a realizagao da extragao de proteinas dos periodos 7 e 14 dias de
cultura das células mesenquimais. As proteinas foram quantificadas de acordo com o
método colorimétrico de Bradford (1976). Obtivemos para as células cultivadas em meio
MEM 15%, apds 7 dias de cultivo, uma concentracdo em proteinas de 6,31ug/uL (extrato
obtido com 3,3x 10° células) e, apds 14 dias, 6,76ug/uL (extrato obtido a partir de 1,68xm6
células). Para as células cultivadas em meio MTS 15%, obtivemos 3,37ug/uL em proteinas

(1,86x10° células) para 7 dias e 3,46pg/pL (1,06x10° células), para 14 dias.

4.4.1. Identificagéio de proteinas por 1D-LC-MALDI-TOF/TOF

Como descrito anteriormente, se¢do 3.6.2, utilizamos mini-géis de poliacrilamida a
12,5% homogéneo submetidos a eletroforese vertical sendo aplicados 25ug de proteinas
totais de cada amostra em duplicata. O perfil eletroforético obtido estd ilustrado na Figura
15. Cada banda foi submetida a cromatografia de fase reversa e andlise off-line por
espectrometria de massas tipo MALDI-TOF/TOF.

Foram identificadas 146 proteinas totais (ANEXO C) nas células que foram cultivadas
em MEM 15% e MTS 15%. Tais proteinas foram selecionadas com escore (tanto de proteina
quanto de peptideo) maior que 35, totalizando 50 proteinas identificadas em MEM 15%
(Tabela 3) e 55 proteinas identificadas em MTS 15% (Tabela 4). Estas proteinas foram
analisadas quanto aos processos bioldgicos em que estao envolvidas através da utilizacdo do

banco de dados Gene Ontology (BABELOMICS v.3.2). Dentre elas, 25 proteinas foram
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relacionadas aos seguintes processos bioldgicos: secrec¢ao, localizagdo celular, transdugdo de

sinal, organizagdo de organelas e biogéneses, diferencia¢do celular e transporte (Figura 16).

A identificacdo das proteinas encontradas em ambos os tipos de cultivo estdo descritas na

Tabela 5. As proteinas exclusivas as células cultivadas em MEM 15% estdo descritas na

Tabela 6 e as proteinas exclusivas de células cultivadas em MTS 15% encontram-se na Tabela

(1

(I

A B C D
— — =
rd-l

Jer rfl rgl Ihl
: -l

Fragdes

4]

Figura 15. SDS-PAGE obtido de extratos de células mesenquimais de medula dssea de rato. Foram
submetidos a eletroforese 25ug de proteinas de cada amostra em duplicata. (l) células cultivadas em MEM
15%: as bandas foram recortadas do gel e submetidas a hidrdlise enzimatica por tripsina. As bandas que
apresentaram em duplicidade, foram unidas em um Unico tubo (a+b=A: 7 dias, c+d=B: 14 dias). (llI) células
cultivadas em MTS 15%: as bandas sofreram os mesmos procedimentos do (), sendo (e+f=C: 7 dias, g+h=D: 14
dias). M: marcador de peso molecular — LMW (Protein and Peptide Molecular Weigth Markers) GE Healthcare.
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Tabela 4. Identificacdo das proteinas por MALDI-TOF-TOF detectadas a partir de células cultivadas em MEM 15% com score > 35.

Proteina Peptideo
Prot. Acesso Fragao Proteina Score (II\(AI;Z ) Matches C;);‘l))er Score Sequéncia
ACTN1_RAT Al Alpha-actinin-1 39 103530 0,9 38,52 TIPWLENR
MYHS_RAT Al Miosina-9 40 227705 0,4 139,76 VVFQEFR
NLRX1_RAT Al NLR family member X1 38 108616 1,1 37,57 DLGGSGEGGAR
AMD_RAT Al Peptidyl-glycine alpha-amidating 39 109530 1 |38,67 KAGIEVQEIK
monooxygenase 1
ENPL_RAT A2 Endoplasmina 43 93055 1,4 (42,64 SILFVPTSAPR
EZRI_RAT A2 Ezrin 56 69504 1,7 56,21 APDFVFYAPR
ATPB_RAT A3 ATP sintase mitocrondrial de 40 56353 2,3 |40,28 IMNVIGEPIDER
- subunidade beta
EF1A1_RAT A3 Elongation factor 1-alpha 1 57 50456 ) 5 30,56 IGGIGTVPVGR
PDIA6_RAT A3 Proteina disulfeto-isomerase A6 43 48572 6,4 |30,27 GESPVDYDGGR
SERPH_RAT A3 Serpina H1 36 46631 1 4,1 35,57 LSSLIILMPHHVEPLER
TBB5_RAT A3 Tubulina de cadeia beta-5 63 50127 3 10,8 | 44,2 LAVNMVPFPR
VIME_RAT A3 Vimentina 202 53789 6 12,4 (32,19 LQEEMLQR
ACTC_RAT A4 Actin, alpha cardiac muscle 1 383 42361 10 23,3
ACTB_RAT A4 Actin, cytoplasmic 1 486 42019 11 26,9 |87,64 AGFAGDDAPR
ACTH_RAT A4 Actin, gamma-enteric smooth muscle 368 42276 10 23,4
ANXA2_RAT A4 Anexina A2 91 38963 3 9,7 72,7 TNQELQEINR
ANXAS5_RAT A4 Anexina A5 38 35801 1 3,8 38,3 GTVTDFSGFDGR
CNN1_RAT A4 Calponina-1 38 33514 3 38,42 GMTVYGLPR
G3P_RAT A4 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 147 36113 2 8,4 |67,48 LVINGKPITIFQER
GBLP_RAT Ad Guanine nucleotide-binding protein 37 35533 1 3,5 |37,45 LWDLTTGTTTR
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ROA1_RAT

ROA3_RAT

MDHM_RAT
RS7_RAT
HSPB1_RAT
GDIR1_RAT
TAGL_RAT
RS13_RAT
RS18_RAT
RS19_RAT
RS24_RAT
RL27A_RAT
H31_RAT
MYL6_RAT
NDKB_RAT
PROF1_RAT

GRP78_RAT

HSP72_RAT
EF1G_RAT
1433B_RAT
ANXA1_RAT
DBPA_RAT

A4

A4

A4
A5
A5
A5
A5
A6
A6
A6
A6
A6
A6
A6
A6
A6

B2

B2
B3
B4
B4
B4

subunit beta-2-like 1
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein Al
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein A3
Malato desidrogenase mitocondrial
proteina S7 ribossomal 40S
proteina Heat shock beta-1
Rho GDP-dissociation inhibitor 1
Transgelina
proteina S13 ribossomal 40S
proteina S18 ribossomal 40S
proteina S19 ribossomal 40S
proteina S24 ribossomal 40S
proteina L27a ribossomal 60S
Histona H3.1
Miosina leve polipeptideo 6
Nucleosideo difosfato quinase B
Profilina-1

proteinas de glicose-regulada 78 kDa

proteina Heat shock 2 de 70 kDa
Elongation factor 1-gamma
proteina 14-3-3 beta/alpha
Anexina Al
proteina DNA-ligante A

41

55

80
35
90
35
107
51
92
48
44
45
35
46
55
58

87

84
60
68
70
36

34383

39880

36140
22127
22949
23464
22660
17222
17718
16085
15423
16732
15518
17146
17397
15128

72346

69641
50060
28054
38829
38851

N P WL, N

5,6

5,8

4,1
41
8,7
3,4
13,4

12,5
6,2

6,8
6,6
5,3
14,5
10

4,3

3,6
3,4
4,1
3,2
2,2

40,87

54,51

79,98
34,81
50,41
35,46
84,95
50,92
56,89
47,75
44,4
45,36
35,18
45,55
37,31
58,41
35,38
81,13
62,47
59,98
68,34
69,63
36,45
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NQGGYGGSSSSSSYGSGR

SSGSPYGGGYGSGGGSGGYGSR

VDFPQDQLATLTGR
HVVFIAQR
DWYPAHSR
YIQHTYR
AAEDYGVTK
DSHGVAQVR
IPDWFLNR
DVNQQEFVR
TTPDVIFVFGFR
LWTLVSEQTR
YRPGTVALR
EAFQLFDR
DRPFFPGLVK
SSFFVNGLTLGGQK
SDIDEIVLVGGSTR
ITPSYVAFTPEGER
FEELNADLFR
VLSAPPHFHFGQTNR
DSTLIMQLLR
TPAQFDADELR
NGYGFINR
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ROA2 RAT B4 Heterogeneous nuclear 36 37477 2,3 |35,97 DYFEEYGK
- ribonucleoproteins A2/B1
CA201_RAT B4  UPFO0490 protein Clorf201 homolog 38 37533 2,6 |3827 AGFLSKTPR
RAB15 _RAT  BS Ras-related protein Rab-15 57 24283 52 | 106 IQIWDTAGQER
RABIA RAT  BS Ras-related protein Rab-1A 57 22677 5,4 |7 LQIWDTAGQER
COF1_RAT  B6 Cofilina-1 51 18532 6,6 |50,62 YALYDATYETK
LEG1_RAT  B6 Galectina-1 69 14857 74 | 69 DDGTWGTEQR
SSRD_RAT  B6 proteina Translocon associada a 58 18979 64 |5805 FFDEESYSLLR
subunidade delta
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Tabela 5. Identificacdo das proteinas por MALDI-TOF-TOF detectadas a partir de células cultivadas em MTS 15% com score > 35.

RESULTADOS

Proteina Peptideo
o , MwW Cover ..

Prot. Acesso Fracao Proteina Score (kDa) Matches (%) Score Sequéncia
LIPA3_RAT  C1 Liprin-alpha-3 39 133998 1 08 |38,88 QKLQQTLQK

NEST RAT  C1 Nestina 36 209651 1 0,5 |35,58 LSQAVRGAR
AMD RAT  C1 Peptidyl-glycine alpha- 39 109530 1 1 |[39,28 KAGIEVQEIK

- amidating monooxygenase

GOGA5_RAT C2 Golgin subfamily A member 5 45 82333 1 1,4 44,92 VDQGAATALR
HSP7C_RAT  C2 Heat Shocgrcocﬁ?:te 71kDa 30 71098 1 1,7 |36,53 VEIIANDQGNR
LMNA_RAT  C2 Lamina-A 59 74608 2 3,3 |49,93 LQEKEDLQELNDR
EFIA1 RAT 3 Elongation factor 1-alphal 54 50456 1 26 |53,73 YYVTIIDAPGHR
SERPH_RAT (3 Serpina H1 41 46631 1 2,9 |41,47 DNQSGSLLFIGR
TBAIA RAT  C3 Tubulina de cadeia alfa-1A 48 50820 1 2,7 |48,21 QLFHPEQLITGK
TBB5_RAT (3 Tubulina de cadeia beta-5 142 50127 4 9 |37, IREEYPDR
VIME_RAT 3 Vimentina 212 53789 7 15,7 |55,63 DNLAEDIMR
ACTB_RAT  C4 Actin, cytoplasmic 1 204 42079 3 88 |92,8 AGFAGDDAPR
ANXA1 RAT  C4 Anexina Al 36 39171 1 3,2 |35,97 TPAQFDADELR
ANXA2 RAT  C4 Anexina A2 84 38963 1 2,9 |83,68 TNQELQEINR

EF1D_RAT C4 Elongation factor 1-delta 66 31444 2 9,3 154,85 IASLEVENQNLR

G3P_RAT  C4 Gliceraldeido-3-fosfato 57 36113 1 42 |57,19 LVINGKPITIFQER

- desidrogenase
ROA1 RAT  C4 Heterogeneous nuclear 77 34383 2 53 [45,99 DYFEQYGK
ribonucleoprotein Al
ROA3_RAT  C4 Heterogeneous nuclear 46 39880 1 2,1 |45,99 DYFEKYGK

ribonucleoprotein A3
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ROA2_RAT

LDHA_RAT

RS7_RAT
HSPB1_RAT
RAB15_RAT
RAB1A_RAT
RAB2A_RAT
TAGL_RAT
RS16_RAT
RS19 RAT
RL31_RAT
MYL6_RAT

NDKA_RAT
NDKB_RAT

PPIA_RAT
PROF1_RAT
SSRD_RAT

ACTN1_RAT
ACTN4_RAT

CLH_RAT

c4

c4

c5
c5
c5
c5
c5
c5
Cé
Cé
Cé
Cé

Cé

Cé

Cé
Cé
Cé

D1
D1

D1

Heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins A2/B1
L-lactate dehydrogenase A

chain
proteina S7 ribossomal 40S
Heat shock protein beta-1
Ras-related protein Rab-15
Ras-related protein Rab-1A
Ras-related protein Rab-2A
Transgelina
proteina S16 ribossomal 40S
proteina S19 ribossomal 40S
proteina L31 ribossomal 60S
Miosina leve polipeptideo 6
Nucleosideo difosfato quinase
A
Nucleosideo difosfato quinase
B
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A
Profilina-1
proteina Translocon associada
a subunidade delta
Alpha-actinin-1
Alpha-actinin-4
Clatrina de cadeia pesada tipo
1

113

38

39
68
59
59
50
73
65
53
38
44

146

125

42
74
88

167
170

39

37534

36735

22127
22949
24625
22906
23706
22660
16559
16085
14463
17146

17307

17397

18102
15128
19208

103530
105370

193308

W N R PRPRPRNRPRRNER R

w

11,9

4,1
8,7
5,2
5,4
6,1

8,2
6,2
7,2
15,2

23,7

23,7

5,5
20
6,4

6,1
5,9

0,5

38,45

37,67

38,8
30,94
58,55
58,55
50,05
43,41
64,85
53,37
38,05
34,12

56,25

36,31

41,76
44,51
88,45

37,63
40,35

39,2

RESULTADOS

GGNFGFGDSR

VTLTPDEEAR

HVVFIAQR
DWYPAHSR
IQIWDTAGQER
LQIWDTAGQER
LQIWDTAGQESFR
AAEDYGVTK
GGGHVAQIYAIR
DVNQQEFVR
SAINEVVTR
NKDQGTYEDYVEGLR

DRPFFSGLVK

DRPFFPGLVK

FEDENFILK
DSLLODGEFTMDLR
FFDEESYSLLR

TIPWLENR
TIPWLEDR

LLLPWLEAR
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CO1A1_RAT

CO1A2_RAT

CNTN3_RAT
RTN4_RAT

GRP78_RAT

CALX_RAT
ENPL_RAT

HSP72_RAT
DESM_RAT
PDIA6_RAT
TBB2A_RAT
GBLP_RAT

MDHM_RAT

CA201_RAT

RB11A_RAT
CALM_RAT

D1
D1
D1
D1

D2

D2
D2

D2
D3
D3
D3
D4

D4

D4

D5
D6

Colageno de cadeia alfa-1(l)
Colageno de cadeia alfa-2(l)
Contactina-3
Reticulon-4
proteinas de glicose-regulada
78 kDa
Calnexina
Endoplasmina
Heat shock-related 70 kDa
protein 2
Desmina
proteina disulfeto-isomerase
A6
Tubulina de cadeia beta-2A
Guanine nucleotide-binding
protein subunit beta-2-like 1
Malato desidrogenase
mitocondrial
UPF0490 protein Clorf201
homolog
Ras-related protein Rab-11A
Calmodulina

99
87
45
36

50

75
35

123
39
142
40
56

56

37

53
46

138979
130076
113529
126843

72517

67653
93055

69926
53513
48572
50306
35533

36140

37876

24507
16837

N PR R

PN R W kR

[Eny

1,2
11
11
2,9

2,5
1,4

6,2

5,5
5,8
3,2

4,1

2,6

51
10,7

99,48
86,64
45,32
35,67
37,35
39,8
75,03
35,23

50,32
38,52
68,47
39,62
56,26

56,22

37,17

53,2
46,3

RESULTADOS

GETGPAGPAGPIGPAGAR
GEAGAAGPSGPAGPR
VAGNQTSAVLR
GPLPAAPPAAPER
ALSSQHQAR
FEELNMDLFR
KIPNPDFFEDLEPFR
SILFVPTSAPR

FEELNADLFR
FASEASGYQDNIAR
NKPEDYQGGR

SGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAK

DETNYGIPQR

VDFPQDQLATLTGR

AGFLSKTPR

AQIWDTAGQER
VFDKDGNGYISAAELR
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Tabela 6. Identificacdo de proteinas por MALDI-TOF-TOF comuns entre as células cultivadas em MEM 15% e MTS 15%.

Proteina Peptideo
Prot. Acesso Fragdo Proteina Score MW (kDa) Matches % Cover | Score Sequéncia
RS19 RAT A 40S ribosomal protein S19 48 16085 1 6,2 47,75 DVNQQEFVR
Cé 53 53,37
: T - B
GRP78_RAT 02 78 kDa glucose-regulated protein 5 ! 37’35 ALSSQHOAR
50 72517 2,9 !
D3 39,8 FEELNMDLFR
G3P_RAT AS Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 147 36113 84 67,48 LVINGKPITIFQER
ca 57 4,2 57,19
1
GBLP_RAT Ak Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 37 35533 35 37,45 LWDLTTGTTTR
D4 56 3,2 56,26 DETNYGIPQR
HSP72_RAT B2 Heat shock-related 70 kDa protein 2 84 69641 2 36 62,47 FEELNADLFR
D2 123 69926 3 6,2 50,32
A4 41 1 40,87 N Y Y R
ROA1_RAT Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al 34383 >6 08 QGGYGGSSSSSSYGSG
ca 77 2 5,3 45,99 DYFEQYGK
ROA3_RAT Ad Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 25 39880 >8 24,51 SGSPYGGGYGSGGESGGYGSR
c4 46 1 2,1 45,99 DYFEKYGK
PROF1 RAT A6 profilin1 58 15198 10 58,41 SSFFVNGLTLGGQK
- (o) 74 2 20 44,51 DSLLQDGEFTMDLR
RAB15_RAT B> Ras-related protein Rab-15 >7 24283 >2 >7,06 IQIWDTAGQER
C5 59 24625 1 5,2 58,55
B 7 22677 4 7
RAB1A_RAT > Ras-related protein Rab-1A > 6 > >7,06 LQIWDTAGQER
C5 59 22906 54 58,55
TBB5_RAT A3 Tubulin beta-5 chain 63 50127 3 108 44,2 LAVNMVPFPR
Cc3 142 4 9 37,2 IREEYPDR
VIME_RAT A3 Vimentin 202 53789 6 124 32,19 LQEEMLQR
- C3 212 7 15,7 55,63 DNLAEDIMR
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Tabela 7. Identificagdo de proteinas por MALDI-TOF-TOF exclusivas das células cultivadas em

MEM 15%.
Proteina Peptideo
Prot. Acesso Fracdo Proteina Score MW (kDa) Matches % Cover| Score Sequéncia
ANXA5_RAT A4 Anexina A5 38 35801 1 3,8 38,3 GTVTDFSGFDGR
LEG1_RAT B6 Galectina-1 69 14857 1 7,4 69 DDGTWGTEQR
MYH9_RAT Al Miosina-9 40 227705 1 0,4 39,76 VVFQEFR

Tabela 8. Identificagdo de proteinas por MALDI-TOF-TOF exclusivas das células cultivadas em

MTS 15%.

Proteina Peptideo
Prot. Acesso Fracdo Proteina Score MW (kDa) Matches % Cover| Score Sequéncia
40,35 TIPWLEDR
64,35 LASDLLEWIR
ACTN4_RAT D1 Alpha-actinin-4 170 105370 5 5,9 53,28 VGWEQLLTTIAR
76,37 GYEEWLLNEIR
46,84 LSNRPAFMPSEGR
CALM_RAT D6 Calmodulina 46 16837 1 10,7 46,3 VFDKDGNGYISAAELR
CO1A1_RAT Colalngeno de cade!a alfa-1(1) 99 138979 1 1,2 99,48 GETGPAGPAGPIGPAGAR
CO1A2_RAT Colageno de cadeia alfa-2(l) 87 130076 1,1 86,64
GOGA5_RAT C2 Golgin subfamily A member 5 45 82333 1 1,4 44,92 VDQGAATALR
2 59 ) 33 36,83 LADALQELR
49,93 LQEKEDLQELNDR
47,55 LSPSPTSQR
LMNA_RAT Lamina-A 74608 67,03 LADALQELR
D2 190 7 10,7 43,84 SLETENAGLR
45,09 AAYEAELGDAR
76,7 AQHEDQVEQYK
43,55 LQEKEDLQELNDR
RB11A_RAT D5 Ras-related protein Rab-11A 53 24507 1 51 53,2 AQIWDTAGQER
RAB2A_RAT C5 Ras-related protein Rab-2A 50 23706 6,1 50,05
RTN4_RAT D1 Reticulon-4 36 126843 1 1,1 35,67 GPLPAAPPAAPER
TBB2A_RAT D3 Tubulina de cadeia beta-2A 40 50306 1 5,8 39,62 SGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAK
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Figura 16. Analise por Gene Ontology (BABELOMICS v3.2) das proteinas identificadas por MS de células-tronco
mesenquimais de medula dssea de rato durante a indu¢do da osteogénese.
4.4.2. Quantificagdo relativa de proteinas presentes nas diferentes fases da diferenciagdo

osteobldstica utilizando isébaros iTRAQ

Como descrito na se¢do 3.6.2, utilizamos mini-gel de poliacrilamida a 12,5%
homogéneo submetidos a eletroforese vertical sendo aplicado 30ug de proteinas totais de
cada amostra, correspondente aos periodos 7 e 14 dias do processo de diferenciagdo. Foram
utilizados dois controles internos, que correspondem a metade de cada amostra (15ug)
misturadas na mesma propor¢ao. Dessa forma, o nivel de proteinas medidas no controle
interno deve corresponder a somatodria do nivel da mesma proteina nas amostras MEM e
MTS. Esse controle interno foi marcado com isdbaro especifico e foi utilizado para deteccao
da variacdo do ensaio completo (digestdo por tripsina, marcagdo por isdbaro e andlise por
espectrometria de massas) entre as amostras como demonstrado na Figura 17. O gel foi
divido em oito bandas que foram recortadas e submetidas a hidrélise enzimatica por
tripsina. Os peptideos originados foram extraidos por eluicdo passiva sempre no mesmo

volume para cada uma das oito bandas. Para a realizacdo da marca¢cdo com o iTRAQ, foi
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utilizado o kit 8-plex (Applied Biosystems) como descrito na se¢do 3.6.3. Nao foi observada
marcacao com iTRAQ nas fracdes 1 e 2.

As proteinas identificadas com marcagao com iTRAQ (ANEXO D) foram selecionadas -
com base no escore de proteina 235 e no perfil de marcacdao. Aquelas proteinas que tiveram
escore 235 e ndo tiveram um bom perfil de marcacdo foram eliminadas da andlise. Para a
identificacdo das proteinas marcadas com iTRAQ, foi realizado o cdlculo da mediana dos
valores de Apex para o is6baro especifico no periodo de 7 dias: MEM 15% (113), MTS 15%
(114); 14 dias: MEM 15% (116), MTS 15% (117), respectivamente (Tabela 8).

A identificacdo das proteinas encontradas no periodo de 7 dias estd descrita na
Tabela 9 e no periodo de 14 dias, na Tabela 10.

Através dos valores do Apex, obtidos pelo procedimento de low mass zoom, foi
possivel realizar a quantificacdo relativa dos peptideos das proteinas identificadas. O valor
esperado é o somatério da metade das massas aplicadas no gel de cada periodo e a

porcentagem de variacdo corresponde a razdo entre o valor esperado e o controle.
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Figura 17. Eletroforese em SDS-PAGE obtido de extratos de células mesenquimais de medula 6ssea de rato
para a marca¢dao com iTRAQ. Foram submetidos a eletroforese 30ug de proteinas de cada amostra. (1) células
cultivadas até o periodo de 7 dias (7D). (A) MEM 15%; (B) MTS 15% e (C) Controle interno 1 (15ug > MEM 7D +
15ug > MTS 7D). (Il) células cultivadas até o periodo de 14 dias (14D). (D) MEM 15%; (E) MTS 15% e (F)
Controle interno 2 (15ug & MEM 14D + 15ug = MTS 14D). M: marcador de peso molecular — LMW-SDS
Marker Kit GE Healthcare. As fragdes foram recortadas do gel e submetidas a hidrélise enzimatica por tripsina.
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RESULTADOS

Tabela 9. Identificagdo de proteinas por MALDI-TOF-TOF marcadas com iTRAQ nos periodos 7 e 14 dias das células cultivadas em MEM 15% e
MTS 15%.

Proteina Peptideo
Prot. MW C 7di Control 14 dias Control
0 Fragdo Proteina Score Matches over Score Sequéncia fas _Lontrole Expressio Mediana tas Lontrole Expressio Mediana
Acesso (kDa) (%) 114/113 % Var. 117/116 % Var.
g Histona HA 12 11360 7 35,9 12,99 VFLENVIR 0,51 37,10 1,95 3855 0,66 2,97 1,53 1331
H4_RAT 68,41 ISGLIYEETR 0,87 35,21 1,15 0,76 6,33 1,32
7 S Bl owanous o ;e 1m0 P® o sm e OB
TAGL_RAT Transgelin a 22588 834 IGFWIK 074 213 135 072 400 138
6 47 2 95 |~ ' ' ' 18,18 ' ' ' 6,59
47,38  EFTDSQLQEGK 0,92 1,45 1,09 0,50 9,52 2,00
TAGL2_RAT Transgelina-2 68 22379 4 21,1 115,06 TLMNLGGLAVAR 0,45 18,28 2,21 0,53 5,56 1,88
PPIB_RAT 7 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 59 23788 1 6,5 |58,97 VYFDFQIGDEPVGR 0,71 20,75 1,41 2688 0,82 9,80 1,22 913
MRLCA_RAT Miosina regulatéria de cadeia leve RLC-A 57 19883 2 11,6 133,91 EAFNMIDQNR 0,73 31,11 1,37 ' 0,68 6,33 1,47 '
PRDX1_RAT Peroxiredoxin-1 37 22095 1 55 36,72 QITINDLPVGR 0,84 16,05 1,19 0,73 1,20 1,37
G3P_RAT 5 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 54 35805 1 4,2 |54,04 LISWYDNEYGYSNR 0,89 33,33 1,12 33,33 0,74 9,09 1,36 9,09
ACTC_RAT Actin, alpha cardiac muscle 1 41992 20 12,73 IIAPPER 0,58 28,74 1,72 0,82 1,73 1,22
ACTA_RAT 4 . . 191 27,6 | 24,59 GILTLK 0,48 6,93 2,07 28,74 0,65 3,41 1,53 3,41
Actin, aortic smooth muscle 41982 19
ACTA_RAT 16,22 DLTDYLMK 0,67 16,67 1,50 0,63 2,08 1,59
VIME_RAT 3 Vimentina 127 53700 8 16,5 124,35 QDVDNASLAR 0,91 19,05 1,10 40,73 0,88 10,64 1,14 11,32

*Valores abaixo da mediana foram aceitos como medidas de expressado das proteinas por iTRAQ
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Tabela 10. Identificacdo de proteinas por MALDI-TOF-TOF no periodo 7 dias das células cultivadas em MEM 15% (113) e MTS 15% (114).

Proteina Peptideo
Prot. MW Cover ) 7 dias Controle .
Fracao Proteina Score Matches Score Sequéncia Expressdo Mediana
Acesso (kDa) (%) 114/113 % Var.
RLA1_RAT 8 60S acidic ribosomal protein P1 79 11491 1 14 79,31 AAGVNVEPFWPGLFAK 0,65 18,18 1,54 38,55
. . 27,6 | 20,02 LDLAGR 1,00 8,33 1,00
ACTC_RAT Actin, alpha cardiac muscle 1 20 276 | 1273 IAPPER 0.58 28.74 172
4 191 41992 27,6 14,91 LDLAGR 1,00 8,33 1,00 28.74
ACTA_RAT Actin, aortic smooth muscle 19 27,6 | 24,59 GILTLK 0,48 6,93 2,07 '
27,6 | 16,22 DLTDYLMK 0,67 16,67 1,50
ACTB_RAT Actin, cytoplasmic 1 202 41710 243 | 35,32 0,46 8,73 2,19
ANXAL1_RAT 5 Anexina Al 36 38805 1 4,6 35,72 GLGTDEDTLIEILTTR 1,00 13,33 1,00 3333
G3P_RAT Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 54 35805 4.2 54,04 LISWYDNEYGYSNR 0,89 33,33 1,12 ’
. 20,9 12,76 RVPFSLLR 1,21 17,33 0,83
HSPB1_RAT 6 proteina Heat shock beta-1 58 22879 4 209 | 1202 SPSWEPFR 130 15.79 077 18,18
H2A1C_RAT Histona H2A tipo 1-C 42 14097 3 215 | 28,28 AGLQFPVGR 0,75 19,48 1,33
35,9 | 12,99 0,51 37,10 1,95
8 Histona H4 112 11360 7 359 | 19,67 VFLENVIR 1,00 15,00 1,00 38,55
H4_RAT 359 | 68,41 ISGLIYEETR 0,87 35,21 1,15
NPM_RAT 5 Nucleofosmina 67 32540 2 12 56,75 MTDQEAIQDLWQWR 0,88 53,33 1,14 33,33
PPIB_RAT Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 59 23788 1 6,5 58,97 VYFDFQIGDEPVGR 0,71 20,75 141
PRDX1_RAT Peroxiredoxin-1 37 22095 55 36,72 QITINDLPVGR 0,84 16,05 1,19
. 12,6 | 32,51 0,63 26,92 1,60
RAB14_RAT Ras-related protein Rab-14 " 23912 3 126 | 4225 LQIWDTAGQER 0.71 23,08 141
. 52 32,51 0,63 26,92 1,60
RAB15 RAT . Ras-related protein Rab-15 24268 2 52 42,25 IQWDTAGQER 071 23.08 141 26.55
RAB1A_RAT Ras-related protein Rab-1A 46 22663 9.3 82,51 063 26,92 1,60
3 9,3 42,25 LOWDTAGQER 0,71 23,08 141
. 15 32,51 0,63 26,92 1,60
RAB4A_RAT Ras-related protein Rab-4A 42 23891 15 42.25 0.71 23,08 141
180 6 29,4 | 39,58 LGFQVWLK 0,46 16,42 2,19
" 29,4 86,95 TDMFQTVDLFEGK 0,55 12,64 1,81
TAGL_RAT . Transgelina 4 22588 X 95 28.34 LGFQVWLK 074 213 135 1615
9,5 47,38 EFTDSQLQEGK 0,92 1,45 1,09 '
211 5,63 GPSYGLSR 0,95 21,37 1,05
TAGL2_RAT 7 Transgelina-2 68 22379 4 21,1 | 15,06 TLMNLGGLAVAR 0,45 18,28 2,21 26,88
21,1 43,31 ENFQNWLK 0,58 26,83 1,73
16,5 | 47,05 LGDLYEEEMR 0,71 26,32 141
VIME_RAT 3 Vimentina 127 53700 8 16,5 | 10,63 LDLER 0,85 36,00 1,17 40,73
16,5 | 24,35 QDVDNASLAR 0,91 19,05 1,10
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Tabela 11. Identificacdo de proteinas por MALDI-TOF-TOF no periodo 14 dias das células cultivadas em MEM 15% (116) e MTS 15% (117).

Proteina Peptideo
Prot. Fragcdo Proteina Score Mw Matches Cover Score Sequéncia 14 dias  Controle Expressio Mediana
Acesso (kDa) (%) 117/116 % Var.
1433Z_RAT 6 proteina 14-3-3 zeta/delta 33 27754 1 3,3 |33,49 VVSSIEQK 0,83 1,33 1,21 6,59
20 14,91 LDLAGR 0,64 0,70 1,55
ACTC_RAT Actin, alpha cardiac muscle 1 191 41992 27,6 12,73 IAPPER 0,82 1,73 1,22
4 24,59 GILTLK 0,65 3,41 1,53 341
19 16,22 DLTDYLMK 0,63 2,08 1,59
ACTB_RAT Actin, cytoplasmic 1 202 41710 243 15,85 ILTER 0,86 2,53 116
46,72 AVFPSIVGRPR 0,89 0,92 1,12
G3P_RAT 5 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 54 4,2 154,04 LISWYDNEYGYSNR 0,74 9,09 1,36 9,09
58 22879 4 57,91 LFDQAFGVPR 0,78 5,62 1,28
31,05 EIQTAVR 0,79 8,57 1,26
H2B1_RAT Histona H2B tipo 1 195 13982 7 40,8 | 45,22 ESYSVYVYK 0,83 12,33 1,21
8 98,23 AMGIMNSFVNDIFER 0,96 9,43 1,04 13,31
H2B1A_RAT Histona H2B tipo 1-A 42 14216 3 24,4 131,05 EIQTAVR 0,79 8,57 1,26
H4_RAT Histona H4 112 11360 7 35,9 12,99 VFLENVIR 0,66 2,97 1,53
68,41 ISGLIYEETR 0,76 6,33 1,32
MRLCA RAT 7 Miosina regulatdria de cadeia leve RLC-A >7 19883 11,6 33,91 EAFNMIDQNR 0,68 6,33 1,47 9,13
57 2 54,06 GNFNYIEFTR 1,00 8,82 1,00
NPM_RAT 5 Nucleofosmina 67 32540 12 56,75 MTDQEAIQDLWQWR 0,88 6,67 1,14 9,09
PPIB_RAT 7 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 59 23788 1 6,5 |58,97 VYFDFQIGDEPVGR 0,82 9,80 1,22 913
PRDX1_RAT Peroxiredoxin-1 37 22095 5,5 |36,72 QITINDLPVGR 0,73 1,20 1,37 ’
RAB1A_RAT Ras-related protein Rab-1A 46 22663 3 9,3 36,58 QWLQEIDR 0,90 5,00 1,11
7 39,58 LGFQVWLK 0,92 8,70 1,09 9,13
180 27538 6 29,4 | 75,93 EFTDSQLQEGK 0,65 7,78 1,54
TAGL_RAT Transgelina 86,95 TDMFQTVDLFEGK 0,70 5,88 1,43
6 a7 2 9,5 |28,34 LGFQVWLK 0,72 4,00 1,38 6,59
7 15,06 TLMNLGGLAVAR 0,53 5,56 1,88 913
TBA1A_RAT Tubulin de cadeia alfa-1A 37 50104 1 3,3 |36,75 AVFVDLEPTVIDEVR 0,71 9,43 1,41 !
24,35 QDVDNASLAR 0,88 10,64 1,14
VIME_RAT 3 Vimentina 127 53700 8 16,5 | 45,57 VEVERDNLAEDIMR 1,14 1,19 0,87 11,32
40,41 LQDEIQNMKEEMAR 1,20 2,80 0,83
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4.5. Andlise proteémica de células mesenquimais da medula 6ssea humana em diversas fases
de diferenciagdo osteobldsticas

Como descrito na secdo 3.6.1. utilizamos um tampdo contendo 2,2 M tioureia, 8M
uréia, e 4% CHAPS para a realizacdo da extragdo de proteinas dos periodos 7 e 14 dias de
cultura das células mesenquimais. As proteinas foram quantificadas de acordo com o
método colorimétrico de Bradford (1976). As células cultivadas em meio MEM 10%
apresentaram, no periodo de 7 dias uma concentracdo de 3,26pg/pL (1,0 x 10° células);
3,45ug/uL (1,7 x 10° células) e em 14 dias: 24,19ug/ul (6,9 x 10° células), 13,19ug/ulL (4,2 x
10° células). Ja para as células que foram cultivadas em meio MTS 10%, a concentracdo de
proteinas obtidas foi, no periodo de 7 dias: 0,94pg/pL (0,4 x 10° células); 2,2ug/uL (1 x 10°
células) e 14 dias: 10,64pg/pL (3,24 x 10° células), 3,47ug/uL (1,04 x 10° células). Para cada
condicdo de crescimento, antes da extracdo de proteinas foi estimado o niumero de células
presentes. Devido a escassez de amostra foi feito um pool das medulas dsseas humanas para
posterior analise por shotgun proteomics e iTRAQ.

Como descrito na se¢do 3.6.2, utilizamos mini-gel de poliacrilamida a 12,5%
homogéneo submetidos a eletroforese vertical sendo aplicado 30ug de proteinas totais de
cada amostra correspondente aos periodos 7 e 14 dias do processo de diferenciacdo. Foram
utilizados dois controles internos, que correspondem a metade de cada amostra (15ug)
misturada na mesma propor¢do, dessa forma a expressao das proteinas medidas no controle
interno deve corresponder a somatdria da expressdao da mesma proteina nas amostras MEM
e MTS. Esse controle interno foi marcado com isébaro especifico e foi utilizado para
deteccdo da variacdo do ensaio completo (digestdo por tripsina, marcacdo por isébaro e

andlise por espectrometria de massas) da marcagdo iTRAQs entre as amostras como
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demonstrado na figura 18. O gel foi divido em dezessete bandas, que foram recortadas e
submetidas a hidrdlise enzimatica por tripsina e os peptideos originados extraidos por
eluicdo passiva sempre no mesmo volume para cada banda. Para a realizacdo da marcacao
com o iTRAQ, foi utilizado o kit 8-plex (Applied Biosystems) como descrito na secdo 3.6.3.

Nas células humanas foram identificadas 61 proteinas totais (ANEXOS E e F) na
presenca e na auséncia de estimulos para a osteogénese. Tais proteinas foram selecionadas
com escore de proteina = 35, em relacdo ao perfil de marcagao, totalizando 59 proteinas
identificadas sendo as proteinas identificadas (37 proteinas) durante os estimulos para a
osteogénese (MTS) foram relacionadas quanto aos processos biolégicos através da utilizagao
do banco de dados Gene Ontology. Dentre elas, 19 proteinas foram relacionadas aos
seguintes processos bioldgicos: transporte, diferenciacao celular, secre¢do, transducao de
sinal e sinalizacdo intracelular (Figura 19). Aquelas proteinas que tiveram escore 35 e nao
tiveram um bom perfil de marcacdo foram eliminadas da andlise. Para a identificacdo das
proteinas marcadas com iTRAQ, utilizamos o parametro no qual foi realizado o calculo da
mediana obtida através dos valores do Apex para o isébaro especifico no periodo de 7 dias:
MEM 10% (113), MTS 10% (114); 14 dias: MEM 10% (116), MTS 10% (117), respectivamente.

A identificacdo das proteinas com unico peptideo marcado, em ambos os periodos,
estdo descritas na Tabela 12, no periodo de 7 dias identificacdo de proteinas com dois
peptideos marcados durante o processo de diferenciacdo (MTS) estdo na Tabela 13.

Através dos valores do Apex, obtidos pelo procedimento de low mass zoom, foi
possivel realizar a quantificagdo relativas dos peptideos das proteinas identificadas sendo

gue o valor esperado é o somatdrio da metade das massas aplicadas no gel de um
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determinado periodo e a porcentagem de variagdo consiste na razao entre o valor esperado

e o controle multiplicado por cem.
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Figura 18. Eletroforese em SDS-PAGE obtido de extratos de células mesenquimais de medula 6ssea humana
para a marca¢dao com iTRAQ. Foram submetidos a eletroforese 30ug de proteinas de cada amostra. (I) células
cultivadas até o periodo de 7 dias (7D). (A) MEM 10%; (B) MTS 10% e (C) Controle interno 1 (15ug = MEM 7D +
15ug = MTS 7D). (lI) células cultivadas até o periodo de 14 dias (14D). (D) MEM 10%; (E) MTS 10% e (F)
Controle interno 2 (15ug - MEM 14D + 15ug = MTS 14D). M: marcador de peso molecular — LMW-SDS
Marker Kit GE Healthcare. As fragdes foram recortadas do gel e submetidas a hidrélise enzimatica por tripsina.

65



RESULTADOS

Tabela 12. Identificacdo de proteinas por MALDI-TOF-TOF com unico peptideo marcado com iTRAQ nos periodos 7 e 14 dias das células
cultivadas em MEM 10% e MTS 10%.

Proteina Peptideo
. B Mw Cover . 7 dias Controle . i 14 dias Controle . i
Prot. Acesso Fragdo Proteina Score Matches Score Sequéncia Expressaio  Mediana Expressdo Mediana
(kDa) (%) 114/113 % Var. 117/116 % Var.

ENOA_HUMAN 2 Alfa-enolase 57 47139 1 3,9 | 56,55 LAMQEFMILPVGAANFR 1,14 0,00 0,88 9,68 1,62 5,88 0,62 19,05
ANXA2_HUMAN 6 AnexinaA2 74 38580 1 4,1 | 74,39 GVDEVTIVNILTNR 1,21 7,14 0,83 11,11 1,48 17,07 0,67 8,60
CATD_HUMAN 11 Cathepsin D 57 44524 1 3,2 | 57,13 LVDQNIFSFYLSR 1,26 7,69 0,79 10,71 1,24 42,86 0,81 13,60

EF2_HUMAN 4 Elongation factor 2 45 95277 1 2,1 | 44,73 ALLELQLEPEELYQTFQR 1,05 2,56 0,95 3,57 1,00 11,11 1,00 16,00
FLNA_HUMAN 4 Filaminaa-A 35 280564 1 0,5 | 35,07 AEAGVPAEFSIWTR 1,25 5,56 0,80 3,57 1,53 15,79 0,65 16,00
KPYM_HUMAN 7 Isoenzima piruvato quinase M1/M2 92 57900 1 3 92,47 FGVEQDVDMVFASFIR 0,92 1,41 1,09 7,04 1,35 29,63 0,74 38,30
PTRF_HUMAN 15 Polymerase | and transcript release factor 35 43476 1 10,6 | 35,28 VPPFTFHVK 1,00 9,52 1,00 14,06 3,82 13,21 0,26 13,21
PDIA3_HUMAN 11 Proteina disulfeto-isomerase A3 69 56747 1 2,2 | 68,99 ELSDFISYLQR 0,93 10,71 1,07 10,71 1,23 12,36 0,82 13,60
RAB15_HUMAN 13 Ras-related protein Rab-15 44 24676 1 44,41 | 44,41 IQIWDTAGQER 1,10 19,05 0,91 9,97 1,86 26,98 0,54 29,23
SERPH_HUMAN 9 Serpina H1 55 46411 1 3,6 | 54,61 LYGPSSVSFADDFVR 1,04 1,96 0,96 11,11 1,14 6,67 0,88 12,33
SMD3_HUMAN 17 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 41 14030 1 20,9 | 40,58 VAQLEQVYIR 1,24 6,38 0,81 10,60 1,00 4,35 1,00 9,92
TBAIA_HUMAN 11 Tubulina de cadeia alfa-1A 37 50104 1 3,3 | 36,82  AVFVDLEPTVIDEVR 1,16 7,32 0,86 10,71 1,40 0,00 0,71 13,60
TBB2A_HUMAN 6 Tubulina de cadeia beta-2A 38 49875 1 3,4 | 37,79 AILVDLEPGTMDSVR 1,00 3,03 1,00 11,11 1,13 22,45 0,88 8,60
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Tabela 13. Identificacdo de proteinas por MALDI-TOF-TOF com dois peptideos marcados com iTRAQ no periodo 7 dias das células cultivadas em

MTS 10%.
Proteina Peptideo
x . Mw Cover A 7 dias  Control = .
Prot. Acesso Fragéo Proteina Score (kDa) Matches %) Score Sequéncia 114/113 e % Var. Expressdo Mediana
RLA1_HUMAN 16 60S acidic ribosomal protein P1 110 11628 2 18,4 | 110 AAGVNVEPFWPGLFAK 2,17 9,59 0,46 46,39
ENOA_HUMAN 9 Alfa-enolase 53 47139 2 71 | 334 VVIGMDVAASEFFR 0,95 2,33 1,05 11,11
ANXA1_HUMAN 11 Anexina Al 35 38690 2 9 34,7 GLGTDEDTLIEILASR 1,16 0,00 0,86 10,71
ANXA2_HUMAN 8 Anexina A2 61 38580 2 6,8 | 61,2 GVDEVTIVNILTNR 1,07 3,23 0,94 6,26
16 . 91 2 68,3 | 68,3 1,55 42,86 0,65 46,39
CALM_HUMAN 17 Calmodulina 117 16837 5 221 | 695 VFDKDGNGYISAAELR 0.97 0,00 103 1060
CALX_HUMAN 4 Calnexina 42 67526 2 41 | 41,6 KIPNPDFFEDLEPFR 1,07 3,45 0,93 3,57
CALR_HUMAN 6 Calreticulina 79 48112 2 4,3 78,9 EQFLDGDGWTSR 0,81 1,66 1,23 11,11
. 2 26,3 KSSTPEEVK 2,20 33,33 0,45 46,39
COF1_HUMAN 16 Cofilina-1 38 18730 2 12 381 YALYDATYETK 1.82 16.67 0.55 46,39
CKAP4_HUMAN 6 Cytoskeleton-associated protein 4 73 65983 2 2,7 | 355 VQSLQATFGTFESILR 1,07 3,23 0,94 11,11
3 53 2 52,7 1,17 2,56 0,86 7,29
G3P_HUMAN 11 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 60 36030 2 42 | 42,6 LISWYDNEFGYSNR 0,90 10,00 1,11 10,71
2 54,7 1,04 6,12 0,96 10,71
KPYM_HUMAN 6 Isoenzima piruvato quinase M1/M2 94 57900 2 6,2 | 26,4 EAEAAIYHLQLFEELRR 0,88 9,68 1,14 11,11
ML12A_HUMAN 15 Miosina regulatéria de cadeia leve 12A 59 19851 2 20,5 | 59 GNFNYIEEFTR 0,91 14,75 1,10 14,06
RAB10_HUMAN 14 Ras-related protein Rab-10 53 22769 2 11 53 AFLTLAEDILR 1,33 7,14 0,75 9,09
. 17302 2 28,8 DLSLEEIQK 1,08 741 0,93 14,06
STMNL_HUMAN 15 Stathmin % 17302 2 %8| s564 ASGQAFELILSPR 089 575 1,12 14,06
TBA1A_HUMAN 4 Tubulina alpha-1A chain 58 50104 2 53 | 585 1,13 0,00 0,89 3,57
— ! ! AVFVDLEPTVIDEVR ! ' ! !

TBA1B_HUMAN 5 Tubulina de cadeia alfa-1B 56 50120 2 64 | 56,4 1,06 2,86 0,94 9,31
TBA8_HUMAN 3 Tubulina de cadeia alfa-8 42 50062 2 8 41,6 FDGALNVDLTEFQTNLVPYPR 1,00 5,56 1,00 7,29

67



RESULTADOS

Processos biolagicos

metabolisme de lIpidecs

diferenciagio celular
transporte &%
1% formagio de adesdio focal / 6%
. . 1% - .
an co=guiEe - seuregEu
i T y e
1% T Y% o 1%
—— —
desenvolvimento do sistcma nervoso P

_—

5% -

-3 nsdugzo de sinal
proliferacdo celular ———""

B3
6% o
—sinalizacdo intracelular
2%
metabolismo de proteina
o

contracdo muscular _
.
B -

motihdade celular
2%

——

- _ . processo de regulacdo celular
fermagao de microtibulos 21%
13%
ciclocelular
9K

Figura 19. Anadlise por Gene Ontology das proteinas identificadas por MS de células-tronco mesenquimais de
medula éssea humana durante a indu¢do da osteogénese.
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5. DISCUSSAO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) isoladas da medula dssea, do tecido adiposo
e do corddo umbilical sdo definidas como células multipotentes, capazes de auto-renovacdo
e que podem diferenciar em adipdcitos, condrdcitos e osteoblastos (PITTENGER et al., 1999).
Estas caracteristicas fazem das células-tronco uma fonte excelente para a terapia celular e
génica aplicada a vérias doencas (ABDALLAH; KASSEM, 2008; CAPLAN; BRUDER, 2001;
KASSEM; KRISTIANSEN; ABDALLAH, 2004).

Nos ultimos 20 anos, varios pesquisadores vem trabalhando para desenvolver novas
estratégias de isolamento, expansado e diferencia¢cdo dessas células, tanto in vitro quanto in
vivo, tentando controlar suas funcdes e estabelecer novos perfis terapéuticos. Para isto duas
abordagens tém sido sugeridas: a da genética e a do microambiente. Na primeira, fatores de
transcricao especificos sdo super-expressos com a finalidade de induzir a diferenciacdo em
um determinado tipo celular. Na segunda, as CTMs sdo expostas a diferentes estimulos
contendo fatores de transcricdo, hormbnios e componentes da matriz extracelular para
induzir a diferenciacdo em um tipo celular especifica em fun¢do dos sinais recebidos pela
célula em seu microambiente (KASSEM; KRISTIANSEN; ABDALLAH, 2004). Portanto, é
esperado que o entendimento dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
osteogénese pode fornecer novos recursos para o melhor entendimento e tratamento das
doencas degenerativas do osso incluindo a osteoporose (KASSEM; ABDALLAH; SAEED, 2008).

Embora estudos transcricionais tenham avangado nesse sentido, para que tenhamos
uma compreensdo completa dos mecanismos que regulam a auto-renovacdo e a
plasticidade das células-tronco faz-se necessario a integracdo entre o transcriptoma,

proteoma e interatoma. Um dos primeiros trabalhos a determinar um mapa protedmico
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bidimensional de referéncia de CTM foi realizado em 2006 por Wagner e colaboradores
(WAGNER et al., 2006). Os autores analisaram o padrdo protedmico e transcriptémico
diferencial de preparacdes de CTM da medula déssea humana, isoladas e cultivadas em
diferentes meios de cultura (10% ou 2% de soro bovino fetal). Cento e trinta e quatro
“spots” protéicos foram analisados por MADI-TOF-MS, correspondendo a 81 proteinas
diferentes, a maior parte pertencente a categoria de proteinas do citoesqueleto (WAGNER
et al., 2006). Um numero relativamente pequeno de estudos investigativos, utilizando
estratégia protedbmica e mapeamentos de perfis de proteinas de células-tronco foi
publicado.

O objetivo do presente estudo foi analisar o perfil proteébmico das fases de
diferenciacao das células-tronco mesenquimais da medula dssea de rato e humana durante
0 processo de osteogénese.

O critério de isolamento das CTMs da medula éssea de ratos foi a capacidade destas
células em aderir a superficie plastica. Os resultados da fosfatase alcalina e da formacgao de
mineraliza¢do das amostras indicam que as células utilizadas em nosso estudo apresentaram
diferenciacdo osteogénica. No periodo de 10 dias, as CTMs de rato foram diferenciadas
(MTS) (Figura 7) tiveram o maior nivel de expressdo de fosfatase alcalina. Este aumento esta
bem caracterizado como marcador das fases iniciais de osteopoiese (COHEN, 2006). Em
osteoblastos, a fosfatase alcalina tem o papel de gerar fosfato inorganico para a
mineralizacdo a partir de ésteres de fosfato, como B-glicerofosfato (ADDISON et al., 2007). A
propriedade de formar matriz éssea é uma das principais fungdes dos osteoblastos maduros
comprovando que os mesmos estdo diferenciados e funcionais (Figura 9). O ensaio de

proliferacdo celular demonstrou que os estimulos para a diferenciacdo em osteoblasto
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(acido ascorbico, B-glicerofosfato e dexametasona) afetaram a capacidade proliferativa das
células. Para CTMs de rato, a taxa de proliferacdo teve um pequeno aumento apds 24 horas,
entretanto nos outros periodos praticamente essa taxa se manteve continua em relacdo ao
experimento controle (Figura 11).

A expressdo génica e a capacidade das CTMs diferenciarem em osteoblastos apds os
estimulos também foram avaliadas. Apds os estimulos para a diferenciacdo, as CTMs
apresentaram diferencas no nivel de expressdo génica no periodo de 7 dias. Isso ocorreu
devido ao fato que os genes ALP, RUNX2, BSP, OC e OSTERIX estdo diretamente relacionados
com processo de diferenciacdo osteobldstica. Embora o gene MSX2 seja um regulador de
transcricdo no desenvolvimento ésseo (TOWLER et al., 1994), houve aumento do seu nivel
de expressao nas células cultivadas com auséncia de estimulo para a diferenciacdo. Estudos
demonstram que as células-tronco apresentam-se em uma estado multidiferenciado, com
expressao de genes relacionados as diferentes vias de diferenciacdo que as mesmas podem
assumir (ZIPORI, 2004a; ZIPORI, 2004b; 2005; WOODBURY REYNOLDS e BLACK, 2002).
Durante a diferenciagao, de acordo com Zipori (2004a), o conjunto de genes seria reduzido,
enquanto que um pequeno grupo de genes teria os niveis de expressao aumentados devido
a diferenciacdo, nesse caso genes relacionados a osteogénese. Entretanto, estudos mostram
gue ocorre a expressdo do gene PPARG, caracteristico de adipdcitos, ao longo da
diferenciacdo em osteoblasto contradizendo a hipdtese de Zipori (AKUNE et al., 2004).

Devido a importancia da fosfatase alcalina (ALP) na diferenciacdo osteogénica, esta é
considerada um marcador especifico de osteoblastos (MINGUELL; ERICES; CONGET, 2001).

Estudos tém demonstrado que a expressao do gene ALP se inicia a partir do quarto dia de
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diferenciacdo osteogénica e diminui durante a fase de mineralizagdo que ocorre a partir do
décimo quarto ao vigésimo primeiro dia da diferencia¢dao (KULTERER et al., 2007).

O fator de transcricdo RUNX2 (RUNX2 — Runt-related Transcription fator) é o primeiro
fator especifico de osteoblastos identificado com o papel na manutencdo do fendtipo
osteogénico (LONG, 2001). A ocorréncia de mutacdo nesse gene causa disfuncdo Ossea,
indicando que este é importante no processo de formacdo odssea (NAKASHIMA,;
CROMBRUGGHE, 2003).

A sialoproteina dssea (BSP) é uma glicoproteina acida fosforilada e sulfatada que é
achada quase que exclusivamente em tecidos conjuntivos mineralizados. Das proteinas
dsseas nao colagenas caracterizadas, a BSP é a Unica que parece ter as propriedades fisicas e
guimicas para exercer o papel de nucleagao dos cristais de hidroxiapatita durante o processo
de mineralizacdo de tecidos conjuntivos, como osso e cemento. (GANSS et al, 1999)
Portanto, parece ter papel fundamental no processo de mineralizacdo tecidual, in vivo
(COGAN et al., 2004), devido também a sua capacidade de se ligar, simultaneamente, a
hidroxiapatita e a integrinas de superficies celulares. A expressdo do gene da BSP é induzida
por osteoblastos recém-formados e regulada por fatores e citocinas que estimulam e
suprimem a formacao dssea.

A osteocalcina (OC) é um peptideo secretado por osteoblastos maduros, condrdcitos
hipertrofiados e odontoblastos (VIEIRA, 1999; GUNDBERG, 2000). Apesar de ser
primariamente depositada na matriz dssea recém-formada, uma pequena fragdao entra em
circulagao, caracterizando essa proteina como marcador da atividade osteobldstica. Apesar
de ser depositada em quantidades significativas na matriz dssea, sendo uma das proteinas

ndo coldgenosas mais abundantes, ndo é um marcador de reabsorcdo dssea, pois é
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totalmente destruida devido ao processo de reabsor¢do promovida pelos osteoclastos.
Adicionalmente, estudos indicam que o aparecimento e aumento da producdo dessa
proteina sdao coincidentes com o inicio do processo de mineralizacdo. A producdo de
osteocalcina é o marcador de osteoblasto maduro (VIEIRA, 1999; GUNDBERG, 2000). Outros
estudos, in vitro e in vivo, sugerem que a osteocalcina tenha importante papel no
recrutamento e diferenciacdo dos osteoclastos (CHENU, 1994).

O fator de transcricdo dedo de zinco ou de osteoblasto (OSTERIX) é o responsdvel
pelo direcionamento da diferenciacdo das células-tronco até o estagio pré-osteoblasto
(MEURY et al., 2006). O grau de diferenciacdo das células-tronco mesenquimais para
osteoblastos pode ser controlado pelas células endoteliais, iniciando o recrutamento de
células osteoprogenitoras no local da remodelagdo 6ssea e mantendo-as em estagio de pré-
osteoblastos para evitar a deposicdo de mineral dentro dos vasos. A formacgdo dssea é um
processo finamente regulado e caracterizado por uma sequéncia de eventos que se inicia
pelo comprometimento das células mesenquimais indiferenciadas que se diferenciam em
osteoprogenitoras e sdo recrutadas para o local da remodelagdo éssea mantendo-as em
estagio pré-osteoblastos para evitar a deposicdo de mineral dentro dos vasos. Desta forma,
0s pré-osteoblastos tém de migrar para os vasos em direcdo ao local de
remodelacdo/formacdo dssea e rapidamente diferenciar em osteoblastos maduros
depositando a matriz ostedide e posteriormente a mineralizagdo. Tanto o processo de
diferenciacdo quanto a sua funcdo sdo governados por fatores de transcricdo,

principalmente, RUNX2 e OSTERIX (KARSENTY & WAGNER, 2002; NAKASHIMA et al., 2002).
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No estudo protedmico das fases de diferenciacdo osteobldstica utilizamos duas
abordagens metodolégicas: “shotgun proteomics” para a catalogagao de proteinas durante o
processo e marcacao com iTRAQ para quantificacdo relativa.

Na primeira abordagem foram identificadas proteinas que estdo envolvidas com o
processo de diferenciagdo como anexina Al (Tabela 4), que também foi identificada na
segunda abordagem. A anexina Al é uma proteina ligadora de fosfolipideo-calcio que
promove a fusdo da membrana celular e estd envolvida no processo de exocitose, no
entanto, é responsavel pela regulacdo da atividade da fosfolipase A2. Outras anexinas estdo
envolvidas nesse processo de ligacdo a lipideos como Anexina A2 e A4 (MORSCZECK et al.,
2009). A Anexina A2 esta geralmente envolvida na mineralizagdo osteoblastica e também no
up-regulated na CTMs apds a inducdo por fator transformador de crescimento beta-1 (TGF-
B-1: Transforming grow factor 8-1) (GILLETE; NIELSEN-PREISS, 2004; WANG, 2004).

Outras proteinas que também foram identificadas durante o processo de
diferenciacdo osteogénica foram: endoplasmina, vimentina, cofilina-1 e destrina (Tabela 3).
Endoplamina é uma proteina chaperona que atua no processamento e transporte de
proteinas secretadas e também tem o papel de atividade ATPase. Vimentina é encontrada
em vdrios filamentos intermedidrios nas células ndo-epiteliais e, especialmente, nas células
mesenquimais. Cofilina-1 e destrina sdo proteinas-controles da realizacdo dos
procedimentos de polimerizacdo e despolimerizacdo de actina na célula (MORSCZECK et al.,
2009).

Na segunda abordagem, foi identificada a proteina nucleofosmina (Tabela 9) que
participa de diversos processos celulares dentre eles: proliferacdo celular, regulacdo de

supressores tumorais, duplicacdo do centrossoma dentre outros (COLOMBO et al., 2002;
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GIMENEZ et al., 2010; PIANTA et al., 2010). Outras proteinas identificadas foram a Rab-1A,
Rab-4A, Rab-14 e Rab-15 (Tabela 9), pertencente a familia das pequenas GTPases,
responsaveis pelo trafego de endossomos e transducdo de sinal de pequenas GTPases
(PREKEIRS et al., 2000; SCALES et al., 2002). A proteina transgelina (Tabela 9), também foi
identificada, sendo um dos primeiros marcadores de diferenciacdo do musculo liso durante a
embriogénese. A expressdo de transgelina também é observado em tecidos embrionarios
esquelético e cardiaco (LI et al., 2008). Apesar da variacdo obtida por esse método, este é
bastante eficaz tendo em vista que a metodologia de eletroforese bidimensional utiliza
valores duas vezes maiores em relacdo a intensidade do spot o que equivale a variagdo de
100% das proteinas diferencialmente expressas.

O isolamento de células-tronco da medula 6ssea humana baseou-se na capacidade
destas células aderirem a superficie pldstica e no padrdo de marcacdo de marcadores
especificos para CTM. Os marcadores de superficie CD13, CD29, CD105, CD73, CD90 e CD166
foram positivos enquanto que os marcadores CD24, CD45, CD14, CD31, CD54, CD106,
caderina 5 e CD51/61 (Tabela 11) ndo expressaram mostrando que as células em estudo
eram células mesenquimais (COVAS et al.,, 2005; DA SILVA MEIRELLES et al, 2006;
MARTINEZ et al., 2007).

A imunofenotipagem de células mesenquimais cultivadas em MEM (Tabela 11)
revelou, na cultura primaria, uma discreta contaminac¢do de células CD34+ e CD54 sendo
que, apo6s 7 dias de cultura, estes valores foram reduzidos. A cultura primaria apresentou
uma populagdo celular heterogénea, composta por células progenitoras hematopoiéticas,

endoteliais e mesenquimais.
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Os resultados de fosfatase alcalina e do processo de mineralizagdo (Figura 10)
indicam que as células utilizadas apresentaram diferenciacdo osteogénica. No periodo de 10
dias, as células que foram diferenciadas (MTS) (Figura 8) tiveram um menor nivel de
expressao de fosfatase alcalina quando comparado com o periodo de 14 dias. Ambos os
periodos apresentaram maior nivel de expressdo quando comparado com as células que
foram cultivadas com auséncia de estimulo osteogénico.

O ensaio de proliferacdo celular demonstrou que os estimulos para a diferenciacado
em osteoblasto afetaram a capacidade proliferativa das células. A taxa de proliferacao teve
um pequeno aumento nos periodos de 3 e 7 dias, entretanto no periodo de 10 dias ocorreu
um decréscimo, em relacdo ao experimento controle (Figura 12). Tal fato pode ser atribuido
a diferenciacdao das células progenitoras em osteoblastos maduros que s3ao responsaveis
pela formacgao da matriz éssea (VIEIRA, 1999; GUNDBERG, 2000).

Ap0s os estimulos para a diferenciacdo, as CTMs apresentaram diferencas no nivel de
expressdo génica, principalmente no periodo de 7 dias. Os genes: ALP, OP, OC e RANK-L
estdo diretamente relacionados com processo de diferenciacdo osteobldstica (Figura 14).
Apenas o gene ALP teve sua expressdao aumentada em 14 dias. Ja os genes: COL |, RUNX2 e
BSP tiveram baixa expressdo quando comparado com a expressao das células controle.

Durante o processo de reparo do tecido conjuntivo, na fase inicial, predomina a
formacado de colageno, principalmente do tipo | (COL I), um dos principais constituintes nos
tecidos e uma proteina de importancia fundamental na constituicdo da matriz extracelular,
sendo responsdvel por grande parte de suas propriedades fisicas (COTRAN, 1996). As
proteinas da matriz extracelular (MEC) do osso e da dentina sdo semelhantes, consistindo

primariamente de colageno tipo |, proteinas acidas e proteoglicanas. Embora o colageno
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forme um arcabouco para a deposicdo dos ions calcio e fosfato na formacdo de
hidroxiapatita, as proteinas ndo coldgenas controlam o inicio e o crescimento desses cristais.
Apesar dessas similaridades, essas proteinas sdo encontradas em concentracdes diferentes
entre as matrizes, assim a osteopontina (OP) é predominante no tecido dsseo e presente em
pequena quantidade na dentina. A fosfatase alcalina, o coldgeno tipo | e a osteocalcina sdo
marcadores bioquimicos de formacdo no metabolismo 6ésseo, sendo os dois primeiros
marcadores dos estdgios iniciais de diferenciacdo osteoblastica, e o ultimo, dos estagios mais
avancgados.

O ativador do receptor do fator ligante nuclear kappa ou RANKL induz a diferenciacao
terminal dos osteoclastos e a sua ativacdo, sendo que, a osteoprotegerina regula
negativamente ligando-se ao RANKL, inibindo o “turnover” dsseo pelos osteoclastos.

Ikeda e colaboradores (2001) determinaram a existéncia de 3 isoformas, duas
moléculas transmembrana, o RANKL1 e RANKL2, sendo que, o RANKL2 tem apenas um
pequeno dominio intracelular e o RANKL3 que ndo apresenta dominio transmembrana e
corresponde a forma solivel do RANKL (sRANKL). Todas as trés formas protéicas tém
participagdes similar na biologia do osteoclasto (IKEDA et al., 2001).

Para a analise proteémica durante as fases de diferenciacdo de CTM humana, foi
utilizada a abordagem de marcacao com iTRAQ para quantificacao relativa. Através desse
método foi possivel identificar e estimar a expressdo de proteinas envolvidas com os
seguintes processos biolégicos: transporte, diferenciacdo celular, secrecao, transducdo de
sinal e sinalizagdo intracelular (Figura 19). Novamente foi possivel identificar proteina
pertencente a familia das pequenas GTPases, Rab-10, responsavel pelo trafego e transducao

de sinal de pequenas GTPases (PREKEIRS et al., 2000; SCALES et al., 2002).
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Mais recentemente, pesquisadores descobriram o papel de pequenas vesiculas
(microvesiculas) na transferéncia de informagdo e na intercomunica¢do célula-célula. Essas
microvesiculas sdo consideradas microparticulas derivadas da membrana plasmatica, as
guais sdo naturalmente liberadas no ambiente extracelular, podendo ser produzidas por
diferentes tipos celulares e plaquetas (CHEN et al., 2010). Funcionalmente essas vesiculas
podem transferir qualquer tipo de molécula (proteinas, acidos nucléicos ou lipideos)
podendo dessa forma inferir uma acdo pleiotrépica em suas células alvo (BONVENTRE,
2009). Estudos realizados por Chen e colaboradores (2010) mostram que as CTMs podem
atuar por meio de um mecanismo alternativo de comunicagdo celular secretando
microvesiculas enriquecidas com miRNAs para a regula¢do da biofisiologia tecidual (CHEN et
al., 2010).

A andlise protedbmica do presente estudo possibilitou a identificacdo de proteinas
envolvidas nos processos de transducdo de sinal, secrecao e transporte celular. Isto pode
auxiliar no maior entendimento das células-tronco e o seu processo de diferencia¢do.
Entretanto, novos estudos protedémicos devem ser realizados para que possamos encontrar

novas alternativas para procedimentos terapéuticos.
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6. CONCLUSAO

Um das areas da medicina regenerativa é a diferenciacdo das células-tronco na
linhagem osteogénica para subsequente uso na engenharia de tecido 6sseo e na cirurgia
reconstrutiva. No entanto, o uso destas células depende principalmente da sua habilidade

em alcancar a diferenciacdo osteogénica in vitro. Uma das limita¢des para este objetivo é a

existéncia da variacdo individual entre os doadores assim como a variabilidade das células

isoladas (de células progenitoras até células ja inicialmente comprometidas para uma
linhagem) devido aos métodos de isolamento ainda ndo muito especificos. Estas variacdes
refletirdo na capacidade das células em responder aos sinais osteogénicos, podendo,
portanto, comprometer o seu uso terapéutico. A diferenciacdo osteogénica das células-
tronco provavelmente envolve multiplas vias de sinalizacdo e muitos estudos procuram
identificar fatores que participam desta via na tentativa de conhecer os mecanismos que
governam a diferenciacdo e consequentemente obter uma estratégia cada vez mais eficiente
para minimizar as variagcOes e assim alcancar o objetivo maior que é a aplicacdo terapéutica.
Neste contexto, os nossos resultados nos levam a concluir que:

e as CTMs de medula 6ssea de rato Wistar expressam genes que estdo envolvidos na
diferenciacdo osteogénica quando estimuladas in vitro formando matriz dssea no
periodo de 14 dias, ou seja, o fator estimulante no microambiente é de fundamental
importancia;

e as CTMs de medula dssea humana apresentaram resultados semelhantes com as CTMs
de ratos em nivel gendmico durante a diferenciacdo osteogénica, entretanto quando

estimuladas in vitro formaram a matriz éssea no periodo de 21 dias;
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utilizando duas abordagens proteémicas, foi possivel identificar proteinas importantes
gue estdo envolvidas no processo de diferenciacdo. Mas cabe salientar que, embora
tenham sido detectados genes que parecem envolvidos no processo de diferenciacao,
isso ndo teve reflexo no proteoma dessas células nos periodos de 7 e 14 dias da indugao
de diferenciacdo a osteogénese, o que indica que a maior parte da funcionalidade dessas
células quanto aos outros processos biolégicos estdo preservados, como por exemplo a
proliferacdo celular permaneceu sem grandes alteragdes. Isso indica que manipulagdes
de isolamento, cultivo e indu¢do da diferenciacdo dessas células nao afetaram o
proteoma, com aspectos positivos para a utilizacdo de células-tronco mesenquimais em
terapia celular.

do ponto de vista metodoldgico, esse trabalho abre perspectivas da utilizacdo de
estratégias protedmicas baseadas na marcacdo por isdbaros em combinacdo com
separacdo de proteinas por eletroforese unidimensional SDS-PAGE para a andlise de
amostras biologicamente complexas e de quantidades limitadas de obtencdo como

células-tronco mesenquimais.
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8. ANEXOS

ANEXO A — Comité de Etica no Uso de Animais - Faculdade de Medicina de Catanduva

— Faculdades Integradas “Padre Albino”
Comissdo de Etica no Uso de Animais - Faculdade de Medicina de Catanduva
Av. Slo Vicente dv Paulo, 1455  Catunduva - SP - CEP: 15.809-143
e U s 8 ot i Fone: (17)3531-3229 35313780  e-mail: coreme famcond tarry com T

CERTIFICADO

Certificamos que o Trabalho (Protocolo n® 07.09.08-01),
intitulado. “Engenharia de tecido 4sseo: avaliagio in vitro e in vivo do biomaterial
habrido fosfato de cdlcio/dcido polilictico-co-glicdlico e células osteoblasticas
derivadas de células-tronco”, de autoria de Adalberto Luiz Rosa, foi aprovado em
10.05.2007, por estar de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal
adotade pela Comissdio de Etica no Uso de Animais (CEUA) das Faculdades Integradas
“Padre Albino” — Catanduva - SP; de acordo com o parecer emitido pelo Prof. Dr. Izidio
Pimenta de Morais, membro efetivo desta Comissdo.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEUA, os
relatérios parciais e/ou final do desenvolvimento do Projeto de Pesquisa.

Catanduva (SP), 10 de inaio de 2007.

V’\J\\\, B ~72*

Profa. Dra. Maria Luiza Nunes Mamede Rosa
Presidente da CEUA

/’,f. jx /|
Tania Regina Bortolozzo Menegoli
Secretaria da CEUA
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ANEXO B — Comité de Etica no Uso de Células Humanas — Universidade de S3o Paulo

(Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto)

=R UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO
- COMITE DE ETICA EM PESQUISA

esE Avenida do Café, s/n° - Telefone: (016) 3602-3963
b 14040-904 - Ribeirdo Preto - SP - Brasil

Fax: (016) 3633-0999

oe o
=
" Gyman®

R

OF.CEP/114/FORP
Ribeirdo Preto, 23 de margo de 2009.

Senhor Professor,

Ref.: 550 N9 .84,
CAAE n° 0004.0.138.000-09

A pedido da Profa. Dra. Cldudia Helena Lovato da Silva, Coordenadora
do Comité de Etica em Pesquisa, desta Faculdade, informamos que o referido Comité em sua 962
Sessdo, realizada em 23 de marco de 2009, aprovou o projeto de pesquisa intitulado:
“Infludncia do envelhecimento no desenvolvimento in vitro do fenétipo osteoblastico
em células-tronco derivadas de medula odssea humana. Andlises morfoldgica,
bioquimica, proteémica e genomica”.

Na oportunidade, lembramos da necessidade de entregar na Secretaria
do Comitd, com o formuldrio preenchido pelo pesquisador responsavel, os Relatdrios Parciais
nos dias 30 de dezembro de 2009, 30 de setembro de 2010 e o Relatério Final no dia 30
de maio de 2011.

Atenciosamente,

oy A A AP
CGlauce Della Rosa
Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa

Ilmo. Sr.

Prof. Dr. ADALBERTO LUIZ ROSA

Professor Associado do Departamento de Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial e
Periodontia — FORP/USP

GDR/gdr

Secretdria do Comité de Etica em Pesquisa - Glauce Della Rasa - e-mail: glauce@forp.uspbr
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ANEXOS

ANEXO C - Identificacdo de proteinas das células-tronco mesenquimais de medula éssea de rato através do método de shotgun proteomics.

Proteina Peptideo
Prot. Acesso Fragdo Proteina Score Mw Matches Cover Score Sequéncia
(kDa) (%)
1433B_RAT B4 14-3-3 protein beta/alpha 68 28054 1 4.1 68,34 DSTLIMQLLR
R513 RAT Ab 405 ribosomal protein 513 51 17222 1 6 50,92 DSHGVAQWVR
R518_ RAT Ab 405 ribosomal protein 518 92 17718 2 12,5] 56,89 IPDWFLNR
R519_RAT Ab 405 ribosomal protein 519 48 16085 1 6,2 47,75 DVNQQEFVR
R524 RAT Ab 405 ribosomal protein 524 44 15423 1 9 44,4 TTPDVIRVFGFR
R57_RAT A5 405 ribosomal protein 57 35 22127 1 4.1 34,81 HVVFIAQR
RL2Z7A RAT Ab 605 ribosomal protein L27a 45 16732 1 6,8 45,36 LWTLVSEQTR
GRP78_RAT B2 78 kDa glucose-regulated protein 87 72346 2 4,3 | 35,38 SDIDEIVLVYGGSTR
GRP78_RAT B2 78 kDa glucose-regulated protein 87 72346 2 4,3 | 81,13 ITPSYVAFTPEGER
ACTC _RAT Ad Actin, alpha cardiac muscle 1 383 42361 10 23,3 | 87,64 AGFAGDDAPR
ACTB_RAT Ad Actin, cytoplasmic 1 486 42019 11 26,9 | 87,64 AGFAGDDAPR
ACTH_RAT Ad Actin, gamma-enteric smooth muscle 368 42276 10 23,4 87,64 AGFAGDDAPR
ACTN1_RAT Al Alpha-actinin-1 39 103530 1 0.9 38,52 TIPWLENR
ANXAL1 _RAT B4 Annexin Al 70 38829 1 3,2 69,63 TPAQFDADELR
ANXAZ RAT Ad Annexin A2 91 38963 3 9,7 72,7 TNQELQEINR
ANXAS_RAT Ad Annexin AS 38 35801 1 3.8 38,3 GTVTDFSGFDGR
ATPB_RAT A3 ATP synthase subunit beta, mitochondrial A0 56353 1 2.3 40,28 IMNVIGEPIDER
CNN1_RAT Ad Calponin-1 38 33514 1 3 38,42 GMTVYGLPR
COF1_RAT B6 Cofilin-1 51 18532 1 6,6 50,62 YALYDATYETK
DBPA_RAT B4 DNA-binding protein A 36 38851 1 2,2 36,45 NGYGFINR
EF1A1_RAT A3 Elongation factor 1-alpha 1 57 50456 2 5 30,56 IGGIGTVPVGR
EF1G_RAT B3 Elongation factor 1-gamma 60 50060 1 3.4 59,98 VLSAPPHFHFGQOTNR
ENPL_RAT A2 Endoplasmin 43 93055 1 1.4 | 42,64 SILFVPTSAPR
EZRI_RAT A2 Ezrin 56 69504 1 1.7 56,21 APDFVFYAPR
LEG1 RAT B6 Galectin-1 69 14857 1 7.4 69 DDGTWGTEQR
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Proteina Peptideo
Prot. Acesso Fracio Proteina Score Mw Matches Cover Score Sequéncia
(kDa) (%5)

G3P_RAT A4 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 147 36113 2 84 | 67,48 LVINGKPITIFQER
GEBLP_RAT Ad Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 37 35533 1 35| 3745 LWDLTTGTTTR
HSPB1_RAT A5 Heat shock protein beta-1 90 22849 2 8,7 50,41 DWYPAHSR
HSP72 RAT B2 Heat shock-related 70 kDa protein 2 84  ©69641 2 3,6 62,47 FEELNADLFR
ROA1_RAT A4 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al 41 34383 1 5,6 | 40,87 NOGGYGGESSS555YGSGR
ROA3 RAT Ad Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 55 39880 1 5,8 54,51 SS5GSPYGGGYGSGGGSGGYGSR
ROAZ_RAT B4 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins AZ/B1 36 37477 1 2,3 35,97 DYFEEYGK

H31_RAT Ab Histone H3.1 35 15518 1 6,6 35,18 YRPGTVALR
MDHM_RAT Ad Malate dehydrogenase, mitochondrial 80 36140 1 4,1 79,98 VDFPODOLATLTGR
MYL6_RAT A6 Myosin light polypeptide 6 46 17146 1 5,3 | 45,55 EAFQLFDR
MYHS _RAT Al Myosin-9 40 227705 1 0,4 39,76 WWVFQEFR
MLRX1 RAT Al NLR family member X1 38 108616 1 11 | 37,57 DLGGSGEGGAR
NDKB_RAT AB Nucleoside diphosphate kinase B 55 17397 2 14,5 37,31 DRPFFPGLVK
AMD_RAT Al Peptidyl-glycine alpha-amidating monooxygenase 39 109530 1 1 38,67 KAGIEVQEIK
PROF1_RAT Ab Profilin-1 58 15128 1 10 58,41 SSFRYNGLTLGGAK
PDIAG_RAT A3 Protein disulfide-isomerase A6 43 48572 2 64 | 30,27 GESPVDYDGGR
RAB1S_RAT B5 Ras-related protein Rab-15 57 24283 1 5,2 57,06 IQIWDTAGQER
RAB1A RAT B5 Ras-related protein Rab-1A 57 22677 1 5,4 57,06 LOQIWDTAGQER
GDIR1_RAT A5 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 35 23464 1 3,4 | 3546 YIQHTYR
SERPH_RAT A3 Serpin H1 36 46631 1 4,1 35,57 LSSLIILMPHHVEPLER
TAGL_RAT A5 Transgelin 107 22660 3 13,4 | 84,95 AAEDYGVTK
S5RD_RAT B6 Translocon-associated protein subunit delta 58 18979 1 64 | 58,05 FFDEESYSLLR
TBB5_RAT A3 Tubulin beta-5 chain 63 50127 3 10,8 44,2 LAVNMVYPFPR
CAZ201_RAT B4 UPF0490 protein Clorf201 homolog 38 37533 1 2,6 38,27 AGFLSKTPR
VIME_RAT A3 Vimentin 202 53789 b 1241 32,19 LOEEMLQR
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Proteina Peptideo
Prot. Acesso Fragdo Proteina Score Mw Matches Cover Score Sequéncia
(kDa) (%)
R516_RAT Cb 405 ribosomal protein 516 65 16559 1 8,2 | 64,85 GGGHVAQIYAIR
R519_RAT Cb 405 ribosomal protein 519 53 16085 1 6,2 | 53,37 DVNQQEFVR
RS57 RAT C5 405 ribosomal protein 57 39 22127 1 4.1 38,8 HVVFIAQR
RL31 RAT Ch 605 ribosomal protein L31 38 14463 1 7,2 | 38,05 SAINEVVTR
GRP78_RAT D2 78 kDa glucose-regulated protein 50 72517 2 2,9 | 37,35 ALSSQHOAR
GRP78_RAT D2 78 kDa glucose-regulated protein 50 72517 2 29| 39.8 FEELNMDLFR
ACTB_RAT c4 Actin, cytoplasmic 1 204 42079 3 8,8 92,8 AGFAGDDAPR
ACTN1 RAT D1 Alpha-actinin-1 167 103530 5 6,1 | 37,63 TIPWLENR
ACTNA RAT D1 Alpha-actinin-4 170 105370 5 5,9 | 40,35 TIPWLEDR
ANXAL1_RAT c4 Annexin Al 36 39171 1 3,2 | 35,97 TPAQFDADELR
ANXAZ_RAT Cc4 Annexin A2 84 38963 1 2,9 | 83,68 TNQELQEINR
CALM_RAT D6 Calmodulin 46 16837 1 10,7 | 46,3 VFDKDGNGYISAAELR
CALX_RAT D2 Calnexin 75 67653 1 2,5 ] 75,03 KIPNPDFFEDLEPFR
CLH_RAT D1 Clathrin heawy chain 1 39 153308 1 0,5 39,2 LLLPWLEAR
CO1A1_RAT D1 Collagen alpha-1{1) chain 99 138979 1 1,2 | 99,48 GETGPAGPAGPIGPAGAR
CO1A2_RAT D1 Collagen alpha-2{1) chain 87 130076 1 1,1 | 86,64 GEAGAAGPSGPAGPR
CNTN3_RAT D1 Contactin-3 45 113529 1 1,9 | 45,32 VAGNQTSAVLR
DESM_RAT D3 Desmin 39 53513 1 3 38,52 FASEASGYQDNIAR
EF1A1 RAT C3 Elongation factor 1-alpha 1 54 50456 1 2,6 | 53,73 YYVTIIDAPGHR
EF1D_RAT c4 Elongation factor 1-delta 66 31444 2 9,3 | 54,85 IASLEVENQMNLR
ENPL_RAT D2 Endoplasmin 35 93055 1 1,4 | 35,23 SILFVPTSAPR
G3P_RAT c4 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 57 36113 1 4,2 | 57,19 LVINGKPITIFQER
GOGAS RAT c2 Golgin subfamily A member 5 45 82333 1 1,4 | 44,92 VDQGAATALR
GBLP_RAT D4 Guanine nuclectide-binding protein subunit beta-2-like 1 56 35533 1 3,2 | 56,26 DETNYGIPQR
HSP7C_RAT Cc2 Heat shock cognate 71 kDa protein 37 71098 1 1,7 | 36,53 VEIIANDQGNR
HSPB1_RAT C5 Heat shock protein beta-1 68 22949 2 8,7 | 30,94 DWYPAHSR
HS5P72 RAT D2 Heat shock-related 70 kDa protein 2 123 69926 3 6,2 | 50,32 FEELMADLFR
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Proteina Peptideo
Prot. Acesso Fragdo Proteina Score MW Matches Cover Score Sequéncia
(kDa) (%)

ROAL1 RAT Cc4 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al 77 34383 2 53 | 45,99 DYFEQYGK
ROA3_RAT c4 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 46 39880 1 2,1 | 45,99 DYFEKYGK
ROAZ_RAT c4 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 113 37534 4 11,9 | 38,45 GGNFGFGDSR
LMNA_RAT c2 Lamin-A 59 74608 2 3,3 | 49,93 LOEKEDLOQELNDR
LIPAS_RAT Cc1 Liprin-alpha-3 39 133998 1 0,8 | 38,88 QKLQQTLAaK
LDHA_RAT c4 L-lactate dehydrogenase A chain 38 36735 1 3 37,67 VTLTPDEEAR
MDHM_RAT D4 Malate dehydrogenase, mitochondrial 56 36140 1 4,1 | 56,22 VDFPQDQLATLTGR
MYL6 RAT  C6 Myosin light polypeptide 6 44 17146 2 15,2 | 34,12 NKDQGTYEDYVEGLR
MEST_RAT Cc1 Nestin 36 209651 1 0,5 | 35,58 LSQAVRGAR
NDKA_RAT C6 Nucleoside diphosphate kinase A 146 17307 3 23,7 | 56,25 DRPFFSGLVK
NDKB_RAT C6 Nucleoside diphosphate kinase B 125 17397 3 23,71 36,31 DRPFFPGLVK
AMD_RAT Cc1 Peptidyl-glycine alpha-amidating monooxygenase 39 109530 1 1 39,28 KAGIEVQEIK
PPIA_RAT C6 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 42 18102 1 55 | 41,76 FEDENFILK
PROF1_RAT Cb Profilin-1 74 15128 2 20 | 44,51 DSLLODGEFTMDLR
PDIAG_RAT D3 Protein disulfide-isomerase Ab 142 48572 2 5,5 | 68,47 NKPEDYQGGR
RB11A_RAT D5 Ras-related protein Rab-11A 53 24507 1 51 53,2 AQIWDTAGQER
RAB15_RAT C5 Ras-related protein Rab-15 59 24525 1 5,2 | 58,55 1QIWDTAGQER
RAB1A_RAT C5 Ras-related protein Rab-1A 59 22906 1 54 | 58,55 LOIWDTAGQER
RAB2A_RAT C5 Ras-related protein Rab-2A 50 23706 1 6,1 | 50,05 LQIWDTAGQESFR
RTN4_RAT D1 Reticulon-4 36 126843 1 1,1 | 35,67 GPLPAAPPAAPER
SERPH_RAT Cc3 Serpin H1 41 46631 1 2,9 | 41,47 DNQSGSLLFIGR
TAGL_RAT C5 Transgelin 73 22660 2 9 43,41 AAEDYGVTK
SS5RD_RAT C6 Translocon-associated protein subunit delta 88 19208 1 6,4 | 88,45 FFDEESYSLLR
TBA1A_RAT C3 Tubulin alpha-1A chain 48 50820 1 2,7 | 48,21 QLFHPEQLITGK
TBB2A_RAT D3 Tubulin beta-2A chain 40 50306 1 5,8 | 39,62 SGPFGQIFRPDNFVFGQSGAGNNWAK
TBBS_RAT Cc3 Tubulin beta-5 chain 142 50127 4 9 37,2 IREEYPDR
CA201_RAT D4 UPF0490 protein Clorf201 homolog 37 37876 1 2,6 | 37,17 AGFLSKTPR
VIME_RAT C3 Vimentin 212 53789 7 15,7 | 55,63 DNLAEDIMR
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ANEXO D - Identificacdo de proteinas das células-tronco mesenquimais de medula éssea de rato através do método de iTRAQ.

Proteina Peptideo
Prot. Fragao Proteina Score Matches Cover Score Sequéncia

Acesso (kDa) (%)
H2B1_ RAT 8 Histone H2B type 1 195 13982 7 40,8 31,05 EIQTAVR
H2B1 RAT 8 Histone H2B type 1 195 13982 7 40,8 41,7 LLLPGELAK
H2B1_ RAT 8 Histone H2B type 1 195 13982 7 40,8 45,22 ESYSVYVYK
H2B1 RAT 8 Histone H2B type 1 195 13982 7 40,8 92,86 AMGIMNSFVNDIFER
H2B1_ RAT 8 Histone H2B type 1 195 13982 7 40,8 98,23 AMGIMNSFVNDIFER
H2B1 RAT 8 Histone H2B type 1 195 13982 7 40,8 52,1 AMGIMNSFVNDIFER
PPIA_RAT 8 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 131 17863 6 36,6 9,7 ALSTGEK
PPIA_RAT 8 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 131 17863 6 36,6 21,06 TEWLDGK
PPIA_RAT 8 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 131 17863 6 36,6 6,7 VKEGMSIVEAMER
PPIA_RAT 8 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 131 17863 6 36,6 52,58 VNPTVFFDITADGEPLGR
PPIA_RAT 8 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 131 17863 6 36,6 73,02 VNPTVFFDITADGEPLGR
PPIA_RAT 8 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 131 17863 6 36,6 57,78 SIYGEKFEDENFILK

H4_ RAT 8 Histone H4 112 11360 7 35,9 22,26 TLYGFGG

H4 RAT 8 Histone H4 112 11360 7 35,9 19,67 VFLENVIR

H4 RAT 8 Histone H4 112 11360 7 35,9 56,15 VFLENVIR

H4_RAT 8 Histone H4 112 11360 7 35,9 19,35 VFLENVIR

H4_ RAT 8 Histone H4 112 11360 7 35,9 12,99 VFLENVIR

H4 RAT 8 Histone H4 112 11360 7 35,9 68,41 ISGLIYEETR

H4_RAT 8 Histone H4 112 11360 7 35,9 57,83 DNIQGITKPAIR
VIME_RAT 8 Vimentin 106 53700 3 9 56,42 EYQDLLNVK
VIME_RAT 8 Vimentin 106 53700 3 9 66,14 ISLPLPNFSSLNLR
VIME_RAT 8 Vimentin 106 53700 3 9 42,93 EMEENFALEAANYQDTIGR
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COTL1_RAT
LEG1_RAT
LEG1_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
RLA1_RAT

S10AB_RAT
NDKB_RAT
NDKB_RAT
NDKB_RAT
NDKB_RAT
NDKB_RAT
NDKB_RAT
MYL6_RAT
MYL6_RAT
MYL6_RAT

PROF1_RAT
NDKA_RAT
NDKA_RAT
NDKA_RAT
NDKA_RAT
NDKA_RAT
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Coactosin-like protein
Galectin-1
Galectin-1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
60S acidic ribosomal protein P1
Protein S100-A11
Nucleoside diphosphate kinase B
Nucleoside diphosphate kinase B
Nucleoside diphosphate kinase B
Nucleoside diphosphate kinase B
Nucleoside diphosphate kinase B
Nucleoside diphosphate kinase B
Myosin light polypeptide 6
Myosin light polypeptide 6
Myosin light polypeptide 6
Profilin-1
Nucleoside diphosphate kinase A
Nucleoside diphosphate kinase A
Nucleoside diphosphate kinase A
Nucleoside diphosphate kinase A
Nucleoside diphosphate kinase A

89
83
83
80
80
80
80
80
80

78
74
74
74
74
74
74
72
72
72
63
60
60
60
60
60

15922
14847
14847
41710
41710
41710
41710
41710
41710
11491
11057
17272
17272
17272
17272
17272
17272
16964
16964
16964
14948
17182
17182
17182
17182
17182
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11,3
20,7
20,7
19,5
19,5
19,5
19,5
19,5
19,5
14
16,3
40,8
40,8
40,8
40,8
40,8
40,8
24,5
24,5
24,5
10
40,8
40,8
40,8
40,8
40,8

88,84
29,46
82,64
16,33
22,16
23,34
34,27
45,19
59,72
79,31
78,31
27,68
15,4
34,43
28,06
38,96
44,85
42,21
2,72
58,45
62,63
27,68
15,4
11,47
38,96
44,85

ANEXOS

FALITWIGEDVSGLQR
LPDGHEFKFPNR
LNMEAINYMAADGDFK
AGFAGDDAPR
GYSFTTTAER
AVFPSIVGRPR
DLTDYLMK
SYELPDGQVITIGNER
VAPEEHPVLLTEAPLNPK
AAGVNVEPFWPGLFAK
TEFLSFMNTELAAFTK
GLVGEIIK
GLVGEIIKR
DRPFFPGLVK
DRPFFPGLVK
TFIAIKPDGVQR
VMLGETNPADSKPGTIR
EAFQLFDR
MCDFTEDQTAEFK
VLDFEHFLPMLQTVAK
DSLLQDGEFTMDLR
GLVGEIIK
GLVGEIIKR
DRPFFSGLVK
TFIAIKPDGVQR
VMLGETNPADSKPGTIR
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NDKA_RAT
H2A1C_RAT
H2A1C_RAT
H2A1C_RAT
H2B1A_RAT
H2B1A_RAT
H2B1A_RAT
COF1_RAT
CALM_RAT
CALR_RAT
H33_RAT
TAGL_RAT
TAGL_RAT
TAGL_RAT
TAGL_RAT
TAGL_RAT
TAGL_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
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Nucleoside diphosphate kinase A

Histone H2A type 1-C
Histone H2A type 1-C
Histone H2A type 1-C
Histone H2B type 1-A
Histone H2B type 1-A
Histone H2B type 1-A
Cofilin-1
Calmodulin
Calreticulin
Histone H3.3
Transgelin
Transgelin
Transgelin
Transgelin
Transgelin
Transgelin
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1

60
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42
42
42
42
42
36
34
33
31
180
180
180
180
180
180
119
119
119
119
119
119
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115
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17182
14097
14097
14097
14216
14216
14216
18521
16827
47966
15318
22588
22588
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41992
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41710
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40,8
21,5
21,5
21,5
24,4
24,4
24,4
6,6
10,7
2,9
16,2
29,4
29,4
29,4
29,4
29,4
29,4
20,7
20,7
20,7
20,7
20,7
20,7
24
24
24

56,42
35,82
28,28
33,47
31,05
41,7

6,65

35,61
34,46
32,51
15,54
39,58
37,58
29,45
57,53
75,93
86,95
15,82
10,28
16,73
33,79
93,99

47

15,82
10,28
17,16
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EYQDLLNVK
AGLQFPVGR
AGLQFPVGR
VTIAQGGVLPNIQAVLLPK
EIQTAVR
LLLPGELAK
AMSIMNSFVTDIFER
YALYDATYETK
VFDKDGNGYISAAELR
EQFLDGDAWTNR
YRPGTVALR
LGFQVWLK
GDPNWFMK
KYDEELEER
QMEQVAQFLK
EFTDSQLQEGK
TDMFQTVDLFEGK
LDLAGR
AGFAGDDAPR
AVFPSIVGRPR
DLTDYLMK
SYELPDGQVITIGNER
YPIEHGIITNWDDMEK
LDLAGR
AGFAGDDAPR
GYSFTTTAER
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ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ATPA_RAT
ATPA_RAT

TAGL2_RAT

TAGL2_RAT

TAGL2_RAT

TAGL2_RAT
VIME_RAT
VIME_RAT
VIME_RAT
FRIL1_RAT
FRIL1_RAT

PPIB_RAT

MRLCA_RAT

MRLCA_RAT
SODM_RAT

RAB1A_RAT

RAB1A_RAT

RAB1A_RAT
RAB14_RAT
RAB14_RAT
RAB15_RAT
RAB15_RAT
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Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
Transgelin-2
Transgelin-2
Transgelin-2
Transgelin-2
Vimentin
Vimentin
Vimentin
Ferritin light chain 1
Ferritin light chain 1
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B
Myosin regulatory light chain RLC-A
Myosin regulatory light chain RLC-A
Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial
Ras-related protein Rab-1A
Ras-related protein Rab-1A
Ras-related protein Rab-1A
Ras-related protein Rab-14
Ras-related protein Rab-14
Ras-related protein Rab-15
Ras-related protein Rab-15

115
115
115
115
101
101
68
68
68
68
62
62
62
62
62
59
57
57
47
46
46
46
42
42
42
42

41710
41710
41710
41710
59717
59717
22379
22379
22379
22379
53700
53700
53700
20736
20736
23788
19883
19883
24659
22663
22663
22663
23912
23912
24268
24268
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24
24
24
24
7,2
7,2
21,1
211
211
21,1
6,7
6,7
6,7
23
23
6,5
11,6
11,6
6,3
9,3
9,3
9,3
12,6
12,6
5,2
5,2
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16,73 AVFPSIVGRPR
33,79 DLTDYLMK
93,99 SYELPDGQVITIGNER
46,2 VAPEEHPVLLTEAPLNPK
0,32 RPPGREAYPGDVFYLHSR
100,96 EVAAFAQFGSDLDAATQQLLSR
5,63 GPSYGLSR
15,06 TLMNLGGLAVAR
43,31 ENFONWLK
58,11 QMEQISQFLQAAER
10,61 FANYIDK
22,28 LGDLYEEEMR
62,49 ISLPLPNFSSLNLR
62,46 VAGPQPAQTGVAQASLGEYLFER
5,93 DDVALEGVGHFFRELAEEK
58,97 VYFDFQIGDEPVGR
33,91 EAFNMIDQNR
54,06 GNFNYIEFTR
47,32 AIWNVINWENVSQR
36,58 QWLQEIDR
32,51 LQIWDTAGQER
42,25 LQIWDTAGQER
32,51 LQIWDTAGQER
42,25 LQIWDTAGQER
32,51 IQIWDTAGQER
42,25 IQIWDTAGQER
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RAB4A_RAT
RAB4A_RAT
RAB4A_RAT
TBA1A_RAT
PRDX1_RAT
PRDX4_RAT
APT_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
VIME_RAT
VIME_RAT
VIME_RAT
VIME_RAT
VIME_RAT
VIME_RAT
VIME_RAT
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Ras-related protein Rab-4A
Ras-related protein Rab-4A
Ras-related protein Rab-4A
Tubulin alpha-1A chain
Peroxiredoxin-1
Peroxiredoxin-4

Adenine phosphoribosyltransferase

Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Vimentin
Vimentin
Vimentin
Vimentin
Vimentin
Vimentin
Vimentin

42
42
42
37
37
35
24
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
211
169
169
169
169
169
169
169

23891
23891
23891
50104
22095
30988
19533
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
53700
53700
53700
53700
53700
53700
53700

15
15
15
3,3
5,5

7,2
26,9
26,9
26,9
26,9
26,9
26,9
26,9
26,9
26,9
26,9
26,9
26,9
19,3
19,3
19,3
19,3
19,3
19,3
19,3

32,51
42,25
3,26
36,75
36,72
35
24,41
8,42
25,51
36,62
41,81
39,9
14,85
42,93
75,34
22,84
28,62
17,13
97,78
32,85
17,78
21,13
52,21
67,36
77,26
30,28

ANEXOS

LQIWDTAGQER
LQIWDTAGQER
MSETYDFLFKFLVIGNAGTGK
AVFVDLEPTVIDEVR
QITINDLPVGR
QITLNDLPVGR
SFPDFPIPGVLFR
[IAPPER
AGFAGDDAPR
GYSFTTTAER
GYSFTTTAER
AVFPSIVGRPR
AVFPSIVGRPR
DLTDYLMK
SYELPDGQVITIGNER
SYELPDGQVITIGNER
SYELPDGQVITIGNER
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
VAPEEHPVLLTEAPLNPK
FANYIDK
LGDLYEEEMR
EEAESTLQSFR
EYQDLLNVK
ILLAELEQLK
ISLPLPNFSSLNLR
NLQEAEEWYK
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ANEXOS

VIME_RAT 6 Vimentin 169 53700 8 19,3 60,95 EMEENFALEAANYQDTIGR
ACTC_RAT 6 Actin, alpha cardiac muscle 1 134 41992 12 20,7 8,42 IIAPPER
ACTC_RAT 6 Actin, alpha cardiac muscle 1 134 41992 12 20,7 25,51 AGFAGDDAPR
ACTC_RAT 6 Actin, alpha cardiac muscle 1 134 41992 12 20,7 26,78 GYSFVTTAER
ACTC_RAT 6 Actin, alpha cardiac muscle 1 134 41992 12 20,7 39,9 AVFPSIVGRPR
ACTC_RAT 6 Actin, alpha cardiac muscle 1 134 41992 12 20,7 14,85 AVFPSIVGRPR
ACTC_RAT 6 Actin, alpha cardiac muscle 1 134 41992 12 20,7 42,93 DLTDYLMK
ACTC_RAT 6 Actin, alpha cardiac muscle 1 134 41992 12 20,7 75,34 SYELPDGQVITIGNER
ACTC_RAT 6 Actin, alpha cardiac muscle 1 134 41992 12 20,7 22,84 SYELPDGQVITIGNER
ACTC_RAT 6 Actin, alpha cardiac muscle 1 134 41992 12 20,7 28,62 SYELPDGQVITIGNER
ACTC_RAT 6 Actin, alpha cardiac muscle 1 134 41992 12 20,7 10,44 YPIEHGIITNWDDMEK
HSPB1_RAT 6 Heat shock protein beta-1 58 22879 4 20,9 12,76 RVPFSLLR
HSPB1_RAT 6 Heat shock protein beta-1 58 22879 4 20,9 12,02 SPSWEPFR
HSPB1 RAT 6 Heat shock protein beta-1 58 22879 4 20,9 57,91 LFDQAFGVPR
HSPB1_ RAT 6 Heat shock protein beta-1 58 22879 4 20,9 12,63 AVTQSAEITIPVTFEAR
RL14_RAT 6 60S ribosomal protein L14 55 23324 1 5,6 54,96 LVAIVDVIDQNR
DESM_RAT 6 Desmin 52 53424 2 3,8 10,56 FANYFEKVR
DESM_RAT 6 Desmin 52 53424 2 3,8 52,21 EYQDLLNVK
TAGL_RAT 6 Transgelin 47 22588 2 9,5 28,34 LGFQVWLK
TAGL_RAT 6 Transgelin 47 22588 2 9,5 47,38 EFTDSQLQEGK
RB11A RAT 6 Ras-related protein Rab-11A 42 24378 1 5,1 42,46 AQIWDTAGQER
KPYM_RAT 6 Pyruvate kinase isozymes M1/M?2 40 57781 1 3 39,99 FGVEQDVDMVFASFIR
1433Z RAT 6 14-3-3 protein zeta/delta 33 27754 1 3,3 33,49 VVSSIEQK
1433Z_RAT 6 14-3-3 protein zeta/delta 33 27754 1 3,3 6,98 REDAEHNLVLFR
1433Z RAT 6 14-3-3 protein zeta/delta 33 27754 1 3,3 30,28 NLQEAEEWYK
SSRA_RAT 6 Translocon-associated protein subunit 20 35607 1 4,7 19,8 GTEDFIVESLDASFR




ANEXOS

alpha
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 15,55 LDLAGR
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 8,38 IIAPPER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 23,07 GILTLK
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 | 48,74 AGFAGDDAPR
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 | 36,82 GYSFTTTAER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 22,2 GYSFTTTAER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 20,14 GYSFTTTAER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 | 53,27 GYSFTTTAER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 | 63,24 GYSFTTTAER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 13,07 GYSFTTTAER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 3,72 AVFPSIVGRPR
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 26,36 AVFPSIVGRPR
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 11,28 AVFPSIVGRPR
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 | 43,73 AVFPSIVGRPR
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 | 50,16 DLTDYLMK
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 | 66,44 HQGVMVGMGQK
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 25,39 SYELPDGQVITIGNER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 9,53 IWHHTFYNELR
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 15,59 SYELPDGQVITIGNER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 18,35 SYELPDGQVITIGNER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 | 84,93 SYELPDGQVITIGNER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 16,2 SYELPDGQVITIGNER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 | 33,98 SYELPDGQVITIGNER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 | 35,22 SYELPDGQVITIGNER
ACTB_RAT 5 Actin, cytoplasmic 1 458 41710 41 42,4 24,61 SYELPDGQVITIGNER
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ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT

(2 I O (O 2 B @ S @ 2 B O D@ B u B O R R O IO s R O (O B O [ @ B O 2 B O B O 2 R O RO R O B 2 RN 02 BN O BN 0 |

Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1

Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1

458
458
458
458
458
458
458
458
458
458
458
458
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238

41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992

41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25

42,4
42,4
42,4
42,4
42,4
42,4
42,4
42,4
42,4
42,4
42,4
42,4
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

19,63
10,36
76,2
14,31
66,81
34,73
41,95
39,2
36,99
64,96
34,65
70,15
15,55
8,38
23,07
48,74
3,72
26,36
11,28
43,73
50,16
66,44
25,39
9,53
15,59
18,35

ANEXOS

SYELPDGQVITIGNER
QEYDESGPSIVHR
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
VAPEEHPVLLTEAPLNPK

LDLAGR
[IAPPER
GILTLK
AGFAGDDAPR
AVFPSIVGRPR
AVFPSIVGRPR
AVFPSIVGRPR
AVFPSIVGRPR
DLTDYLMK
HQGVMVGMGQK
SYELPDGQVITIGNER
IWHHTFYNELR
SYELPDGQVITIGNER
SYELPDGQVITIGNER



ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
NPM_RAT
NPM_RAT
TPM1_RAT

G3P_RAT

VIME_RAT
VIME_RAT
ANXA1_RAT
ANXA2_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT

B I S R S . - T~ N @ 1 B O B O R O E 1 B O B O B O B O [ 0 B O B O, B 04 R O IV |

Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Nucleophosmin
Nucleophosmin
Tropomyosin alpha-1 chain
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
Vimentin
Vimentin
Annexin Al
Annexin A2
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1

238
238
238
238
238
238
238
67
67
55

54

49
49
36
29
202
202
202
202
202
202
202
202
202
202

41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
32540
32540
32661

35805

53700
53700
38805
38654
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710
41710

25
25
25
25
25
25
25

30
30
30
30
30
30
30
12
12
3,5

4,2

5,2
5,2
4,6
2,7
24,3
24,3
24,3
24,3
24,3
24,3
24,3
24,3
24,3
24,3

84,93
16,2
33,98
35,22
24,61
19,63
34,58
56,75
37,17
55,26

54,04

13,57
49,45
35,72
29,19
15,85
14,91
20,02
7,25
12,73
6,88
17,46
24,59
54,26
4,62

ANEXOS

SYELPDGQVITIGNER
SYELPDGQVITIGNER
SYELPDGQVITIGNER
SYELPDGQVITIGNER
SYELPDGQVITIGNER
SYELPDGQVITIGNER
YPIEHGIITNWDDMEK
MTDQEAIQDLWQWR
MSVQPTVSLGGFEITPPVVLR
IQLVEEELDR

LISWYDNEYGYSNR

LGDLYEEEMR
ISLPLPNFSSLNLR
GLGTDEDTLIEILTTR
QDIAFAYQR
ILTER
LDLAGR
LDLAGR
LDLAGR
[IAPPER
[IAPPER
[IAPPERK
GILTLK
AGFAGDDAPR
AGFAGDDAPR
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ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTB_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTC_RAT
ACTA_RAT
ACTA_RAT
ACTA_RAT
ACTA_RAT
ACTA_RAT
ACTA_RAT
ACTA_RAT
ACTA_RAT

R R R T i T i T e S T S T~ R~ S S S S S S S i i

Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, alpha cardiac muscle 1
Actin, aortic smooth muscle
Actin, aortic smooth muscle
Actin, aortic smooth muscle
Actin, aortic smooth muscle
Actin, aortic smooth muscle
Actin, aortic smooth muscle
Actin, aortic smooth muscle
Actin, aortic smooth muscle

202
202
202
202
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191
191

41710
41710
41710
41710
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41992
41982
41982
41982
41982
41982
41982
41982
41982

19
19
19
19
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
19
19
19
19
19
19
19
19

24,3
24,3
24,3
24,3
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6

16,22
63,24
46,72
35,32
15,85
14,91
20,02
7,25
12,73
6,88
17,46
24,59
54,26
4,62
16,22
50,61
46,72
35,32
15,85
14,91
20,02
7,25
12,73
6,88
17,46
24,59

ANEXOS

DLTDYLMK
GYSFTTTAER
AVFPSIVGRPR
DLTDYLMK
ILTER
LDLAGR
LDLAGR
LDLAGR
[IAPPER
[IAPPER
[IAPPERK
GILTLK
AGFAGDDAPR
AGFAGDDAPR
DLTDYLMK
GYSFVTTAER
AVFPSIVGRPR
DLTDYLMK
ILTER
LDLAGR
LDLAGR
LDLAGR
[IAPPER
IIAPPER
[IAPPERK
GILTLK
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ACTA_RAT
ACTA_RAT
ACTA_RAT
ACTA_RAT
ACTA_RAT
ACTA_RAT
VIME_RAT
VIME_RAT
VIME_RAT
VIME_RAT
VIME_RAT
VIME_RAT

W w wwwwpkspbsr,dsdrpsdpH

Actin, aortic smooth muscle
Actin, aortic smooth muscle
Actin, aortic smooth muscle
Actin, aortic smooth muscle
Actin, aortic smooth muscle
Actin, aortic smooth muscle
Vimentin
Vimentin
Vimentin
Vimentin
Vimentin
Vimentin

191
191
191
191
191
191
127
127
127
127
127
127

41982
41982
41982
41982
41982
41982
53700
53700
53700
53700
53700
53700

27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
27,6
16,5
16,5
16,5
16,5
16,5
16,5

54,26
4,62
16,22
50,61
46,72
35,32
10,63
24,35
47,05
42,92
45,57
40,41

ANEXOS

AGFAGDDAPR
AGFAGDDAPR
DLTDYLMK
GYSFVTTAER
AVFPSIVGRPR
DLTDYLMK
LDLER
QDVDNASLAR
LGDLYEEEMR
ISLPLPNFSSLNLR
VEVERDNLAEDIMR
LQDEIQNMKEEMAR

117



ANEXO E - Identificacdo de proteinas das células-tronco mesenquimais de medula éssea humana no periodo

10% (114).

Prot. Acesso

ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTBL_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
MYH9_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN

RRBP1_HUMAN

RRBP1_HUMAN
VIME_HUMAN
VIME_HUMAN

G3P_HUMAN

ACTN1_HUMAN
VIME_HUMAN
ENOA_HUMAN
ACTB_HUMAN

ACTN1_HUMAN

Fracao

R N = = T T T e = O S S N

R e

Proteina

Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Beta-actin-like protein 2
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Miosin-9
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1

Ribosome-binding protein

Ribosome-binding protein
1

Vimentin

Vimentin

Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase

Alpha-actinin-1
Vimentina
Alfa-enolase
Actin, cytoplasmic 1

Alpha-actinin-1

Proteina Peptideo

Score (m;/gl) Matches C((g/:)l)er Score Sequéncia
184 41710 32 37,9 12,38 AVFPSIVGRPR
184 41710 32 37,9 10,42 DLTDYLMK
184 41710 32 37,9 28,12 GYSFTTTAER
184 41710 32 37,9 82,22 SYELPDGQVITIGNER
140 41976 13 37,9 10,61 IIAPPER
184 41710 32 37,9 65,31 GYSFTTTAER
184 41710 32 37,9 43,6 AGFAGDDAPR
184 41710 32 37,9 37,02 DSYVGDEAQSKR
184 41710 32 37,9 13,5 QEYDESGPSIVHR
37 226392 4 3,4 7,42 VMQEQGTHPK
184 41710 32 37,9 12,06 HQGVMVGMGQK
184 41710 32 37,9 13,61 HQGVMVGMGQK
33 152381 3 31 32,9 KAEGAQNQGK
33 152381 3 3,1 26,63 KAEGAQNQGK
91 53619 8 5,2 47,95 ILLAELEQLK
91 53619 8 5,2 82,18 ISLPLPNFSSLNLR
41 36030 2 4,2 41,34 LISWYDNEFGYSNR
a7 102993 3 2,5 30,56 VGWEQLLTTIAR
91 53619 8 5,2 24,75 ISLPLPNFSSLNLR
53 47139 1 3,9 53,04 LAMQEFMILPVGAANFR
184 41710 32 37,9 14,35 SYELPDGQVITIGNER
a7 102993 3 2,5 47,01 LASDLLEWIR

dias
113
0,14

0,10
0,11
0,18
0,08
0,11
0,13
0,13
0,13
0,21
0,22
0,24
0,29
0,34
0,15
0,20
0,12
0,14
0,12
0,11
0,14
0,22

ANEXOS

de 7 dias: MEM 10%(113), MTS

dias
114
0,15

0,10
0,00
0,20
0,08
0,16
0,13
0,15
0,14
0,24
0,23
0,28
0,27
0,28
0,15
0,21
0,13
0,17
0,12
0,12
0,16
0,20

7 dias
114/113

1,07
1,00
0,00
1,11
1,00
1,45
1,00
1,15
1,08
1,14
1,05
1,17
0,93
0,82
1,00
1,05
1,08
1,21
1,00
1,09
1,14
0,91

Controle
% Var.

10,34
30,00
118,18
15,79
12,50
3,70
15,38
35,71
3,70
15,56
2,22
7,69
3,57
19,35
20,00
60,98
12,00
3,23
25,00
21,74
6,67
9,52

Expressdo Mediana

0,93 11,76
1,00 11,76
0,00 11,76
0,90 11,76
1,00 11,76
0,69 11,76
1,00 11,76
0,87 11,76
0,93 11,76
0,88 11,76
0,96 11,76
0,86 11,76
1,07 11,76
1,21 11,76
1,00 11,76
0,95 11,76
0,92 11,76
0,82 11,76
1,00 11,76
0,92 11,76
0,88 11,76
1,10 11,76
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ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
VIME_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
TBA1B_HUMAN

KPYM_HUMAN

ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
VIME_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
TBA1B_HUMAN
VIME_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
VIME_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
TBB8_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
VIME_HUMAN

=

N N NN R R R R R R R R R R P R B R P B

Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Vimentina
Actin, cytoplasmic 1

Actin, cytoplasmic 1

Tubulina de cadeia alfa-1B

Isoenzima piruvato
quinase M1/M2

Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Vimentina
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1

Actin, cytoplasmic 1

Tubulina de cadeia alfa-1B

Vimentina
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1

Vimentina
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1

Tubulina beta-8 chain
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1

Vimentina

184
184
184
91

184
184
184
184

191
191
579

41710
41710
53619
41710
41710
50120
57900
41710
41710
53619
41710
41710
41710
50120
53619
41710
41710
41710
53619
41710
41710
41710
41710
49744
41710
41710
53619

32
32

32
32

32
32

32
32
32

32
32
32

32
32
32
32

22
22
35

37,9
37,9
5,2
37,9
37,9
7,8

37,9
37,9
5,2
37,9
37,9
37,9
7,8
5,2
37,9
37,9
37,9
5,2
37,9
37,9
37,9
37,9
9,2
29,9
29,9
40,6

37,77
4,64
13,8

43,05
9,55

12,81

70,96

23,78
20,82
37,77
45,44
19,76
10,69
35,72
15,9
28,98
15,82
11,48
25,79
35,18
25,86
12,2
46,87
6,46
3,28
45,31
15,02

GYSFTTTAER
AVFPSIVGRPR
ISLPLPNFSSLNLR
SYELPDGQVITIGNER
AVFPSIVGRPR
LISQIVSSITASLR
FGVEQDVDMVFASFIR

GYSFTTTAER
AVFPSIVGRPR
ISLPLPNFSSLNLR
SYELPDGQVITIGNER
GYSFTTTAER
AVFPSIVGRPR
LISQIVSSITASLR
ISLPLPNFSSLNLR
GYSFTTTAER
AVFPSIVGRPR
EITALAPSTMK
ISLPLPNFSSLNLR
SYELPDGQVITIGNER
GYSFTTTAER
AVFPSIVGRPR
SYELPDGQVITIGNER
GRMPMR
IIAPPER
GYSFTTTAER
FLEQQNK

0,24
0,21
0,17
0,15
0,16
0,18
0,15
0,21
0,23
0,21
0,18
0,17
0,19
0,17
0,16
0,23
0,19
0,13
0,16
0,13
0,20
0,24
0,18
0,15
0,19
0,36
0,56

0,30
0,24
0,18
0,16
0,18
0,17
0,17
0,25
0,24
0,23
0,20
0,18
0,22
0,21
0,19
0,24
0,27
0,14
0,18
0,17
0,22
0,23
0,19
0,24
0,27
0,42
0,49

1,25
1,14
1,06
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ISLPLPNFSSLNLR
LVDQNIFSFYLSR
GLGTDEDTLIEILASR

LISWYDNEFGYSNR
GLGTDEESILTLLTSR
ELSDFISYLQR
ISLPLPNFSSLNLR
LISWYDNEFGYSNR
FITIFGTR
LVILEGELER
IQLVEEELDR
GVDEVTIVNILTNR

0,83
0,97
2,55
0,52
0,67
0,65
0,68
0,94
0,82
0,99
0,24
0,26
0,27
0,23
0,25
0,21
0,20
0,29
0,40
0,24
0,35
0,25
0,62
0,50

0,66
0,83
1,91
0,44
0,51
0,59
0,47
0,65
0,58
0,94
0,28
0,33
0,27
0,29
0,29
0,19
0,19
0,27
0,42
0,25
0,44
0,27
0,75
0,66

0,80
0,86
0,75
0,85
0,76
0,91
0,69
0,69
0,71
0,95
1,17
1,27
1,00
1,26
1,16
0,90
0,95
0,93
1,05
1,04
1,26
1,08
1,21
1,32

6,04
6,67
10,76
0,00
5,08
8,06
2,61
4,40
0,00
1,55
11,54
11,86
7,41
7,69
0,00
10,00
2,56
10,71
9,76
6,12
6,33
3,85
15,33
27,59

ANEXOS

1,26
1,17
1,34
1,18
1,31
1,10
1,45
1,45
141
1,05
0,86
0,79
1,00
0,79
0,86
1,11
1,05
1,07
0,95
0,96
0,80
0,93
0,83
0,76

6,67
6,67
6,67
6,67
6,67
6,67
6,67
6,67
6,67
10,71
10,71
10,71
10,71

10,71
10,71

10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
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TBA1A_HUMAN
TPM4_HUMAN
ANXA5_HUMAN
ANXA5_HUMAN
TPM4_HUMAN
ANXA5_HUMAN
ANXA2_HUMAN
ANXA2_HUMAN
SERPH_HUMAN
VIME_HUMAN
ANXA5_HUMAN
ANXA5_HUMAN
ANXA5_HUMAN
TPM4_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
TPM3_HUMAN
ANXA2_HUMAN
VIME_HUMAN
ANXA5_HUMAN
G3P_HUMAN

G3P_HUMAN
HSPB1_HUMAN

HSPB1_HUMAN

CRYAB_HUMAN
TAGL_HUMAN

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
12

12

12

12

13
13

Tubulina alpha-1A chain
Tropomiosina de cadeia

alpha-4
AnexinaA5

AnexinaA5

Tropomiosina de cadeia

alpha-4
AnexinaA5

AnexinaA2
AnexinaA2
Serpin H1
Vimentina
AnexinaA5
AnexinaA5
AnexinaA5

Tropomiosina de cadeia

alpha-4
Actin, cytoplasmic 1

Actin, cytoplasmic 1

Tropomiosina de cadeia

alpha-3
AnexinaA2

Vimentina

AnexinaA5

Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase
Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase

proteina Heat shock beta-

1

proteina Heat shock beta-

1
Alpha-crystallin B chain

Transgelina

37
110
206
206
110
206
121
121

43
163
206
206
206
110

84

84

83
121
163
206

60

60

130

130

93
78

50104
28504
35914
35914
28504
35914
38580
38580
46411
53619
35914
35914
35914
28504
41710
41710
32799
38580
53619
35914
36224

36224

22839

22839

20159
22668

[y

15
15

15
11
11

15
15
15

11

15

3,3
12,9
29,4
29,4
12,9
29,4
24,2
24,2

6,7

12
29,4

2,5
29,4
12,9

12

12
11,3
24,2

12

7,2
7,2
21

21

20
18,9

36,82
67,29
34,58
40,92
40,8
28,18
32,28
37,57
43,29
69,87
44
72,85
31,18
66,05
73,27
39,04
29,33
64,81
50,7
49,99
44,21
48,81
44,12
46,66

53,4
27,12

AVFVDLEPTVIDEVR
IQLVEEELDRAQER
WGTDEEKFITIFGTR
FITIFGTR
IQLVEEELDRAQER
GLGTDEESILTLLTSR
WISIMTER
SYSPYDMLESIR
LYGPSSVSFADDFVR
KVESLQEEIAFLK
VLTEIIASR
SEIDLFNIR
LIVALMKPSR
KLVILEGELER

SYELPDGQVITIGNER
DLTDYLMK

KLVIIEGDLER

SLYYYIQQDTK
NLQEAEEWYK
GTVTDFPGFDER

AGAHLQGGAK
LISWYDNEFGYSNR
LFDQAFGLPR

LFDQAFGLPR

RPFFPFHSPSR
GDPNWFMK

0,19
0,34
0,27
0,58
0,40
0,21
0,35
0,32
0,27
0,34
0,50
0,75
0,41
0,40
0,40
0,18
0,40
0,28
0,34
0,30
0,00
0,05
0,37
0,20
0,24
0,38

0,22
0,38
0,33
0,56
0,43
0,18
0,47
0,47
0,29
0,34
0,54
0,77
0,42
0,44
0,53
0,27
0,45
0,32
0,35
0,35
0,12
0,03
0,60
0,32
0,39
0,35

1,16
1,12
1,22
0,97
1,08
0,86
1,34
1,47
1,07
1,00
1,08
1,03
1,02
1,10
1,33
1,50
1,13
1,14
1,03
1,17
0,00
0,60
1,62
1,60
1,63
0,92

7,32
25,00
6,67
12,28
15,66
7,69
24,39
24,05
14,29
17,65
1,92
1,32
6,02
35,71
18,28
37,78
10,59
30,00
24,64
10,77
100,00
50,00
44,33
19,23

4,76
28,77

ANEXOS

0,86
0,89
0,82
1,04
0,93
1,17
0,74
0,68
0,93
1,00
0,93
0,97
0,98
0,91
0,75
0,67
0,89
0,88
0,97
0,86
0,00
1,67
0,62
0,63
0,62
1,09

10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
10,71
47,16
47,16
47,16
47,16

9,97
9,97
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CRYAB_HUMAN
RAB15_HUMAN

CRYAB_HUMAN
CRYAB_HUMAN
CRYAB_HUMAN

RAB10_HUMAN
PPIB_HUMAN
PPIB_HUMAN

PPIB_HUMAN

COF1_HUMAN
STMN1_HUMAN

COF1_HUMAN
STMN1_HUMAN

COF1_HUMAN

ML12A_HUMAN
PTRF_HUMAN
RLA1_HUMAN
PPIA_HUMAN

CS010_HUMAN
PPIA_HUMAN
PPIA_HUMAN

PPIA_HUMAN
COF1_HUMAN
CS010_HUMAN

13
13
14
14
14

14

14

14

14

15
15
15
15
15

15

15

16

16

16

16

16

16
16
16

Alpha-crystallin B chain

Ras-related protein Rab-
15

Alpha-crystallin B chain
Alpha-crystallin B chain

Alpha-crystallin B chain

Ras-related protein Rab-
10
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase B
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase B
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase B
Cofilina-1
Stathmin
Cofilina-1
Stathmin
Cofilin-1
Miosina regulatéria de
cadeia leve 12A
Polymerase | and
transcript release factor
60S acidic ribosomal
protein P1
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A
UPF0556 protein
C190rf10
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A
Cofilina-1

UPF0556 protein
C190rf10

a4

49
49
49

53

73

73

73
111
56
111

56
111

59

35

110

121

58

121

121

121
38
58

20159
24676

20159
20159
20159

22769
23799
23799
23799
18730
17302
18730
17302
18730

19851
43476
11628
18240
18909
18240
18240

18240
18730
18909

20

44,41
24,6
24,6
24,6

11
28,2
28,2
28,2
19,9
14,8
19,9
14,8
19,9
20,5
10,6
18,4
42,4
18,5
42,4
42,4
42,4
12

18,5

72,42
44,41
28,44
41,45
47,49
53
19,32
61,65
47,63

29,89
28,75
73,82
56,42
74,23

58,95
35,28
110,42
54,42
49,17
65,18
70,94
22,36
26,28
41,73

VLGDVIEVHGK
IQIWDTAGQER

KQVSGPER
EEKPAVTAAPK
RPFFPFHSPSR

AFLTLAEDILR
KVESTK
TVDNFVALATGEK

VIFGLFGK
KSSTPEEVK
DLSLEEIQK
YALYDATYETK
ASGQAFELILSPR
YALYDATYETK

GNFNYIEFTR
VPPFTFHVK
AAGVNVEPFWPGLFAK
VSFELFADK
SYLYFTQFK
VSFELFADKVPK
SIYGEKFEDENFILK

ALSTGEK
KSSTPEEVK

TAVAHRPGAFK

0,18
0,20
0,12
0,19
0,24
0,12
0,17
0,30
0,97
1,09
0,26
0,62
0,46
1,25
0,64
0,21
0,23
0,38
0,43
1,02
0,71
0,41
0,15
0,24

0,37
0,22
0,21
0,40
0,42
0,16
0,18
0,23
0,67
1,04
0,28
0,66
0,41
1,25
0,58
0,21
0,50
0,59
0,54
1,47
1,15
0,90
0,33
0,33

2,06
1,10
1,75
2,11
1,75
1,33
1,06
0,77
0,69
0,95
1,08
1,06
0,89
1,00
0,91
1,00
2,17
1,55
1,26
1,44
1,62
2,20
2,20
1,38

9,09
19,05
39,39
45,76

9,09

7,14

8,57

9,43

4,88
27,70

7,41
14,06

5,75
28,00
14,75

9,52

9,59
50,52
46,39
57,43
58,06
55,73
33,33
47,37

ANEXOS

0,49
0,91
0,57
0,48
0,57
0,75
0,94
1,30
1,45
1,05
0,93
0,94
1,12
1,00
1,10
1,00
0,46
0,64
0,80
0,69
0,62
0,46
0,45
0,73

9,97
9,97
9,09
9,09
9,09
9,09
9,09
9,09
9,09
14,06
14,06
14,06
14,06
14,06

14,06
14,06
46,39
46,39
46,39
46,39
46,39
46,39
46,39
46,39
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NDKB_HUMAN

COF1_HUMAN
CALM_HUMAN

NDKB_HUMAN

H2A1C_HUMAN
LEG1_HUMAN
PROF1_HUMAN

PPIA_HUMAN

H4_HUMAN
H4_HUMAN

SMD3_HUMAN
PPIA_HUMAN

MYL6_HUMAN

PROF1_HUMAN
CALM_HUMAN
LEG1_HUMAN

MYL6_HUMAN

MYL6_HUMAN
H2A1C_HUMAN
H2A1C_HUMAN

LEG1_HUMAN

16

16
16
16
17
17
17

17

17
17

17

17

17

17
17
17

17

17
17
17
17

Nucleosideo difosfato
quinase B

Cofilina-1
Calmodulina

Nucleosideo difosfate
quinase B

Histona H2A type 1-C
Galectina-1

Profilina-1

Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A

Histona H4

Histona H4

Small nuclear
ribonucleoprotein Sm D3
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A
Miosina de polipeptideo
leve 6

Profilina-1
Calmodulina

Galectina-1

Miosina de polipeptideo
leve 6

Miosina de polipeptideo
leve 6

Histona H2A type 1-C
Histona H2A type 1-C

Galectina-1

30

38
91

30

138
55
70

126
126

41

73

116

70
117
55

116

116

138
138
55

17412

18730
16837

17412

14105
15058
15225

18240

11367
11367

14030

18240

17101

15225
16837
15058

17101

17101

14105
14105
15058

o o A~ W A A N N NN

[y

£

w AN W W

A A b oW

8,9
12
68,3
12,2
26,9
25,2
32,9
33,9
38,8
38,8
20,9
33,9
25,8
32,9
22,1
25,2
25,8
25,8
26,9
26,9
25,2

27,9
38,05
68,3
29,61
131,78
39,47
46,53
56,35
52,48
76,17
40,58
50,22

25,41
57,59
69,48
33,61
86,58

60,68
43,92
28,79
35,37

DRPFFPGLVK

YALYDATYETK
VFDKDGNGYISAAELR

TFIAIKPDGVQR

VTIAQGGVLPNIQAVLLPK

LNLEAINYMAADGDFK
DSLLQDGEFSMDLR

VSFELFADKVPK

VFLENVIR
ISGLIYEETR

VAQLEQVYIR
SIYGEKFEDENFILK

EAFQLFDR

SSFYVNGLTLGGQK
VFDKDGNGYISAAELR
LPDGYEFK

NKDQGTYEDYVEGLR

NKDQGTYEDYVEGLR
AGLQFPVGR
KGNYAER
VRGEVAPDAK

0,56
0,31
0,34
0,54
0,52
0,51
0,28
0,39
1,51
0,80
0,26
0,67
1,62
1,62
2,19
2,78
0,92
0,76
2,63
2,32
1,95

1,93
1,82
1,55
1,59
1,44
1,59
1,40
1,00
1,45
1,51
1,24
0,86
1,36
1,16
0,97
1,96
1,24
0,93
1,27
1,30
1,65

41,18
16,67
42,86
47,73
6,82
27,71
4,17
2,56
20,78
20,30
6,38
6,21
16,01
10,60
0,00
42,38
3,61
3,80
11,49
15,61
41,85

ANEXOS

0,52
0,55
0,65
0,63
0,69
0,63
0,71
1,00
0,69
0,66
0,81
1,16
0,73
0,86
1,03
0,51
0,80
1,08
0,79
0,77
0,61

46,39
46,39
46,39
46,39

10,60
10,60
10,60

10,60

10,60
10,60

10,60
10,60
10,60
10,60
10,60
10,60
10,60
10,60
10,60

10,60
10,60
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ANEXOS

ANEXO F — Identificagdo de proteinas das células-tronco mesenquimais de medula éssea humana no periodo de 14 dias: MEM 10%(116), MTS

10% (117).

Prot. Acesso

ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTBL_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
MYH9_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN

RRBP1_HUMAN

RRBP1_HUMAN
VIME_HUMAN
VIME_HUMAN

G3P_HUMAN

ACTN1_HUMAN
VIME_HUMAN
ENOA_HUMAN
ACTB_HUMAN

ACTN1_HUMAN

Fracéo

[ e N = T = T = T = T = = MR SN

[y

=

Proteina

Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Beta-actin-like protein 2
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Miosina-9
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1

Ribosome-binding protein

Ribosome-binding protein
1

Vimentina

Vimentina

Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase

Alpha-actinin-1
Vimentina
Alfa-enolase
Actin, cytoplasmic 1

Alpha-actinin-1

Proteina Peptideo

Score (IE/II;,;) Matches Cg));)er Score Sequéncia
184 41710 32 37,9 12,38 AVFPSIVGRPR
184 41710 32 37,9 10,42 DLTDYLMK
184 41710 32 37,9 28,12 GYSFTTTAER
184 41710 32 37,9 82,22 SYELPDGQVITIGNER
140 41976 13 37,9 10,61 IIAPPER
184 41710 32 37,9 65,31 GYSFTTTAER
184 41710 32 37,9 43,6 AGFAGDDAPR
184 41710 32 37,9 37,02 DSYVGDEAQSKR
184 41710 32 37,9 13,5 QEYDESGPSIVHR
37 226392 4 3,4 7,42 VMQEQGTHPK
184 41710 32 37,9 12,06 HQGVMVGMGQK
184 41710 32 37,9 13,61 HQGVMVGMGQK
33 152381 3 3,1 32,9 KAEGAQNQGK
33 152381 3 3,1 26,63 KAEGAQNQGK
91 53619 8 5,2 47,95 ILLAELEQLK
91 53619 8 5,2 82,18 ISLPLPNFSSLNLR
41 36030 2 4,2 41,34 LISWYDNEFGYSNR
47 102993 3 2,5 30,56 VGWEQLLTTIAR
91 53619 8 5,2 24,75 ISLPLPNFSSLNLR
53 47139 1 3,9 53,04 LAMQEFMILPVGAANFR
184 41710 32 37,9 14,35 SYELPDGQVITIGNER
47 102993 3 2,5 47,01 LASDLLEWIR

14
dias
116
0,24

0,12
0,14
0,20
0,10
0,15
0,13
0,14
0,12
0,22
0,18
0,29
0,26
0,27
0,19
0,28
0,13
0,16
0,13
0,12
0,13
0,20

14
dias
117
0,22

0,18
0,22
0,45
0,09
0,33
0,24
0,32
0,35
0,49
0,56
0,73
0,32
0,27
0,45
0,87
0,31
0,28
0,26
0,19
0,22
0,63

14 dias Controle

117/116 % Var.
0,92 100,00
1,50 33,33
1,57 22,22
2,25 1,54
0,90 100,00
2,20 12,50
1,85 2,70
2,29 4,35
2,92 10,64
2,23 9,86
3,11 8,11
2,52 13,73
1,23 24,14
1,00 37,04
2,37 3,13
3,11 4,35
2,38 4,55
1,75 18,18
2,00 2,56
1,58 16,13
1,69 2,86
3,15 1,20

Expresséo

1,09
0,67
0,64
0,44
1,11
0,45
0,54
0,44
0,34
0,45
0,32
0,40
0,81
1,00
0,42
0,32
0,42
0,57
0,50
0,63
0,59
0,32

Mediana

12,20
12,20
12,20
12,20
12,20
12,20
12,20
12,20
12,20
12,20
12,20
12,20
12,20
12,20
12,20
12,20
12,20

12,20
12,20
12,20
12,20
12,20

132



ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
VIME_HUMAN

ACTB_HUMAN

ACTB_HUMAN
TBA1B_HUMAN

KPYM_HUMAN

ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
VIME_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
TBA1B_HUMAN
VIME_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
VIME_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
TBB8_HUMAN
ACTB_HUMAN
ACTB_HUMAN
VIME_HUMAN

=

N N NN RP RBP RP R R R R R R R R R R P RB R

Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Vimentina
Actin, cytoplasmic 1

Actin, cytoplasmic 1

Tubulina de cadeia alfa-1B

Isoenzima piruvato
quinase M1/M2

Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Vimentina
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1

Actin, cytoplasmic 1

Tubulina de cadeia alfa-1B

Vimentina
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1

Vimentina
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1

Tubulina beta-8 chain
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 1

Vimentina

184
184
184
91
184
184
184
184
38
191
191
579

41710
41710
53619
41710
41710
50120
57900
41710
41710
53619
41710
41710
41710
50120
53619
41710
41710
41710
53619
41710
41710
41710
41710
49744
41710
41710
53619

32
32

32
32

32
32

32
32
32

32
32
32

32
32
32
32

22
22
35

37,9
37,9
52
37,9
37,9
7.8

37,9
37,9
52
37,9
37,9
37,9
7,8
52
37,9
37,9
37,9
52
37,9
37,9
37,9
37,9
9,2
29,9
29,9
40,6

37,77
4,64
13,8

43,05
9,55

12,81

70,96

23,78
20,82
37,77
45,44
19,76
10,69
35,72
15,9
28,98
15,82
11,48
25,79
35,18
25,86
12,2
46,87
6,46
3,28
45,31
15,02

GYSFTTTAER
AVFPSIVGRPR
ISLPLPNFSSLNLR
SYELPDGQVITIGNER
AVFPSIVGRPR
LISQIVSSITASLR
FGVEQDVDMVFASFIR

GYSFTTTAER
AVFPSIVGRPR
ISLPLPNFSSLNLR
SYELPDGQVITIGNER
GYSFTTTAER
AVFPSIVGRPR
LISQIVSSITASLR
ISLPLPNFSSLNLR
GYSFTTTAER
AVFPSIVGRPR
EITALAPSTMK
ISLPLPNFSSLNLR
SYELPDGQVITIGNER
GYSFTTTAER
AVFPSIVGRPR
SYELPDGQVITIGNER
GRMPMR
IIAPPER
GYSFTTTAER
FLEQQNK

0,22
0,16
0,17
0,16
0,15
0,18
0,17
0,25
0,20
0,20
0,17
0,16
0,19
0,17
0,15
0,20
0,20
0,12
0,17
0,14
0,19
0,20
0,18
0,14
0,24
0,31
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Peptidyl-prolyl cis-trans
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Peptidyl-prolyl cis-trans
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UPF0556 protein
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42,4
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35,28
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3,04

1,74
1,53
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44,58
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12,57
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48,24
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0,43
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Peptidyl-prolyl cis-trans
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55
70
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55

116
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26,9
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68,3
29,61

131,78
39,47
46,53

56,35

52,48
76,17

40,58
50,22
25,41
57,59

69,48
33,61

86,58
60,68
43,92

28,79
35,37
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VFDKDGNGYISAAELR
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0,34
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0,24
0,18
0,51
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0,88
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1,35
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0,44
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0,87
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