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PRODU(;AO E CARACTERIZAQAO DE CELULAS MULTIPOTENTES E
PLURIPOTENTES INDUZIDAS EM Blastocerus dichotomus

RESUMO - Os cervideos tém sofrido com a diminuicdo do seu habitat natural,
segregacao entre populacbes e diminuicdo da diversidade genética. Embora a
criopreservacao e estocagem de gametas e embrifes seja usada como estratégia de
preservacao de populacdes selvagens, poucos estudos tem obtido sucesso devido a
dificuldades na sua obtenc&o. Recentes estudos com células tronco de pluripoténcia
induzida (“induced pluripotent stem cells” - iPSC) derivadas de células somaticas
humanas e de camundongos conseguiram diferenciacdo em células germinativas,
espermatozoides e odécitos. Deste modo, tem-se o objetivo a longo prazo de produzir
gametas viaveis de cervideos, a partir de células somaticas. Porém, como até a
presente data células IPSC ainda nao foram derivadas em cervideos, o enfoque
principal neste projeto foi estabelecer protocolos que propiciem a obtencdo de
linhagens IPSC estaveis. O processo de reprogramacao de células somaticas em
células iPSC é facilitado pelo uso de células-tronco adultas que possuam capacidade
multipotente. Como pouco se conhece a respeito de células-tronco multipotentes em
cervideos, a primeira meta deste trabalho teve como objetivo obter biopsias de
diversos tecidos com capacidade multipotente. Entre elas encontram-se as células-
tronco do tecido adiposo, chifre e pele. Uma vez estabelecidas, as linhagens de cada
tecido foram avaliadas quanto ao seu tempo de duplicacdo da populacéo celular e
foram induzidas a diferenciacdo em outros tipos de células (adipécitos, condrdcitos e
ostedcitos) para avaliar sua plasticidade in vitro. Ainda, foi caracterizada a expressao
de marcadores moleculares por meio da imunocitoquimica (OCT4, SOX2, Nanog,
REX1) e RT-gPCR (OCT4, SOX2, Nanog, LIN28, REX1). A segunda meta teve como
enfoque a derivacdo de células iPSC a partir das linhagens tronco multipotentes
obtidas anteriormente. A derivacdo das linhagens iPSC foi testada pelo uso de
integracdo génica que exprimem quatro fatores de transcricdo (c-Myc, Klf4, Oct4 e
Sox2) pelos métodos de nucleofeccéo, lipofeccao ou lentiviral. As colénias do tipo
iPSC foram obtidas somente pelo método de nucleofeccdo e foram repicadas
isoladamente. Porém, falharam em estabelecer linhagens clonais para posterior
caracterizacdo. A terceira meta deste trabalho visou estabelecer linhagens de células
semelhantes as germinativas primordiais (“Primordial germ cell-like” PGCLs). Devido
a falha em reprogramar as células-tronco adultas em iPSC, foram estabelecidas as
linhagens de PGCLs por diferenciacdo de células de chifre, gordura e pele, passando
pela fase de células semelhantes as epiblasticas (“epiblast-like cells” EpiLCs) e
posteriormente sendo diferenciadas nas PGCLs. Apds diferenciacdo, as PGCLs foram
submetidas a testes de imunocitoquimica (DDX4 e DAZL) e RT-gPCR (DDX4, Stra8,
Stella, Fragilis, OCT4). Ainda, foi testada a influéncia do acido retinoico e do BMP4,
bem como os sistemas de cultivo em ades&o e em suspensao para a diferenciagao
das células multipotentes em PGCLs.

Palavras-chave: células de pluripoténcia induzida, células multipotentes, células
semelhantes as germinativas primordiais, cervideos



Vi

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF MULTIPOTENT AND INDUCED
PLURIPOTENT CELLS IN Blastocerus dichotomus

ABSTRACT - Deer have been enduring pressures on their natural habitat, which
causes segregation between populations and reduced genetic diversity. Although
cryopreservation and storage of gamete and embryos can be used as a strategy for
the preservation of wild populations, few studies have been successful due to
difficulties to recover these materials. Recent studies in mice and humans have shown
that induced pluripotent stem cells (iPSC) derived from somatic cells can be
differentiated into germ cells, oocytes, and spermatozoa. Thus, we hypothesize that
viable gametes could also be obtained from somatic cells in deer. To date, IPSC cells
have not been derived in cervids and therefore our main goal is to establish protocols
to obtain stable iPSC lines from deer somatic cells. The process of reprogramming
somatic cells into iPSC cells is facilitated by the use of adult stem cells that still have
the multipotent capacity. As little is known about multipotent stem cells in deer, the
first objective of this study was to obtain biopsies from various tissues with multipotent
differentiation capacity. Among these tissues are the stem cells from adipose tissue,
antler, and skin. Once primary cultures were established, cells from each tissue were
evaluated for doubling time and then induced in vitro to differentiate into adipocytes,
osteocytes and chondrocytes lineages in order to assess their plasticity. Moreover, the
expression of molecular markers was characterized by immunocytochemistry (OCTA4,
SOX2, Nanog, REX1) and RT-PCR (OCT4, SOX2, Nanog, LIN28, REX1). The second
objective of this study was to derive iPSC lineages from multipotent stem cells in deer.
The derivation of iPSC lines was tested by transfection with four transcription factors
(c-Myc, KiIf4, Oct4, and Sox2) using nucleofection, lipofection or lentiviral
reprogramming system. Although iPSC-like colonies were obtained in nucleofection
system, they failed to establish stable clonal lines for further characterization. Due to
failure to reprogram adult stem cells into iPSC, we next tried to establish the primordial
germ cell (PGC) lines by differentiation of antler, fat and skin-derived cells first into
epiblast stem cells (EpiSC) and then, in a second step, differentiate these into PGC.
Therefore, the third objective was to establish PGC directly from multipotent stem
cells. After differentiation, PGC-like were analyzed thought immunocytochemistry
(DDX4, DAZL) and RT-gPCR (DDX4, Stra8, Stella, Fragilis, OCT4). Furthermore, the
influence of retinoic acid and BMP4, as well as the adhesion and suspension culture
systems for the differentiation of the multipotent cells in PGCLs, were tested.

Keywords: induced pluripotent stem cells, multipotent stem cells, primordial germ
cells-like, deer
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Geogréfica e fenotipicamente, o0s cervideos formam um grupo
extraordinariamente diverso de ungulados, com aproximadamente 43 espécies e 206
subespécies descritas (WHITEHEAD, 2008). Algumas delas correm perigo de
extincdo (MONFORT et al., 1993) e muitas outras apresentam escassez de estudos
para afirmar sua real situagdo. Assim como outras espécies brasileiras de vida livre, 0
cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) tém sofrido pressées sobre seu habitat,
0 que provoca segregacdo entre populagbes, diminuicdo de troca génica e de
diversidade genética, aumento da endogamia, e consequentemente maior risco de
extingdo (DUARTE, 2005). Devido as dificuldades para a conservagéo dos habitats
naturais, as técnicas de reproducdo assistida associadas aos bancos de reserva
gendmica tém se mostrado ferramentas importantes para o0s programas de
conservagao in situ e ex situ (HOLT; PICKARD, 1999). Essas ferramentas tém
potencial para reduzir a perda de diversidade genética em pequenas populacoes,
possibilitando a contribuicao igualitaria de todos os individuos para a proxima geracao,
e estendendo o intervalo entre geragcdes por meio da criopreservacao de gametas e
embriées (JABBOUR; HAYSSEN; BRUFORD, 1997).

Nesse contexto, gerar células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) de
espécies ameacadas de extin¢do cria possibilidades fascinantes para a conservacao
das espécies, uma vez que a obtencdo de gametas tem sido um entrave na construcao
de bancos de reserva gendmica e desenvolvimento das biotécnicas reprodutivas. As
iIPSCs possuem propriedades que sdo equivalentes as células-tronco embrionarias
(ESC), e vérios estudos tém relatado que as células-tronco pluripotentes de humano
e camundongo podem dar origem a células semelhantes as germinativas primordiais
(PGCLs) in vitro. Isso sugere que as células-tronco possuem capacidade necessaria
para iniciar a gametogénese quando expostas a condi¢des de cultura adequadas. Em
alguns estudos, estas supostas PGCLs tem capacidade de se diferenciarem e
formarem células que se assemelham muito a gametas masculinos e femininos
maduros (LINHER; LI, 2011).



As células iPSC ja foram derivadas a partir de células sométicas de
camundongos (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006), caes (SHIMADA et al., 2009),
suinos (ESTEBAN et al., 2009), ratos (CHANG et al., 2010), lagomorfos (HONDA et
al., 2010), ovinos (BAO et al., 2011), cavalos (NAGY et al., 2011), bovinos (SUMER et
al., 2011), bubalinos (DENG et al., 2012), codornas (LU et al., 2012), galinhas (YU et
al., 2014), caprinos (TAl et al., 2015) e também em espécies selvagens como macaco
rhesus (Macaca mulatta - LIU et al., 2008), rinoceronte branco (Ceratotherium simum
- BEN-NUN et al., 2011), mandril (Mandrillus leucophaeus - BEN-NUN et al., 2011),
leopardo das neves (Panthera uncia— VERMA et al., 2012), tigre de bengala (Panthera
tigris - VERMA et al., 2013), serval (Leptailurus serval - VERMA et al., 2013), onca-
pintada (Panthera onca - VERMA et al., 2013), mandarim (Taeniopygia guttata -
ROSSELLO et al., 2013), peixe-zebra (Danio rerio - ROSSELLO et al., 2013), e
morcego (Myotis lucifugus - MO; LI; WU, 2014), mas nao ha relatos de células iPSC
de quaisquer espécies de cervideos. Portanto, seria importante o desenvolvimento de
células iPSC para a conservacao da espécie B. dichotomus e de outros cervideos
ameacados de extincdo, sendo que este estudo serviria como modelo, visando a

diferenciacdo dessas células pluripotentes em gametas.

HIPOTESE

- As células obtidas dos tecidos de chifre, gordura e pele de B. dichotomus sao células-

tronco mesenquimais.

- A inducéo da pluripoténcia celular e a manutencéo do seu estado indiferenciado in
vitro sdo possiveis em células de chifre, gordura e pele na espécie B. dichotomus

atraves de expressao forcada de fatores de transcricdo exégenos conhecidos.

- As células de chifre, gordura e pele possuem plasticidade que permite sua

diferenciacdo ao estado de células semelhantes a primordiais germinativas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. A espécie Blastocerus dichotomus

O cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) € o maior cervideo neotropical
e um dos maiores mamiferos brasileiros. Os individuos adultos apresentam altura
meédia de cernelha de 1,30 m, com fémeas pesando cerca de 100 kg e machos
pesando aproximadamente 130 kg. Sua pelagem € castanho-avermelhada, as
extremidades dos membros, a cauda, o focinho e a regido periocular séo pretas, e a
parte inferior do térax, o abdémen, pescoco e face interna das orelhas séo brancas.
Os machos possuem chifres dicotomizados proximo a base, e destes dois ramos
principais podem crescer até dez pontas, dependendo da idade e estado nutricional
do animal (DUARTE, 1996). O desenvolvimento do primeiro par de galhadas ocorre
com cerca de um ano e meio de vida e a troca desses chifres pode ocorrer em
qualquer época do ano (DUARTE; GARCIA, 1997), sofrendo pouca ou nenhuma
influéncia do fotoperiodo (PEREIRA, 2010). As fémeas sao poliéstricas e apresentam
estro pos-parto, refletindo a auséncia de sazonalidade reprodutiva. O ciclo estral tem
duracédo de 21 a 24 dias (DUARTE; GARCIA, 1995; POLEGATO, 2008), e a gestacéo
de 251 a 271 dias (FRADICH, 1987; POLEGATO, 2008), com nascimento de apenas
um filhote por gestacdo (DUARTE; GARCIA, 1995).

Originalmente a area de ocorréncia de B. dichotomus abrangia as cinco regiées
geograficas do Brasil (DUARTE, 1997). Porém, sua distribuicdo geogréfica original foi
drasticamente reduzida (Figura 1), sendo que aproximadamente 65% das areas
ocupadas pela espécie foram perdidas em apenas quatro décadas (WEBER,;
GONZALEZ, 2003). Em paises como Uruguai e Peru a espécie possivelmente se
extinguiu (GARCIA et al., 2001) e estados brasileiros que antes eram habitados com
populacdes vigorosas de cervos (por exemplo S&o Paulo, Parand, Rio Grande do Sul,
Goias, Minas Gerais e Bahia) possuem hoje apenas populacdes relictuais da espécie
(PINDER; SEAL, 1994) havendo possibilidade de extin¢des locais em curto periodo

de tempo



Legenda:

=== Distribuicdo histérica hipotética
=== Distribuicdo atual

_ Unidades de Conservagao
com registros atuais

Figura 1 — Area de distribuicdo original (laranja) e atual (amarelo) das popula¢des de
B. dichotomus. Em vermelho estdo as Unidades de Conservacao
encontradas na area de ocorréncia da espécie. (Fonte: Plano de Acéo
Nacional para a Conservacao dos Cervideos Ameacados de Extincao,
Série espécies ameacadas n°22, ICMBIo 2011).

Além da perda e fragmentacao do habitat, outros fatores sdo responsaveis pela
diminuicdo das popula¢cbes de cervo-do-pantanal, como a aproximacao da espécie
aos animais domésticos, favorecendo a transmissdo de patdégenos, e a caca
(PINDER, 1996; DUARTE, 1997). Devido a estes fatores, é uma espécie classificada
como vulneravel (VU) a extincdo pela lista vermelha da “International Union for
Conservation of Nature” (IUCN, 2015) e também pela Lista Nacional das Espécies da
Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo (MMA, 2003), e ainda se encontra na
categoria de criticamente em perigo (CR) nas listas estaduais de Minas Gerais
(BIODIVERSITAS, 2008), Sao Paulo (BRESSAN; KIERULFF; SUGIEDA, 2009),
Parana (MIKICH; BERNILS, 2004) e Rio Grande do Sul (MARQUES et al., 2002).

2.2 Programas de conservagao para cervo-do-pantanal

Embora o cervo-do-pantanal se encontre presente em diversas unidades de

conservacgao, essa estratégia nao tem sido suficiente para assegurar a viabilidade das



populacdes diante das ameacas a que estdo expostas (TIEPOLO; TOMAS; LIMA-
BORGES, 2010). Sabe-se que, em populagbes pequenas, a perda de variabilidade
genética ocorre principalmente devido a deriva genética. Essa diminuicdo da
diversidade genética pode causar diminuicdo da fertilidade, menor resisténcia contra
doengas infecciosas e parasitarias e menor flexibilidade de adaptagdo a um
determinado ambiente (LACY, 1997). A endogamia deve ser evitada em pequenas
populacdes porque pode aumentar substancialmente a possibilidade de fixacdo de
alelos recessivos deletérios que podem causar a morte precoce dos individuos
(DUARTE, 2001).

Em 1998 foi criado o programa de conservacao desta espécie em cativeiro,
visando manter estoque de material genético que poderia ser reintroduzido em
populacdes de vida livre. Entretanto, para o sucesso deste programa € necessario que
haja o fluxo genético entre as instituicdes envolvidas no programa e a manutencao da
diversidade genética da populacdo (DUARTE, 2001; ZANETTI; DUARTE, 2008). Um
grande problema observado quando se tenta manter populacdes geneticamente
vidveis ex situ é o processo de selecdo imposto pelo cativeiro, que favorece a
reproducdo de apenas alguns individuos. A populacdo de cervos-do-pantanal
capturados na area inundada do Projeto Hidrelétrica Porto Primavera no Brasil pode
ser citada como exemplo deste processo. Dos 105 animais capturados e mantidos em
quarentena por 60 dias, 35% vieram a Obito, principalmente por causa da falta de
adaptacao ao cativeiro (DUARTE, 2001), e entre aqueles que sobreviveram, somente
35 geraram descendentes (DUARTE; CAPALBO, 2002).

No entanto, existem formas de minimizar os efeitos gerados pela selecéo
artificial, por meio da utilizacdo de material genético criopreservado (WILDT, 1989).
Assim, mesmo apOs muitas geracdes criadas em cativeiro, o0 material genético podera
ser reintroduzido com o objetivo de recuperar a frequéncia de alelos originais dos
animais oriundos de vida livre (DUARTE, 2001). Portanto, os bancos gendmicos
(sémen, odcitos, embrides, fibroblastos, etc.) e as biotécnicas de reproducgéo assistida
sdo ferramentas que contribuem diretamente para a conservacdo de espécies
ameacadas, uma vez que auxiliam o manejo reprodutivo, promovem a manutencao
da variabilidade genética e a reproducao igualitaria dos individuos (WILDT, 1989;
HOLT; PICKARD, 1999).



Entretanto, a obtencdo de gametas em espécies selvagens e a aplicacdo das
biotécnicas reprodutivas é complexa. Mesmo quando se trata de materiais
considerados de facil obtencdo, como € o caso de gametas masculinos, € possivel
encontrar alguns entraves. A colheita de ejaculado em cervideos geralmente é feita
por meio da eletroejaculagédo (JABBOUR; HAYSSEN; BRUFORD, 1997). Este método
exige a contencdo quimica dos animais, havendo o risco anestésico iminente do
procedimento, chance de contaminacdo do ejaculado com wurina e de
desencadeamento de estresse agudo nos individuos (WILDT, 1989). Além disso, a
técnica de eletroejaculacdo em cervo-do-pantanal ndo possibilita a obtencdo de
ejaculado de todos os animais, com taxa de insucesso de cerca de 20% (falha na
colheita de quatro de um total de vinte e dois individuos) (GARCIA et al., 2001; NUNES
et al., 2001).

O principal obstaculo se da na obtencdo de gametas femininos e embrides.
Estudos visando colher embrides foram realizados em B. dichotomus recentemente.
Foram testados 6 diferentes protocolos em 17 animais, resultando na coleta de
apenas 2 embrides viaveis durante todo projeto (J.M.B. Duarte, 2015, comunicacéo
pessoal). Esse é um exemplo que ilustra as dificuldades em estabelecer protocolos
hormonais que possibilitassem a superovulacdo e colheita especificas para esta
espécie. Estudos em outras espécies de cervideos também tém demonstrado
resultados muitas vezes desanimadores para a obtencdo de embribes devido a
variabilidade da resposta superovulatoria, as baixas taxas de fertilizacdo bem como
da colheita de embrides (FENNESSY et al.,, 1989; ZANETTI, 2009; ZANETTI;
DUARTE, 2012; ZANETTI et al., 2014). A colheita de odécitos em cervideos tem
resultado em quantidade satisfatoria de gametas por individuo/secdo de colheita
(COMIZZOLI et al., 2001; LOCATELLI et al., 2006; SIRIAROONTAT, 2006;
SIRIAROONRAT et al., 2010; ROLA, 2013). Porém, ha necessidade de grande
numero de o0citos para estabelecer técnicas como a PIVE e clonagem, o que se torna
inviavel considerando o baixo namero de individuos disponiveis para as pesquisas.
Além disso, tanto a congelagaol/vitrificacdo de embribes e, principalmente a de odécitos,
S&o0 processos complexos e que praticamente ndo tém sido estudados em cervideos
(LEIBO; SONGSASEN, 2002).



A facilidade em se obter e congelar tecidos e células tornam estas fontes de
material biolégico muito promissoras. Avangos recentes na tecnologia de células-
tronco tém proporcionado abordagens alternativas, em que células pluripotentes séo
capazes de se diferenciar em gametas (o0citos e espermatozoides) (CHELOUFI;
HOCHEDLINGER, 2012) e células-tronco multipotentes podem facilitar a
reprogramacdo celular ao servirem como células doadoras para clonagem por
transferéncia nuclear (LIU, 2001; HOCHEDLINGER E JAENISCH, 2002).

2.3 Células-tronco como potencial para auxiliar na conservacao de espécies

ameacadas

As células-tronco embrionarias (ESC) séo pluripotentes e tém potencial para se
diferenciarem em todos os tipos celulares que compde um individuo, possuem
capacidade ilimitada de expansdo quando cultivadas em condicBes adequadas, e
podem ser congeladas e descongeladas sem perder suas caracteristicas originais.
Entretanto, a dificuldade na obtencdo de embrides em espécies selvagens torna
quase impossivel obter as ESC. Além disso, é que possivel a obtencao de linhagens
de ESC seja uma tarefa complexa para os cervideos, uma vez que muitos trabalhos
tém relatado dificuldades para derivar e manter linhagens de ESC de espécies de
ungulados domésticos (BREVINI et al., 2007; KEEFER et al., 2007; VACKOVA,;
UNGROVA; LOPES, 2007; TALBOT; BLOMBERG, 2008). Nestas espécies, muitas
das linhagens obtidas se proliferam lentamente, perdem os marcadores de
pluripoténcia ou param de se dividir em passagens iniciais (SAITO; STRELCHENKO,;
NIEMANN, 1992; MUNOZ et al., 2008; CAO et al., 2009; MALAVER-ORTEGA et al.,
2012; MARUOTTI et al., 2012). Uma alternativa para essa questédo € a utilizacéo das
células-tronco de pluripoténcia induzida (iPSC), reprogramando células soméaticas
para que expressem a pluripoténcia de maneira semelhante as ESC. Takahashi e
Yamanaka, (2006) foram os primeiros a obter iPSC, por meio da expressao de quatro
fatores de transcricdo exégenos (Oct4, Sox2, KLF4 e c-Myc). Os fatores de transcricao
exodgenos conseguem alterar o perfil de transcricdo enddgeno das células, o que
favorece a inducdo bem como manutencéo da pluripoténcia.

Por meio da diferenciacdo de células pluripotentes (ESC e iPSC) de
camundongo, Hayashi et al., (2011) induziram a formacdo de odcitos e células



esperméticas funcionais, apés transplantarem PGCLs para o tubulo seminifero, ou
para a bursa ovarica (HAYASHI et al., 2012; HAYASHI; SAITOU; YAMANAKA, 2012).
Apoés a formacao destes gametas, foi possivel produzir embrides e alguns deles deram
origem a filhotes saudaveis que cresceram até a vida adulta (HAYASHI et al., 2012;
HAYASHI; SAITOU; YAMANAKA, 2012). Recentemente, trabalhos demonstraram a
capacidade de recriar toda a gametogénese, inclusive a meiose, in vitro em
camundongos, gerando crias saudaveis. Apos diferenciar as iPSC até o estado de
PGCLs, estas células foram cultivadas com células sométicas testiculares neonatais,
possibilitando a formacéo de espermatides (ZHOU et al., 2016), enquanto Hikabe et
al., (2016) cultivaram as PGCLs em conjunto com células somaticas de ovarios de
embrides, e por meio deste ovario reconstruido foram produzidos odcitos, que deram
origem a individuos saudaveis. Em humanos, também foi possivel a obtencédo de
células haploides semelhantes a espermatides a partir de iPSC, no entanto, sem
provas sobre sua fertilidade até o momento (EASLEY et al., 2012).

Portanto, a utilizacéo das iPSC oferece a possibilidade de obtencédo de gametas
e traz vantagens como: 1) a partir da obtencdo de um Unico fragmento de tecido
tornam-se fonte inesgotavel de gametas, mesmo apds a morte do animal; 2) torna
desnecessaria a contencdo quimical/fisica dos animais sucessivas vezes para a
obtencdo de gametas e embrides, uma vez que uma unica colheita de tecido é
suficiente; 3) facilita a possibilidade de obter material de animais de vida livre, uma
vez que nao necessita do desenvolvimento de protocolos hormonais e métodos para
a colheita dos gametas e embrides; 4) permite o desenvolvimento e a aplicacdo das
biotecnologias reprodutivas e, por meio delas, a obtencado de embrides; 5) possibilita
utilizar animais logo ap0s seu nascimento, nas quais ainda ndo ha a producdo de
gametas, ou ainda de animais senis que dispde de gametas com baixa qualidade; 6)
dispensa a necessidade de congelar/vitrificar o0citos e embrifes, que possuem maior
complexidade em se manterem viaveis ap0s esses processos em relacdo a

congelagéo das iPSC.

2.4 Reprogramacao de células somaticas em células de pluripoténcia induzida

A eficiéncia de reprogramacao das iPSC varia significativamente entre os

diferentes tipos de células, sendo mais baixa em células terminalmente diferenciadas



e mais rapida e eficiente em células adultas menos diferenciadas ou indiferenciadas
(LEE et al., 2010). Portanto, levando-se em consideracdo o desenvolvimento de
linhagens de iPSC, a escolha do tipo celular a ter a pluripoténcia induzida é relevante
e questdes como a capacidade da célula em se reprogramar, a facilidade de acesso
ao tecido e a facilidade de manter as células in vitro devem ser consideradas.

No caso dos cervideos, existe a possibilidade singular de se trabalhar com
células-tronco de chifres. Por ser um exemplo Unico de regeneracdo nos mamiferos,
os chifres sdo utilizados como modelo nos estudos de reducdo da formacdo de
cicatrizes, resisténcia a formacao de tumores em uma estrutura de rapido crescimento
e abordagens terapéuticas para o estimulo da regeneracdo de membros (KIERDORF;
KIERDORF, 2011). Eles sao estruturas que séo substituidas periodicamente devido a
proliferacédo de células-tronco e se projetam a partir do osso frontal de veados machos
e também de fémeas no caso das renas (Rangifer tarandus) (KIERDORF; KIERDORF,
2011), o que restringe a obtencdo desse tipo de material em fémeas de outras
espécies. Estudos prévios com Cervus elaphus e Dama dama demonstraram que o
periosteo do pediculo contém células que expressam diferentes marcadores de
células-tronco (CD9, OCT-4, Nanog, STRO-1) (ROLF et al., 2008; LI; YANG,;
SHEPPARD, 2009), porém nao ha relatos de criacédo de linhagens iPSC a partir dessa
fonte de tecido.

As células-tronco derivadas de tecido adiposo sao outra fonte interessante para
se trabalhar, uma vez que alguns autores a consideram como a fonte ideal de células
somaticas para a obtencdo de iPSC (TAT et al.,, 2010), pois possuem rapida
proliferacéo, e tem demostrado gerar linhas de células iPSC de maneira mais eficiente
do que outros tipos de tecido (por exemplo fibroblastos embrionarios de rato e células-
tronco neurais adultas). Além disso, ha possibilidade de facil acesso a grande
quantidade de material (COLEMAN, 1995; YOKOMIZO; BENEMOND; KADUNC,
2005; YARAK; OKAMOTO, 2010) e é possivel obter este tecido em ambos os sexos
em qualquer momento da vida do individuo.

Apesar de muitos estudos ja terem sido realizados, 0 mecanismo preciso da
reprogramacéo ainda permanece desconhecido (RAIS et al., 2013). E sabido que
colonias que nao sdo iIPSC muitas vezes aparecem num estagio de reprogramacao

intermediario, porém, as caracteristicas destas células que falharam em reprogramar
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ainda nao séo compreendidas (OHNISHI et al., 2014). Para caracterizar as diferentes
fases da reprogramacdo, analises moleculares definiram nove categorias de
expressdo dos genes, cuja superexpressao ou silenciamento levam a formacéo da
iPSC. A falha em ativar estes genes e seus relacionados constituem barreiras na
reprogramacdo e séo parte da razdo pela qual a formacao das iPSC é ineficiente e
leva um tempo relativamente longo (POLO et al., 2012). A observagao de duas
grandes ondas de transcricdo e um periodo intermediario de menos mudancas é
condizente com estudos anteriores que identificaram trés fases na reprogramacao:
iniciagédo, maturacéo e estabilizagdo (SAMAVARCHI-TEHRANI et al., 2010).

As células iPSC ja foram derivadas a partir de células somaticas em muitas
espécies de mamiferos, porém nao ha relatos de células iPSC em cervideos. O
desenvolvimento de células iPSC visando sua diferenciacdo em gametas no futuro
seria importante para auxiliar na conservacado da familia Cervidae e estudos com B.
dichotomus, uma espécie ameacada de extin¢do, beneficiariam a propria espécie e

poderiam servir como modelo para a obtencdo de iPSC em outros cervideos.

2.5 Producédo de células da linhagem germinativa in vitro

A Ultima década foi marcada pelo substancial progresso nos métodos para o
desenvolvimento de linhagens germinativas in vitro. Entre todas as células do corpo,
as células germinativas passam pela reprogramacéao epigenética mais drastica, além
do rearranjo dos genes alelos por meio do crossing over (HANDEL; EPPIG;
SCHIMENTI, 2014). Essa reprogramacdo epigenética sofrida pelas células
germinativas envolve também o “imprinting” genémico. Ja foi descrito em
experimentos que utilizaram a TNCS que 0s genomas materno e paterno séo
necessarios para o desenvolvimento embrionario normal (MCGRATH; SOLTER,
1984). O “imprinting” gendmico envolve a expressdo de um conjunto especifico de
genes que ¢ definida pela origem parental, ou seja, 0S genomas materno e paterno se
distinguem um do outro devido a metilacdo diferencial dos gametas masculino e
feminino (REIK; WALTER, 2001). Antes de colonizar a crista genital durante o
desenvolvimento in vivo, as PGCs sao altamente metiladas, de forma semelhante ao
padréo das demais células somaticas da massa celular interna. Entretanto, esse perfil

epigenético estabelecido deve ser apagado nas PGCs que, portanto, sofrem
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desmetilagcédo e tem seu “imprinting” apagado. Isso garante que o “imprinting” parental
seja estabelecido adequadamente nos gametas (NICHOLAS et al., 2009). No caso
das PGCs de fémea, o cromossomo X que foi aleatoriamente inativado nas demais
células da massa celular interna é reativado (SAGA, 2008).

Muitos estudos tém mostrado ser possivel a diferenciacéo in vitro de células-
tronco embrionarias (ESC) e de pluripoténcia induzida (iPSC) em células semelhantes
as germinativas primordiais (PGCLs) (HUBNER et al., 2003; CLARK et al., 2004;
GEIJSEN et al., 2004; KEE et al., 2006, 2009; NAYERNIA et al., 2006; SASAKI et al.,
2015) ou mesmo em o0citos ou espermatozoides funcionais apos passarem por uma
etapa in vivo (EASLEY et al., 2012; HAYASHI et al., 2011; HAYASHI et al., 2012) ou
completa gametogénese in vitro (HIKABE et al., 2016; ZHOU et al., 2016).

Entre os trabalhos de maior destaque, se encontram os realizados em
camundongos por Hayashi e colaboradores (HAYASHI et al., 2011, 2012; HAYASHI,;
SAITOU; YAMANAKA, 2012). Estes pesquisadores diferenciaram ESC ou iPSC em
células semelhantes as do epiblasto (EpiCLs), que quando cultivados na presenca de
‘bone morphogenetic protein 4” (BMP4), deram origem a PGCLs. ApGs serem
transplantadas em tdbulos seminiferos de um receptor infértil, estas células
possibilitaram o reestabelecimento da espermatogénese, e gametas haploides foram
usados para fertilizar oécitos por meio da ICSI (HAYASHI et al., 2011). J& para as
fémeas, apos gerar EpiCLs e PGCLs, estas células foram agregadas as células
somaticas ovarianas de feto, formando como um ovario reconstruido, e transplantadas
na bursa ovariana de receptoras, onde foi possivel produzir odcitos funcionais
capazes de gerar crias saudaveis (HAYASHI et al., 2012; HAYASHI; SAITOU,;
YAMANAKA, 2012). Em humanos, estudos relataram sucesso na geracao de células
germinativas haploides in vitro a partir de células pluripotentes (GEIJSEN et al., 2004;
EGUIZABAL et al.,, 2011). No entanto, nenhum desses estudos mostrou até o
momento a funcionalidade destas células ou trouxe provas convincentes da
ocorréncia da meiose.

Recentemente, foi relatado um passo importantissimo para a producdo de
gametas em laborato6rio: a completa meiose in vitro. Nestes estudos para linhagens
de macho foram utilizadas células ESC, que apos serem diferenciadas ao estadio de

EpiCLs e posteriormente de PGCLs, foram co-cultivadas com células dissociadas de
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testiculos de camundongos neonatais na presenca de cido retinoico (RA), BMP2/4/7
e Actina A. No dia 6 as PGCLs entraram na primeira profase da meiose durante os
primeiros 6 dias, e a partir dai o0 meio de co-cultivo foi suplementado com horménio
foliculo-estimulante (FSH), extrato de pituitaria de bovino (BPE) e testosterona,
possibilitando que as células completassem a meiose apds 8 dias. Essas células,
consideradas como semelhante as esperméatides, possibilitaram gerar descendentes
férteis mediante seu uso na ICSI (ZHOU et al., 2016). Para linhagens de fémeas foram
utilizadas tanto ESC quanto iPSC, que apés serem diferenciadas para o estadio de
EpiCLs e, posteriormente, de PGCLs, foram agregadas a células somaticas gonadais
fetais de fémea, formando “ovarios reconstruidos”. Apds passarem pela etapa de
diferenciacéo e crescimento in vitro em sistema de cultivo especial, os odcitos foram
maturados, fertilizados e transferidos para receptoras, que deram origem a filhotes
saudaveis (HIKABE et al., 2016).

Muitos trabalhos para a transdiferenciacéo de células mesenquimais (MSC) em
células semelhantes as germinativas também foram realizados (NAYERNIA et al.,
2006; HUA et al., 2009a, 2009b, 2011; MAKOOLATI; MOVAHEDIN; FOROUZANDEH-
MOGHADAM, 2011; MAZAHERI et al., 2011; SHIRAZI et al., 2012; HOSSEINZADEH
SHIRZEILY et al., 2013; JOUNI et al., 2014; LI et al., 2014). Ainda, outros estudos
demonstraram a formacdo de células semelhantes a odcitos a partir de células
mesenquimais (MSC) (DANNER et al., 2006; SONG et al., 2011; QIU et al., 2013; YU
et al., 2014). Para realizar a diferenciagéo, estes trabalhos utilizaram RA ou BMP4 e
dentre as linhagens de MSC testadas para a diferenciagdo encontram-se gordura,
medula 6ssea, pele, tecido ovariano, pulmao, corddo umbilical e pancreas.

O BMP4 e o BMP8 sao fisiologicamente produzidos pelo ectoderma
extraembriondrio e séo criticos para gerar as PGCs in vivo. Estudos anteriores
demonstraram que o BMP4 sozinho € suficiente para levar as células do epiblasto a
se transformarem em PGCs. Ja o RA demonstrou promover a diferenciacdo de ESC
em células germinativas, e até mesmo gametas funcionais, que puderam iniciar e
suportar o desenvolvimento de crias apds realizar ICSI (GEIJSEN et al., 2004;
NAYERNIA et al., 2006). O inicio da meiose € estimulado pelo RA e mediado pelo
gene Stra8 (KOUBOVA et al., 2006). Outros genes como o DDX4 e o DAZL sé&o de

grande importancia no desenvolvimento e identificacdo da linhagem germinativa, uma
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vez que também se relacionam com o inicio da meiose. Em humanos, ESC/iPSC que
mostraram superexpressdo de DAZL e DDX4, iniciaram a meiose, e geraram células
haploides com uma eficiéncia de 2% apds passar por 2 semanas em cultivo de
diferenciacéo (KEE et al., 2009; PANULA et al., 2011; MEDRANO et al., 2012).

3. OBJETIVOS

Objetivos gerais

- Derivar e caracterizar linhagens de células-tronco multipotentes de tecidos adiposo,
chifre e pele de B. dichotomus.

- Derivar e caracterizar linhagens de células-tronco de pluripoténcia induzida (iPSC)
de B. dichotomus por meio da reprogramacédo génica de linhagens de células-tronco
multipotentes (chifre, gordura e pele).

- Realizar a diferenciacéo celular de linhagens multipotentes (gordura, chifre e pele)

de B. dichotomus em células semelhantes as germinativas primordiais.

Objetivos especificos

- Obtencao, isolamento, cultivo e caracterizacédo de células obtidas da gordura, chifre
e pele da espécie B. dichotomus.

- Produzir linhagens estaveis de iPSC a partir de células-tronco adultas (chifre,
gordura e pele) de B. dichotomus.

- Comparar a eficiéncia da reprogramacéao das iPSC entre os diferentes tipos celulares
testados em B. dichotomus

- Comparar a eficiéncia da reprogramacdo dos diferentes métodos de inducdo de
pluripoténcia

- Identificar fatores que favorecam a diferenciacdo de células multipotentes de B.
dichotomus em células semelhantes as germinativas primordiais (PGCLS)

- Reprogramar células multipotentes de B. dichotomus para PGCLs utilizando
protocolos anteriormente descritos com células pluripotentes
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CAPITULO 2 - Isolamento, expanséo e caracterizacdo de trés tipos de células-
tronco multipotentes de cervo-do-pantanal (Blastocerus

dichotomus)

RESUMO - O cervo-do-pantanal é uma espécie que corre risco de extingdo e uma
das principais ferramentas para a manutencéo das populacdes selvagens ameacadas
€ a criacdo de bancos gendmicos representativos da populagdo remanescente. Nesse
sentido, as células-tronco multipotentes oferecem uma grande possibilidade de
obtencdo de germoplasma destes individuos, uma vez que sédo de facil acesso e
possuem caracteristicas desejaveis. Esse trabalho propés a utilizacédo de trés tipos de
células-tronco multipotentes, proveniente de chifres, gordura e pele. Estas células
foram avaliadas com relacdo ao seu potencial de diferenciacéo, tempo de duplicacéo
celular, expressdo de marcadores de pluripoténcia via RT-gPCR (OCT4, SOX2,
Nanog, Rex1, Lin28) bem como por imunocitoquimica (OCT4, SOX2, Nanog, Rex1).
As trés linhagens de células mostraram ter potencial de diferenciacdo para adipdcitos,
ostedcitos e condrécitos, possuem rapido tempo de duplicacdo celular, e apresentam
expressdo de marcadores de pluripoténcia, demonstrando ter caracteristicas
interessantes para seu uso em biotécnicas reprodutivas.

Palavras-chave: Chifres, cervideo, germoplasma, gordura, pele.
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CHAPTER 2 - Isolation, expansion and characterization of multipotent stem cells
from different tissues in marsh deer (Blastocerus dichotomus)

ABSTRACT - The marsh deer is a species that is in danger of extinction and a major
tool for the maintenance of threatened wild populations is the creation of representative
genomic banks of the remaining population. In this sense, multipotent stem cells offer
a great opportunity to obtain germplasm of these individuals, once they are easily
accessible and have desirable characteristics. This study proposed obtaining and
characterizing stem cells from three types of tissues: antlers, fat and skin. These cells
were evaluated regarding their potential of differentiation, doubling time and
expression of pluripotency markers by RT-gPCR (OCT4, SOX2, Nanog, Rex1, Lin28)
and immunocytochemistry (OCT4, SOX2, Nanog, Rex1). These three cell lines show
potential to differentiate into adipocytes, chondrocytes and osteocytes; have a high
rate of proliferation; and express pluripotency markers, which are desirable
characteristics for the application in reproductive biotechnologies.

Keywords: Antler, fat, Marsh deer, multipotent stem cells, skin.
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CAPITULO 2 - Isolamento, expans&o e caracterizagio de trés tipos de células-
tronco multipotentes de cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus)

1. INTRODUCAO

O cervo-do-pantanal é uma espécie de cervideo classificada pela lista vermelha
da “International Union for Conservation of Nature” como vulneravel (VU) (DUARTE et
al., 2008). Devido as dificuldades em se preservar os ambientes naturais dessas
populacées, uma das principais estratégias para sua conservacao inclui a manutencgao
da variabilidade genética da populacdo por meio da criacdo de bancos de reserva
gendmica associada as biotécnicas de reproducdo assistida. Entretanto, devido a
dificuldade em se obter gametas e embrides de espécies selvagens, a utilizacdo das
células-tronco adultas multipotentes, como as células mesenquimais (MSC) se mostra
interessante.

As MSC séao células-tronco que podem ser obtidas a partir de tecidos adultos,
podendo ser adquiridos de forma simples e pouco invasiva, e possuem caracteristicas
interessantes como alta taxa de proliferacéo e potencial para se diferenciar em varios
tipos de tecidos (YEW et al., 2011). Estas células respondem a sinais morfogénicos e
tem capacidade de se diferenciarem em tipos celulares que vao desde aqueles de sua
propria linhagem celular (como os adipdcitos, condrdcitos e osteoblastos) até a
diferenciacdo em células correspondentes a linhagem endotelial, neural e hepética
(PITTENGER et al., 1999; ZVAIFLER et al., 2000; ZUK et al., 2002; ORCIANI et al.,
2011), o que em teoria, seria propriedade restrita as células-tronco embrionarias
(ESC).

As MSC podem ser consideradas boas candidatas para a producéo de células
de pluripoténcia induzida (iPSC), pois a eficiéncia de reprogramacédo das iPSC varia
conforme os diferentes tipos celulares utilizados, sendo mais baixa em células
terminalmente diferenciadas e mais rapida e eficiente em células adultas menos
diferenciadas ou indiferenciadas (LEE et al., 2009). A producdo de IPSC seria
especialmente interessante pensando no potencial de diferenciacdo destas células

em gametas. Por meio da diferenciacdo de células pluripotentes (ESC e iPSC) de
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camundongo, Hayashi et al. (2011) e Hayashi et al. (2012) induziram a formacgao de
oocitos e células esperméticas funcionais, que possibilitaram gerar filhotes saudaveis
gue cresceram até a vida adulta. Em humanos, também foi possivel a obtencdo de
células semelhantes as espermaticas a partir de iPSC (EASLEY et al., 2012).

Ainda, outros trabalhos tem explorado a capacidade das células multipotentes
em se diferenciarem diretamente em células germinativas (NAYERNIA et al., 2006;
HUA et al., 2009a, 2009b, 2011; MAKOOLATI; MOVAHEDIN; FOROUZANDEH-
MOGHADAM, 2011; MAZAHERI et al., 2011; JOUNI et al., 2014; LI et al., 2014),
semelhantes a oocitos (DANNER et al., 2006; SONG et al., 2011; QIU et al., 2013; YU
et al., 2014), ou no transplante de células MSC para restaurar a producédo de gametas
e espermatozoides em animais estéreis (JOHNSON et al., 2005; WANG et al., 2013).

Por ultimo, as MSC também podem se mostrar interessantes para melhorar as
taxas da clonagem por transferéncia nuclear (SCNT), pois pesquisadores sugerem
gue a eficiéncia desta técnica é inversamente proporcional ao status de diferenciacéo
da célula doadora (LIU, 2001; HOCHEDLINGER; JAENISCH, 2002; OBACK; WELLS,
2002). O uso de MSC como células doadoras mostrou efeito benéfico para a eficiéncia
da SCTN quando comparado ao uso de outros tipos de células somaticas (Faast et
al., 2006) e ainda possibilitaram aumento nas taxas de desenvolvimento embrionario
(COLLEONI et al., 2005; LEE et al., 2010).

A facilidade em se obter e congelar células multipotentes em comparacao aos
gametas e embrides em conjunto com as possibilidades de utiliza-las nas biotécnicas
reprodutivas torna essa fonte de material biolégico muito promissora para animais
selvagens. Entretanto, é de extrema importancia a padronizacdo relacionada a
obtencéo, isolamento, cultivo in vitro, bem como caracterizacdo destas células a fim
de utiliza-las. Este trabalho prop@e realizar essas etapas a partir de células obtidas de
gordura, chifre e pele da espécie B. dichotomus para avaliagdo da potencial utilizacdo

dessa fonte de material na conservacéo desta espécie ameacada.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo das biopsias

As biépsias foram obtidas de animais pertencentes ao Centro de Conservacgao
do Cervo-do-Pantanal (CCCP) de Promissdo — SP, Brasil e Nucleo de Pesquisa e
Conservacao de Cervideos (NUPECCE) do Departamento de Zootecnia da FCAV -
UNESP, Jaboticabal — SP, Brasil. Para a obtencdo das amostras, os animais foram
anestesiados pela via intramuscular com a associacéao de 7,0 mg/Kg de cloridrato de
guetamina (Vetaset® - Fort Dodge - Brasil), 1 mg/Kg de cloridrato de xilazina
(Rompum® - Bayer - Brasil) aplicados por dardos disparados por arma anestésica.

As biopsias do chifre foram obtidas de trés machos que apresentaram troca de
chifres durante o periodo experimental, sendo as amostras colhidas de 45-60 dias
apos o inicio de seu crescimento. Foi realizada a disseccao de tecido, utilizando
bisturi, pinca e punch estéreis. Biopsias do tecido adiposo foram obtidas de trés
fémeas a partir da regido retroauricular, abaixo da cartilagem, utilizando-se bisturi,
pincas e tesoura estéreis. Para a obtencdo da pele, foram utilizados duas fémeas e
um macho, e o tecido foi dissecado da regido proximal do membro pélvico
(previamente tricotomizada e desinfetada com alcool 70%), com tesoura e pinca
estéreis (Figura 1).

Figura 1 — Biopsias para obtencéo dos tecidos de B. dichotomus. (A) Colheita de tecido
do chifre utilizando punch e bisturi. (B) Obtencéo de gordura da regiao
retroauricular, abaixo da cartilagem. (C) Colheita de pele da regido proximal
do membro pélvico.
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2.2. Isolamento das células-tronco multipotentes

Apls a realizagdo das bidpsias, o material foi armazenado em criotubo
contendo solucdo McCoy’s (Sigma, M4892) e mantido sob refrigeracdo em isopor. Ao
chegar no laboratorio, os tecidos foram lavados quatro vezes em PBS, e foi realizado
o isolamento das células pela desagregacdo mecanica do tecido em pedacos de cerca
de 2 mm utilizando lamina de bisturi, seguido de digestdo enzimética com colagenase
| (200 U/ml — Sigma) a 37°C em estufa de CO2 por um periodo de 3 horas para a pele
e chifre e de 30 minutos para gordura. Apos a digestdo enzimatica as células foram
centrifugadas por 5 min a 200 G, foi retirado todo o sobrenadante e adicionado 10 mL
de meio de cultivo completo (Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium -
DMEM) com altas taxas de glicose (4,5 g/l), glutamina (0,6 g/l), 1% de aminoacidos
essenciais, soro fetal bovino (SFB) na proporcdo de 10% v/v, 50 mg L de Sulfato de
Gentamicina e 2 mg L ! de Anfotericina B). A amostra foi novamente centrifugada por
5 min a 200 G, e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspenso em 5 mL de

meio de cultivo completo contendo 50% de SFB.

2.3. Cultivo e criopreservacao de células-tronco multipotentes

As amostras foram acondicionadas em garrafas de cultivo (25 cm? de area de
superficie) e mantidas em estufa a 5% de CO2 a 37°C. A troca de meio foi realizada
48 horas apds o plaqueamento inicial para a remocéo de células ndo aderentes ao
frasco e para a manutencéo do cultivo, o meio foi trocado duas vezes por semana
utilizando o meio de cultivo completo com 10% de SFB. As garrafas de cultivo foram
subcultivadas até alcancarem cerca de 80% de confluéncia, e as células foram entéo
destacadas utilizando 0,25% tripsina/EDTA. A cada passagem foi realizada a
contagem e avaliacdo das células com Azul de Tripan (diluicdo de 1:1) em camara de
Neubauer para avaliar a viabilidade celular, semeando as garrafas com 3x10° células
viaveis por garrafa (25 cm?).

As células (segunda ou terceira passagem) foram criopreservadas em meio
composto de 80% de SFB, 10% de dimetilsulféxido (DMSO), 10% de DMEM, 100
unidades/ml de penicilina e 100 ug/ml estreptomicina, e criopreservadas pelo método

de resfriamento lento (4 horas a 4°C; 30 minutos em vapor de nitrogénio e
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posteriormente imersas em nitrogénio liquido) sendo armazenadas em botijées
criogénicos. No momento de realizar as analises, as células foram descongeladas em
banho-maria a 37°C e cultivadas, sendo utilizadas células de quarta e quinta

passagem.

2.4. Capacidade de diferenciagao

A fim de avaliar a plasticidade destas células, foi testada sua diferenciacdo em
adipdcitos, condrocitos e ostedcitos. As células foram semeadas em placas de 96
pocos (2x102 células por poco) em meio completo (DMEM e 10% de SFB) e esperou-
se até que os pocos chegassem préximos a confluéncia para colocar o meio de
diferenciacdo. As andlises foram feitas em triplicatas para cada amostra, adotando o
seguinte protocolo para cada tipo de diferenciacéo:

-Diferenciacdo adipogénica: Foi utilizado meio composto por DMEM (Gibco™
#11960), 15% de soro de coelho, 10® M de dexametasona, 200 uM de indometacina,
10 pg/ml de insulina, 0,5 mM de 3-isobutil-1-metilxantina, piruvato (100X),
antibiotico/antifungico (100X), realizando as trocas do meio de dois em dois dias por
12 dias. Apoés este periodo, a diferenciacdo adipogénica foi avaliada pela coloracéo
Oil red O. Para tanto, as células foram lavadas em DPBS, fixadas em paraformaldeido
4% por 20 minutos, lavadas duas vezes com agua Mili Q e colocadas em isopropanol
60% por 2 minutos. Finalmente, as células foram coradas com Oil Red O 5% por 30
minutos e lavadas quatro vezes com agua Mili Q para que fossem analisadas em
microscoépio de luz.

-Diferenciacdo condrogénica: Foi utilizado o meio StemPro® Chondrogenesis
Differentiation Kit (Gibco™ #A10071-01) realizando as trocas de meio de dois em dois
dias por 16 dias. Apos este periodo, a diferenciacdo condrogénica foi avaliada pela
coloragéo Toluidine blue. Para tanto, as células foram lavadas em DPBS, expostas ao
tampéo fosfato 20 mM (pH 4.0) por um minuto, incubadas por 4 minutos em corante
Toluidine blue 0,01%, lavadas trés vezes com tampao fosfato e analisadas em
microscopio de luz.

-Diferenciacdo osteogénica: Foi utilizado o meio StemPro® Osteogenesis
Differentiation Kit (Gibco™ #A10072-01) realizando as trocas de meio de quatro em

quatro dias por 23 dias. Apos este periodo, a diferenciacdo osteogénica foi avaliada
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pela coloracdo Alizarin Red S. Para tanto, as células foram lavadas com DPBS,
fixadas por 30 minutos em paraformaldeido 4%, lavadas duas vezes com &agua
destilada e coradas com a solucao de Alizarin Red S 2% (pH 4.2) por 3 minutos, sendo
lavadas outras trés vezes em agua destilada antes de serem analisadas em

microscopio de luz.

2.5. Tempo de duplicacdo da populacéo celular

As células foram plaqueadas em triplicatas para cada um dos tempos das nove
amostras numa concentragao inicial de 2x10% células viaveis por placa (30mm). A
partir de 48 horas apés o plaqueamento foi mensurada a quantidade de células por
trés vezes para cada amostra no aparelho Countess™ Automated Cell Counter
(Invitrogen) considerando apenas os valores de células viaveis, sendo as contagens
realizadas em intervalos de 24 horas até atingir 144 horas. Foi utilizado o método dos
guadrados minimos para ajuste da curva exponencial de crescimento celular. Este
ajuste pode ser descrito pelo modelo:

y = aeb*
em que y sdo as observacdes (numero de células), a € o intercepto e b é o coeficiente
de regresséao para as x horas avaliadas. O tempo de duplicacdo da populacao celular
foi calculado por In(2)/b. O coeficiente de determinacdo (R?) foi obtido para avaliar a

adequacao do ajuste do modelo em relacdo aos valores observados.

2.6. RT-qPCR para genes marcadores de pluripoténcia

Essa analise foi conduzida para verificar a presenca e quantificar os transcritos
de genes relacionados a pluripoténcia. O RNA foi extraido utilizando o kit RNeasy Mini
Kit (Qiagen) de acordo com os protocolos do fabricante e tratado com DNase |
(Qiagen). O cDNA foi produzido utilizando o kit Quanti Tect Reverse Transcription Kit
(Qiagen) e um RT negativo, que consiste em uma amostra sem a presenca de
transcriptase reversa, sendo utilizado como controle negativo. Foram avaliados os
marcadores OCT4, Nanog, REX1, LIN28 e SOX2. Os primers utilizados para este
trabalho foram desenhados especificamente para cervo-do-pantanal. Para isso,

sequencias de outras espécies disponiveis no NCBI dos genes de interesse foram
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alinhadas e, por homologia entre espécies, primers foram elaborados e testados em
amostras de DNA de cervo-do-pantanal por PCR. O produto obtido foi corrido em gel
de agarose 1% e as bandas do gel foram individualizadas, digeridas e purificadas,
sendo entdo sequenciadas. Os produtos de sequenciamento foram inseridos no Blast
(NCBI) para confirmacdo de que se tratavam do gene de interesse. Uma vez
determinada a sequéncia do gene de interesse, elas foram clonadas, sequenciadas e
alinhadas. A partir das sequencias obtidas foram construidos os primers especificos
para nossa espeécie com auxilio do programa Oligo6 (Tabela 1).

Os genes GAPDH, RPL13 e HPRT foram testados no programa BestKeeper
para nos assegurar sua eficiéncia como genes “housekeeping”. O momento em que a
aquisicdo do sinal de fluorescéncia foi realizada pelo termociclador dependeu da
temperatura do inicio da amplificacdo do produto de interesse, visando eliminar a
chance de captar fluorescéncia de possiveis produtos anteriormente amplificados
(dimeros).

Tabela 1 - Primers utilizados para analise de RT-gPCR.
Gene Sequéncia dos Primers Aquisicao (Co)

GAPDH Forward: GGCACAGTCAAGGCGGAGA 50
Reverse: GGTGGTGCAGGAGGCATTG

RPL13 Forward: GGGCTTCAGCCTGGAGGAGC 80
Reverse: CTTGGAGCGGTATTCCTTGAGC

HPRT Forward: CCAGTCAACAGGCGAGATAAA 78
Reverse: CTTCGAGGGGTCCTTTTCACC

OCT4 Forward: GTCCGAGTGTGGTTCTGCAAC 82
Reverse: GGCGCCAGAGGAGAGGATACG

SOX?2 Forward: ATGGGCTCGGTGGTCAAGTC 85
Reverse: CCGCTCTGGTAGTGCTGGGA

Nano Forward: AAGCTTGGAACAGCCAGCTC -
9 Reverse: AGGGACTCCAAATCGCTGAC

REX1 Forward: ATGGACCAGCAACTGAAGAAA 82
Reverse: GGAAGCGAGTCTCATAGCACA

LIN28 Forward: TAAGCTGCACATGGAGGGCT 81
Reverse: GTCTCCCTTTGATCTGCGCT

2.7. Imunocitoquimica (ICC)

Para confirmar a expressdo de alguns genes de pluripoténcia a ICC foi

realizada. Foi feito o cultivo das células sobre laminulas de vidro. Estas células foram
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fixadas em paraformaldeido 4% por 15 minutos, sendo posteriormente lavadas trés
vezes em DPBS, permeabilizadas com Triton X 0,1% por 10 minutos e lavadas outras
trés vezes em DPBS. Em seguida, foram bloqueadas por uma hora em DPBS
contendo 5% de soro caprino. As laminas foram incubadas overnight sob refrigeracao
(4°C) nos anticorpos primarios para os marcadores de pluripoténcia: NANOG (1:150 -
ab80892), OCT4 (1:200 — ab19857), SOX2 (1:1000 - ab97959), REX1 (1:100 -
Millipore #MAB4316). Os controles negativos ndo foram expostos aos anticorpos
primarios e foram mantidos em DPBS com 5% de soro caprino. No dia seguinte as
laminas foram lavadas trés vezes em DPBS e incubadas por uma hora no anticorpo
secundério (Cy3 1:100 - Stemgent #09-0036), sendo posteriormente coradas com
DAPI (Life Technologies) para possibilitar a visualizagcdo do nucleo, sendo entéao

analisadas em microscopio confocal.

2.8. Andlise estatistica

A andlise de forma descritiva ou analise de variancia para comparar 0S grupos,
foram utilizadas quando apropriado. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando o Microsoft Excel. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.

3. RESULTADOS

3.1. Derivacéao das linhagens multipotentes

Para a viabilidade celular das amostras, mensurada utilizando o corante azul
de tripan, foram encontrados valores de 95% de células viaveis de chifre, 97,5% para
as amostras de pele e 98,4% para as amostras de gordura para células da primeira
passagem até o momento da criopreservacdo. O meio utilizado para a
criopreservacdo celular também se mostrou adequado, uma vez que apos O
descongelamento das amostras foi possivel obter adesao celular a superficie plastica
e crescimento de todos os tipos celulares. Apoés trés horas de digestdo enziméatica em
colagenase I, as células de chifre e pele aderiram normalmente a superficie plastica.
No caso da pele, o tempo para o inicio da adesao foi de cerca de 3 dias e para o chifre

foi de 2 dias.
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Para a gordura, as trés primeiras amostras coletadas também sofreram
digestdo enzimatica por 3 horas e apenas uma delas mostrou adesdo mais rapida,
com cerca de 4 dias, sendo que as demais iniciaram seu crescimento somente com
10 dias de cultivo, e por isso, estas ultimas foram descartadas. Para as outras duas
amostras obtidas, optou-se por alterar o protocolo de digestdo enzimatica da gordura
para 30 minutos, e assim, o inicio da adesao celular foi obtido com cerca de 6 dias. O
meio utilizado neste trabalho (DMEM) se mostrou adequado ao cultivo dos trés tipos
celulares propostos. A morfologia dos trés tipos celulares (chifre, pele e gordura) é

fusiforme e muito semelhante entre si.

3.2. Capacidade de diferenciacao

A diferenciacao das células de chifre, gordura e pele em adipécitos (Figura 2),

condrdcitos (Figura 3) e ostedcitos (Figura 4), pode ser verificada a seguir.
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Figura 2 — Fotomicrografia da diferenciacdo das
células de B. dichotomus em adipécitos a
partir de células do chifre (A), gordura (B) e
pele (C). Bar = 50 uM.

-Diferenciacdo adipogénica: A
diferenciacdo adipogénica se
mostrou possivel nos trés tipos de
tecido. Entretanto, visualmente é
possivel constatar que entre 0s
trés tecidos avaliados, o tecido
adiposo apresentou células com
goticulas lipidicas maiores e,
portanto, demostrou ser mais
responsivo a esse tipo de
diferenciacao. E importante
comentar o fato de que estes
tecidos falharam em se diferenciar
em adipécitos quando foi utilizado
o} StemPro® Adipogenesis
Differentiation Kit (Gibco™

#A10070-01).



-Diferenciacéo condrogénica: A
diferenciacdo condrogénica se mostrou
possivel nos trés tipos de tecido, sendo
detectadas matrizes ricas em
glucosaminoglicanos pelo azul de

toluidina.

Figura 3 - Fotomicrografia da diferenciacdo das
células de B. dichotomus em condrdcitos
a partir de células do chifre (A), gordura
(B) e pele (C). Bar = 100 uM.
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-Diferenciacéo osteogénica: A
diferenciacao osteogénica se
mostrou possivel nos trés tipos de
tecido, sendo detectada a deposicéo
de célcio na matriz extracelular

utilizando o Alizarin Red S.

A

Figura 4 — Fotomicrografia da diferenciagdo das
células de B. dichotomus em ostedcitos
a partir de células do chifre (A), gordura
(B) e pele (C). Bar =100 pM.
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3.3. Tempo de duplicacao da populagéo celular

O tempo de duplicagéo celular foi de 25,96 horas para os chifres, 32,24 horas
para a gordura e de 33,32 horas para a pele. A Figura 5 mostra os resultados da

regressao exponencial.
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Figura 5 — Curva exponencial de duplicacéo celular de (A) chifre, (B) gordura e (C) pele
de B. dichotomus.

3.4. RT-qPCR para genes marcadores de pluripoténcia

A Figura 7 mostra a expresséao dos transcritos para cada um dos tipos

celulares.
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Figura 7 — Expressado relativa dos genes de pluripoténcia nas células de B.
dichotomus. Linhas horizontais com asterisco correlacionam amostras
gue possuem diferenca estatisticamente significativa entre si (p<0,05).

3.5. Imunocitoquimica (ICC)

Chifre Gordura Pele
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo

Figura 8 — Fotomicrografia da ICC realizadas em chifre, gordura e pele de B.
dichotomus para os seguintes genes avaliados: Oct4, Sox2, Nanog e
Rex1.
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As analises de ICC confirmaram os resultados obtidos por RT-qPCR,

demonstrando que as células exibem marcadores de pluripoténcia (Figura 8).

4. DISCUSSAO

Para a escolha de células somaticas a serem utilizadas nas biotécnicas
reprodutivas, algumas das consideracdes importantes sao a facilidade de acesso ao
tecido, derivar e manter as linhagens in vitro, e ainda, a habilidade destas células em
se reprogramarem/diferenciarem (TAT et al., 2010). A obtencédo dos trés tipos de
tecido mostrou-se possivel. Muitos trabalhos relatam a facilidade em se obter gordura
subcuténea a partir da regido abdominal (LU et al., 2014), pesco¢co (MAMBELLI et al.,
2009) ou regido caudal (MAMBELLI et al.,, 2009; BRAVO et al., 2012) em outras
espécies. Entretanto, no caso do cervo-do-pantanal, ndo foi possivel obter gordura
destas regides, e apds necropsias detalhadas em alguns animais, foi observado o
acumulo de gordura subcutanea na parte medial da coxa e na &rea retroauricular,
abaixo da cartilagem. Optou-se neste estudo pela area retroauricular, uma vez que a
area medial da coxa possui importantes vasos sanguineos. Até onde se sabe, esse &
0 Unico trabalho que investigou a gordura obtida a partir dessa regido, o que é uma
guestao importante, uma vez que a localizacdo anatdmica original do tecido adiposo
pode influenciar tanto a taxa de proliferacdo quanto a capacidade de diferenciacéo
das células (PEPTAN; HONG; MAO, 2006; LEVI et al., 2010).

Quanto a derivacao das linhagens, o tempo de digestao na colagenase utilizado
foi menor para a gordura em relagcdo aos demais tecidos. Quando feito o uso de um
tempo prolongado (3 horas), algumas amostras tiveram crescimento lento e com
poucas células aderentes (dados ndo publicados). Outros trabalhos também utilizaram
a digestdo enzimatica da gordura pelo periodo de 30-60 minutos (MAMBELLI et al.,
2009; BRAVO et al., 2012; ARANA et al., 2013).

O DMEM foi o meio utilizado para o cultivo de fibroblastos de cervo-do-pantanal
e tem sido utilizado em muitas outras espécies de cervideos em nosso laboratorio,
mostrando-se adequado para o crescimento de outros tipos de tecido, como o chifre
e a gordura. Foi demonstrado por Seo et al. (2014) que para o cultivo de chifre, o
meio DMEM mostrou proliferagéo celular mais vigorosa em comparac¢éo aos demais
meios testados (EMEM, D-Media e DMEM/F-12). Seo et al. (2014) também relatam
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que embora os trabalhos com cultivo de células do chifre utilizem 10% de SFB, ndo
houve diferenca na curva de crescimento celular e na morfologia quando se utilizou
5% de SFB.

Células multipotentes em suas primeiras passagens, apresentam alta taxa de
proliferacao e grande potencial de diferenciagéo (YEW etal., 2011). As linhagens aqui
estudadas mostraram bom crescimento e baixo tempo de duplicacao celular, o que
sao fatores desejaveis. Em estudo realizado com células mesenquimais de equino,
(PESSOA, 2016) relatou que o tecido adiposo (retirado da cauda) tinha o tempo de
duplicacdo mais rapido em comparacao aos demais (18,2+4,5 horas), seguido pelos
fibroblastos (2742 horas) e por ultimo a medula éssea (61,315 horas). Foi possivel
constatar que este fator afetava diretamente a reprogramacédo das células em iPSC,
uma vez que as células com maior tempo de duplicacao celular (medula éssea) se
mostraram ineficientes na producao de coldnias, e aquelas que apresentavam menor
tempo de duplicacao (tecido adiposo) foram muito melhores em se reprogramar.

Os trés tipos celulares foram capazes de se diferenciar em adipdcitos,
condrécitos e ostedcitos, demonstrando a plasticidade destes tecidos. Devido a
memodria epigenética existente nos diferentes tipos de tecido, algumas células podem
ter maior potencial em se diferenciarem em certos tipos celulares em relacao a outras.
Isso foi claramente demonstrado pelas células de gordura que se diferenciaram em
adipécitos maturos. Devido a essa facilidade em se diferenciarem em adipécitos
maturos, foram realizados 12 dias para a diferenciacdo, tempo menor do que o
indicado na maioria dos protocolos (de 14 a 21 dias). Isso pode ter prejudicado a
visualizacéo da diferenciacdo de chifres e pele, mas foi importante reduzir o tempo de
exposicao ao meio de diferenciacdo a fim de evitar que as células provenientes da
gordura formassem gotas de lipidio muito grandes. Neste caso, haveria grandes
chances das células se destacarem e flutuarem no meio, o que inviabilizaria a analise.

Por outro lado, a gordura demonstrou maior dificuldade em se diferenciar em
condrécitos. Além da questdao da memdria epigenética que cada célula possui, o fato
das células de gordura mostrarem maiores dificuldades em responder a diferenciagéo
condrogénica pode estar relacionada ao meio celular utilizado para o plaqueamento.
A grande maioria dos meios de cultivo celular possui em sua formulacédo o vermelho

fenol, substancia utilizada como indicador de pH. Em células mesenquimais de
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humanos ha relatos demonstrando que o vermelho fenol inibe a diferenciacédo
condrogénica e afeta a osteogénica. A inibicdo da diferenciacdo condrogénica se da
pela diminuicdo da expressao de genes como 0 sox9, colageno tipo 2, aggrecan,
colageno tipo 10, bem como pela diminuicdo de proteoglicanos (LYSDAHL et al.,
2013).

Os genes associados a pluripoténcia sdo reconhecidamente expressos por
células embrionarias. No entanto, estes genes também se encontram presentes nas
células tronco-adultas (RIEKSTINA et al., 2009; BAER et al., 2010) e sao relacionados
com a manutencdo da autorenovacgao celular e a supressédo de genes associados a
diferenciacdo, mantendo as células com alta plasticidade (BOYER et al., 2005; TSAI
et al.,, 2012). Quando ha queda na expressao destes genes, isso pode resultar na
perda do potencial de diferenciacédo destas células (PARK; PATEL, 2010) e, assim, a
avaliagdo destes genes pode nos auxiliar a encontrar um tipo celular que seja mais
interessante em relac@o a outros devido sua possivel flexibilidade em diferenciar-se
em varios tipos celulares.

Todos os tipos celulares aqui estudados expressaram 0s genes de
pluripoténcia explorados por RT-qPCR (OCT4, Nanog, SOX2, LIN28 e REX1). Esses
genes, com excecdo do LIN28, foram também acessados pela ICC para confirmar a
sua expressdo. A expressao quantitativa dos transcritos demonstrou diferenca
significativa (P < 0,05) apenas para LIN28 e REX1. Para LIN28, a expressao foi maior
para a pele, seguida pela gordura e depois pelo chifre. JA para o0 REX1 houve
diferenca estatistica apenas entre a pele e a gordura, sendo mais expressa pela pele.

Apesar da expressdo de genes relacionados a pluripoténcia ser detectada em
uma variedade de tipos celulares em diversos estagios de diferenciacdo (LIEDTKE et
al., 2007) para genes como OCT4 e Nanog por exemplo, é importante ressaltar a
possibilidade de que a deteccdo possa ser parcialmente ou totalmente advinda de
transcritos de pseudogenes, que podem levar a artefatos na amplificacdo dos
produtos de RT-gPCR. Para OCT4 s&o conhecidos pelo menos 6 pseudogenes com
homologia variando entre 76 e 97%, sendo que quatro deles transcrevem mRNA
(BOOTH; HOLLAND, 2004; PAIN et al., 2005; SUO et al., 2005; CAUFFMAN et al.,
2006; KALTZ et al., 2008) e ainda uma isoforma com 96% de homologia (PAIN et al.,
2005; DE JONG; LOOIJENGA, 2006). Ja para Nanog e seus dez pseudogenes, ha
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homologia de mais de 90% para sete deles, sendo que NanogP8 compartilha de
99,5% de homologia. Apesar de alguns autores ressaltarem a importancia do design
preciso de primers especificos para a obtencdo de analises de PCR acuradas
(LIEDTKE et al., 2007), essa € uma tarefa complexa para espécies selvagens, nas
quais ha desconhecimento do genoma completo dos animais.

Igualmente, a similaridade entre os produtos de RNA resulta em proteinas com
diferencas minimas na sequéncia de aminoacidos, fazendo com que anticorpos
produzidos para ensaios de imunofluorecéncia ndo consigam distinguir entre o
produto desejado e aquele produzido por pseudogenes (AMBADY et al., 2010).

Embora a presenca desses pseudogenes seja incerta, argumentos que
indiguem que eles estédo ausentes, ou ainda o fato de que eles também possuem papel
importante na manutencdo da pluripoténcia, podem ser levantados. Apesar da alta
similaridade que h& entre Nanog e NanogP8, alguns estudos afirmam que a presenca
do Nanog verdadeiro esta presente em células de rapida diviséo celular (entre elas as
MSC, fibroblastos neonatais e ESC) e ja aquelas que tem divisao relativamente lenta
(como fibroblastos adultos, células do coracgéo, etc.) expressam tanto Nanog quanto
NanogP8 (AMBADY et al., 2010). Quanto ao Oct4, um estudo em camundongos
indicou que alguns desses pseudogenes podem mediar a funcéo regulatéria das
células tronco (LIN et al.,, 2007) e que sua variante Oct4B € um marcador de
pluripoténcia fortemente expresso em linhagens de células-tronco embrionarias,
apresentando significativa correlacdo com a expressdo de Nanog, e correlacdo
negativa com genes que sao expressos durante a diferenciacdo celular
(PAPAMICHOS et al., 2009).

Apesar da tentativa em caracterizar as células como mesenquimais (MSC), a
auséncia de anticorpos especificos para a espécie em questdo implica em grande
dificuldade para a sua caracterizacdo imunofenotipica. Os marcadores de superficie
tipicos de linhagens MSC como CD34, CD90, CD44 e CD45 (desenvolvidos para
caes) e ainda o CD105 (humano) e CD45 (rato) foram testados neste trabalho tanto
para a citometria de fluxo quanto para a ICC (dados nao publicados), porém, néao
funcionaram, possivelmente devido a inespecificidade para o cervo-do-pantanal.
Entretanto, as células aqui estudadas apresentam caracteristicas de MSC, tais quais

a adesdo em cultivo, morfologia fibroblastoide e plasticidade comprovada por sua
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capacidade de diferenciacéo in vitro. A literatura suporta a tese de que células de
gordura (BAER; GEIGER, 2012) e chifres (ROLF et al., 2008; HAORAN et al., 2010;
SEO et al., 2014) sédo consideradas como MSC em outras espécies. Quanto a pele,
existe extensa discussao cientifica a respeito de seu potencial e semelhanca com as
células MSC, compartilhando de tantas caracteristicas entre si que se tornam
indistinguiveis (YOUNG et al., 2001; HANIFFA et al., 2009). Entretanto, devido a falta
de marcadores que comprovassem que as células de cervo-do-pantanal sdo MSC,
preferiu-se manté-las cautelosamente com o status de células multipotentes.

Até onde se sabe, a Unica linhagem de MSC que foi explorada até o momento
em cervideos foi a dos chifres, sendo estudada em espécies como Cervus elaphus,
Dama dama e Cervus nippon (ROLF et al., 2008; HAORAN et al., 2010; SEO et al.,
2014). Os chifres sdo um modelo Unico de regeneracdo em mamiferos e sao utilizados
nos estudos de reducao da formacéao de cicatrizes, resisténcia a formacao de tumores
e abordagens terapéuticas para o estimulo da regeneracdo de membros e 6rgaos
(KIERDORF; KIERDORF, 2011). Entretanto, com excecdo da Rena (Rangifer
tarandus), somente machos possuem essas estruturas, o que impede a obtencao de
germoplasma dessa fonte em fémeas, fazendo da gordura e pele fontes mais
promissoras sob esse ponto de vista.

Os trabalhos realizados por outros grupos com a linhagem celular de chifres
corroboram com os resultados deste estudo, demostrando a habilidade de se
diferenciar em adipdcitos, condrécitos e ostedcitos (BERG et al., 2007; SEO et al.,
2014). Seo et al. (2014) puderam verificar por meio da ICC que ha expressdo de OCT4
e SOX2 e, ainda, conseguiram identificar a expressdo de c-MYC, outro marcador
relacionado a pluripoténcia. Entretanto, diferentemente dos resultados aqui
apresentados, estes autores ndo encontraram expressao de Nanog, o que pode
dever-se a inespecificidade dos anticorpos utilizados. Além dos marcadores de
pluripoténcia, células de chifre expressam os marcadores tipicos de MSC como
CD105, CD9 e Stro-1 e estdo ausentes marcadores como CD 45, CD31 e CD133
(ROLF et al., 2008; SEO et al., 2014).
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5. CONCLUSAO

Foi possivel obter linhagens de células-tronco adultas multipotentes em cervo-
do-pantanal. Pode-se dizer que o chifre, a pele e a gordura sao fontes promissoras
para auxiliar na construcao de bancos genémicos devido a sua plasticidade e alta taxa
de proliferagéo, bem como a facilidade em sua obtenc&o. A pele pode ser considerada
a fonte de maior facilidade de obtencédo, porém, € importante considerar que os tecidos
possuem memorias epigenéticas diferentes, o que interfere na facilidade de
diferenciacdo in vitro. Assim, seria interessante que Varios tipos de células sejam
armazenados na intencdo de que outros estudos desvendem qual dessas linhagens
€ mais propensa a diferenciacdo em células germinativas, ou ainda na reprogramacao
em iPSC.
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CAPITULO 3 - Tentativa de induc&o de pluripoténcia em células-tronco adultas

de cervo-do-pantanal

RESUMO — A criopreservacao de gametas e embrides é de extrema importancia para
a manutencao de diversidade genética em pequenas populacdes selvagens, porém
estes materiais sdo de dificil obtencdo. Estudos realizados com células-tronco
pluripotentes induzidas (iPSC) humanas e de camundongo mostraram-se capazes de
se diferenciar em células germinativas primordiais, espermatozoides e o00citos.
Estudos sobre iPSC em cervideos sao inéditos, logo, o enfoque neste trabalho foi
estabelecer protocolos para a obtencdo de linhagens iPSC estaveis por meio da
expressdo de fatores exodgenos (c-Myc, Kif4, Oct4 e Sox2) na espécie Blastocerus
dichotomus para produzir gametas viaveis no futuro. No primeiro experimento, a
tentativa de derivacdo de células iPSC a partir das linhagens celulares multipotentes
de chifre, gordura e pele, foi conduzida por meio de transfeccdo de plasmideos
transposons (PiggyBac) via nucleofeccéo. Ja o segundo experimento foi realizado por
meio de transfeccdo de plasmideos (PiggyBac) via lipofeccdo. No terceiro
experimento, fatores lentivirais (STEMCCA) foram transduzidos nas células de
interesse. Somente pelo método de nucleofeccdo foi possivel obter coldnias,
entretanto, apo0s selecionadas, as colonias ndo expandiram, impossibilitando a
formacéo de linhagens iPSC.

Palavras-chave: Células-tronco pluripotentes induzidas, lentivirus, lipofeccao,
nucleofeccao, PiggyBac.
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CHAPTER 3 - Attempt to induce pluripotency in adult stem cells of marsh deer
(Blastocerus dichotomus)

ABSTRACT - The cryopreservation of gametes and embryos is extremely important
for maintaining genetic diversity in small wild populations, but these materials are
difficult to obtain. Studies with induced pluripotent stem cells (iPSC) in human and
mouse proved to be able to differentiate into germ cells, sperm and oocytes. Studies
with iPSC in cervids are inedited; therefore, the aim of this study was to establish
protocols to obtain stable iPSC lines by means of gene transfection of exogenous
factors (c-Myc, Klf4, Oct4 e Sox2) in the species Blastocerus dichotomus to produce
viable gametes in the future. In the first experiment, the attempt of derivation of iPSC
from multipotent cell lines of antler, fat and skin was conducted using the system of
transposons (PiggyBac) by nucleofection. In the second experiment, the transposon
system (PiggyBac) was used by lipofection. The third experimen was conducted using
lentiviral method (STEMCCA) for transduce the cells. Only with nucleofection method
iPSC-like colonies were produced. However, no colonies continued growing after
cloning, making it impossible to obtain stable iPSC lines.

Keywords: induced pluripotent stem cells, lentivirus, lipofection, nucleofection,
PiggyBac.
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CAPITULO 3 - Tentativa de induc&o de pluripoténcia em células-tronco adultas

de cervo-do-pantanal
1. INTRODUCAO

O cervo-do-pantanal (B. dichotomus), uma espécie classificada como
vulneravel (VU) pela lista vermelha da IUCN (DUARTE et al., 2008), teve sua
distribuicdo geografica original drasticamente reduzida (aproximadamente 65% das
areas ocupadas foram perdidas em apenas quatro décadas) (WEBER; GONZALEZ,
2003). Para auxiliar a manutencao de diversidade genética dessas populacées a longo
prazo, 0os bancos gendmicos (sémen, odcitos, embrides, fibroblastos, etc) e as
biotécnicas de reproducéo assistida sédo ferramentas essenciais (WILDT, 1989; HOLT;
PICKARD, 1999). Entretanto, a obtencédo e criopreservacédo de gametas e embrides
em espécies selvagens e aplicacdo das biotécnicas reprodutivas é uma tarefa
complexa e de dificil execucéo.

A maior facilidade em se obter e congelar tecidos de animais selvagens torna
esta uma fonte de material biolégico muito promissora. Avangos recentes na
tecnologia de reprogramacao celular tém proporcionado abordagens alternativas,
onde células somatica sdo induzidas ao estado de pluripoténcia (iPSC) e sédo capazes
de recriar a meiose por completo, se diferenciando em gametas funcionais e
propiciando o nascimento de individuos férteis (HAYASHI et al., 2011, 2012; HIKABE
et al., 2016; ZHOU et al., 2016). Assim, a partir da obtencao de um unico fragmento
de tecido haveria possibilidade de uma producéao ilimitada de gametas, mesmo apos
a morte do animal. Ainda, facilitaria imensamente a obtencdo de material de
individuos, sejam eles pré-puberes ou senis, de cativeiro ou vida livre, sem que para
isso tenham que passar por varios procedimentos ou necessitassem do
desenvolvimento de protocolos hormonais ou de colheita especificos para a obtencéo
de gametas e embrifes. Por ultimo, as células somaticas sdo muito mais faceis de
serem criopreservadas em relacdo aos gametas e embrides, principalmente quando
em situagdes a campo.

Para gerar as iPSC, a eficiéncia da reprogramacao varia de acordo com o tipo
celular utilizado sendo, geralmente, menor quando séo usadas células terminalmente

diferenciadas e mais rapida e eficiente em células menos diferenciadas ou
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indiferenciadas. Assim, questdes como a eficiéncia de reprogramacao, a facilidade de
acesso ao tecido e a facilidade de manter as células in vitro sdo fatores chave para o
sucesso da técnica e merecem ser estudados.

No caso dos cervideos, existe a possibilidade singular de se trabalhar com
células-tronco de chifres. Chifres sdo substituidos periodicamente devido a
proliferacéo de células-tronco e se projetam a partir do osso frontal de veados machos,
com excecao das renas Rangifer tarandus onde ha ocorréncia de chifres em ambos
os sexos (KIERDORF; KIERDORF, 2011), o que restringe a obtencdo desse tipo de
material em fémeas de outras espécies. Em estudos prévios com Cervus elaphus e
Dama dama, foi possivel identificar que células do peridsteo do pediculo expressam
marcadores de células-tronco tais como CD9, OCT-4, Nanog e STRO-1 (ROLF et al.,
2008; LI; YANG; SHEPPARD, 2009). Entretanto, ndo ha relatos de criacdo de
linhagens de iPSC a partir dessa fonte de tecido.

As células-tronco derivadas de tecido adiposo sdo consideradas por alguns
autores como a fonte ideal de células sométicas para a obtencéo de iPSC devido a
sua rapida proliferacéo e o fato de gerar linhagens de iPSC de maneira mais eficiente
do que outros tipos de tecido (por exemplo, fibroblastos embrionérios e células-tronco
neurais adultas de camundongo (TAT et al., 2010). A pele é outra fonte interessante,
principalmente devido a sua facilidade de obtencéo, e assim como o tecido adiposo,
pode ser obtido de ambos 0s sexos.

As iIPSC ja foram derivadas a partir de células somaticas de muitas espécies
domeésticas e selvagens, mas nao ha relatos de células iPSC de quaisquer espécies
de cervideos. O desenvolvimento de iPSC visando sua diferenciagdo em gametas no
futuro seria importante para auxiliar na conservacao destes individuos. Os estudos
com B. dichotomus beneficiariam a prépria espécie e serviriam como modelo para a
obtencado de iPSC em outros cervideos, uma vez que um terco das espécies deste
taxon sdo classificadas como ameacadas ou se encontram sob risco de extingéo
(IUCN, 2015). Considerando as vantagens em se desenvolver as linhagens de iPSC
para cervideos, foi proposta a reprogramacao de células provenientes do chifre, tecido

adiposo e pele em iPSC para B. dichotomus.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencdo das biopsias

As biépsias foram obtidas de animais pertencentes ao Centro de Conservacgao
do Cervo do Pantanal (CCCP) de Promissao — SP, Brasil e Nucleo de Pesquisa e
Conservacao de Cervideos (NUPECCE) do Departamento de Zootecnia da FCAV -
UNESP, Jaboticabal — SP, Brasil. Para a obtencdo das amostras, os animais foram
anestesiados com a associacdo de 7,0 mg/Kg de cloridrato de quetamina (Vetaset® -
Fort Dodge - Brasil) e 1,0 mg/Kg de cloridrato de xilazina (Rompum® - Bayer - Brasil)
utilizando dardos disparados por arma anestésica (aplicacao IM).

As bibépsias de chifre foram obtidas de trés machos que durante o periodo
experimental apresentaram a troca de chifres e as amostras foram colhidas 45-60 dias
apos o inicio do crescimento dos chifres, sendo o tecido obtido da area 0,5 cm abaixo
do apice dos chifres. A pele foi obtida de duas fémeas e um macho da parte medial
da coxa e amostras do tecido adiposo foram obtidas de quatro fémeas a partir da
regido retroauricular, abaixo da cartilagem. A obtencéo de gordura deste local inédito
se deveu a impossibilidade de obtencdo do tecido a partir de regides de acesso facil
e seguro como préxima a regido caudal ou abdominal, comumente encontradas em

outras espécies.

2.2. Isolamento das células-tronco multipotentes

Apos a realizagdo das bidpsias, o material foi armazenado em criotubo com
solucdo McCoy’s (Sigma, M4892) e mantido sob refrigeracdo em isopor. Ao chegar
no laboratério, os tecidos foram lavados quatro vezes em PBS e foi realizado o
isolamento das células pela desagregacédo mecanica do tecido em pedacos com cerca
de 2mm utilizando lamina de bisturi, seguido de digestdo enzimatica com colagenase
| (200 U/ml — Sigma) a 37°C em estufa de CO2 a 5% por periodo de 3 horas para a
pele e chifre e de 30 a 60 minutos para gordura. Apos a digestdo enzimatica as células
foram plagueadas em meio de cultivo “Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential
medium” (DMEM) com altas taxas de glicose (4,5 g/l), glutamina (0,6 g/l), 1% de

aminodacidos essenciais, soro fetal bovino (SFB) na proporcéo de 50% v/v, 50 mg L
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de Sulfato de Gentamicina e 2 mg L de Anfotericina B). A troca de meio foi realizada
48 horas apés o plagueamento inicial para a remogéo de células ndo aderentes ao
frasco, e para a manutencdo do cultivo o meio foi trocado duas vezes por semana
(DMEM com altas taxas de glicose (4,5 g/l), glutamina (0,6 g/l), 1% de aminoacidos
essenciais, soro fetal bovino (SFB) na proporgéo de 10% v/v, 50 mg L de Sulfato de
Gentamicina e 2 mg L de Anfotericina B). Células da segunda ou terceira passagem
foram criopreservadas em meio composto de 80% de SFB, 10% de dimetilsulféxido
(DMSO), 10% de DMEM, 100 unidades/mL de penicilina e 100 yg/mL estreptomicina,
e criopreservadas pelo método de resfriamento lento (4 horas a 4°C; 30 minutos em
vapor de nitrogénio e posteriormente imersas em nitrogénio liquido) sendo mantidas
em nitrogénio liquido até o momento de realizar o experimento. Estas células foram
posteriormente descongeladas em banho-maria a 37°C e cultivadas, sendo utilizadas

nos experimentos células da quarta e quinta passagem.

2.3. Inducéo da pluripoténcia
2.3.1. Eletroporacéao pelo sistema PiggyBac em presenc¢a de células “feeder”

O protocolo de eletroporacgéao utilizado para derivacéo das iPSC foi semelhante
ao anteriormente utilizado para derivagao de iPSC equinas por NAGY et al. (2011).
Portanto, para gerar iPSC de Blastocerus dichotomus, usamos o sistema baseado em
transfeccbes com transposons PiggyBac. Os plasmideos PBCAG-rtTA (‘reverse
tetracycline transactivator”), pCyL43 PBase, PB-GFP e o PB-TET-MKOS (vetor
policistrénico excisavel com sequéncia de genes de murinos) doxiciclina induzido,
foram construidos conforme previamente descrito por Wang et al. (2008) e Nagy et al.
(2011).

As células foram transfectadas em cubas utilizando o equipamento
eletroporador Neon (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante. Para cada
eletroporacdo de 5x10% células, foi utilizada uma combinacdo de 1pg de DNA
composto por iguais proporc¢des dos quatro plasmideos (0,25 pg cada), em placas de
6 pocos. Essas placas foram previamente gelatinizadas (0,1% gelatina) e semeadas
com fibroblastos embrionarias de murino (MEF) inativados em mitomicina C por 3

horas, para servirem como “feeder” das células transfectadas.
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O meio onde as células foram depositadas ap0s a transfeccao foi composto por
DMEM (Invitrogen, 11960-044), 2mM glutamax (Invitrogen), 0,1mM -
mercaptoethanol, 0,1mM de aminoacidos nao essenciais, 1mM de piruvato de sodio,
50U/mL de penicilina/estreptomicina, 1000U/mL de LIF, 10ng/mL de bFGF, 5ug/mL
de insulina, 1,5ug/mL de doxiciclina, 3uM de inibidor de GSK (Stemgent #CHIR99021),
0,5M de inibidor de MEK (Stemgent #PD0325901), 2,5uM de inibidor de ALK/TGF
(Stemgent #A83-01), 1mM de tiazovivina e ainda continham 10% de SFB ou 15% de
substituto de soro Knockout (KOSR), dependendo do grupo testado. Também foram
testados dois programas de eletroporacgéo, sendo utilizados o protocolo 1 que consiste
em voltagem de pulso 1400, amplitude de pulso 20, nimero de pulsos 1, e o protocolo
2 que consiste em voltagem de pulso 1400, amplitude de pulso 30 e nimero de pulsos
2.

Uma vez que o plasmideo PB-GFP que transcreve a proteina fluorescente
verde (“green fluorescent protein” - GFP) foi utilizado, a quantidade de células que
integraram esses plasmideos pode ser monitorada, e assim pode ser avaliado o
protocolo de eletroporacdo para integracdo destes plasmideos pelas células. O
protocolo 1 foi utilizado anteriormente para a derivacdo de iPSC de equinos (Nagy et
al., 2011) enquanto que o protocolo 2 foi otimizado para as células em questéo, a partir
da realizacdo de testes com 0s 24 programas pré-existentes na maquina Neon e
transfectando as células somente com o plasmideo contendo GFP, para avaliar a taxa
de células transfectadas. Realizou-se a analise em quatro linhagens diferentes (2 de
chifre, 1 de gordura e 1 de pele), e correlacionou-se 0s parametros da maquina
(voltagem do pulso, amplitude de pulso e numero de pulsos) com o niumero de células
transfectadas, para obter um programa que melhor se adequasse a estas células.

Portanto, as células foram testadas segundo o0s seguintes grupos:

-Grupo usando o protocolo de eletroporacéo 1 em meio contendo SFB
-Grupo usando o protocolo de eletroporagdo 1 em meio contendo KOSR
-Grupo usando o protocolo de eletroporagéo 2 em meio contendo SFB

-Grupo usando o protocolo de eletroporagéo 2 em meio contendo KOSR
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2.3.2. Lipofeccéao pelo sistema PiggyBac na ausencia de células “feeder”

Para a metodologia de lipofeccdo foi utilizada a Lipofectamina® 3000.
Primeiramente semeamos 1x10° células viaveis por poco (placa de 6 pogos) em
placas cobertas por matrigel. No dia seguinte ao plaqueamento a Lipofectamina®
3000 foi diluida em duas diferentes concentracdes (3,75 e 7,5uL) em 125uL de meio
Opti-MEM. O master mix de DNA foi preparado, diluindo o DNA (1,25ug de cada um
dos plasmideos usados anteriormente - PB-TET-MKOS, PBCAG-rtTA, pCyL43 PBase
e PB-GFP (para monitorar a quantidade de células que integraram os plasmideos),
totalizando 5ug de DNA em 250uL de meio Opti-MEM, e adicionando 10pL do regente
p3000. Este DNA foi adicionado a Lipofectamina® 3000 diluida em Opti-MEM, sendo
incubado por 5 minutos em temperatura ambiente. Esse complexo DNA-lipidio foi
adicionado as células (250uL por poco). Apos 24 horas o meio foi trocado. O meio
utilizado para manutencdo das células foi o mesmo descrito anteriormente para
células que passaram por eletroporacdo e, portanto, 0s seguintes grupos foram
testados:

-Concentracédo de 3,75 pL de Lipofectamina® 3000 em meio contendo SFB

-Concentracéo de 3,75 pL de Lipofectamina® 3000 em meio contendo KOSR

-Concentracédo de 7,5 pL de Lipofectamina® 3000 em meio contendo SFB

-Concentracédo de 7,5 L de Lipofectamina® 3000 em meio contendo KOSR

2.3.3. Lentivirus pelo sistema STEMCCA em presenca de células “feeder”

A inducdo de reprogramacéo foi realizada conforme protocolo previamente
descrito por Bressan (2013), para linhagens celulares de bovinos. Para a producao
viral, foi utilizada a lipofec¢ao (Lipofectamina 3000, Life Technologies), em que células
293FT foram plaqueadas em placas de cultivo de 100mm na concentragdo de 5 x 108
células, de modo que apresentassem 90% de confluéncia no momento da
transfecgdo. Foram utilizados 12 pg dos vetores lentivirais policistrdnicos excisaveis
STEMCCA (fatores murinos ou humanos) 2 ug dos vetores auxiliares TAT, VER,
Hgpm2 e 2,4 ug de VSVG.

A lipofecgao das células foi realizada por 12 a 16 horas (“overnight”), e apds

este periodo o meio foi trocado. Depois de 24, 48 e 72h o meio foi coletado e filtrado
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para que fosse utilizado na transducédo (meio fresco). As células de cervo-do-pantanal
foram cultivadas (2 x 10° células por poco de placa de 6 pocos) e transduzidas pelo
mecanismo lentiviral com o vetor STEMCCA contendo os fatores OSKM humanos
(hOSKM) ou murinos (MOSKM) na presenca de 8ug/ml polibreno (brometo de
hexadimetrina, Sigma). Cinco a seis dias apo0s a transducdo, as células foram
repicadas enzimaticamente com Tryple (Life technologies) e 1,25 x 10 células foram
transferidas para placas de 6 pocos contendo MEFs mitoticamente inativados
(Mitomicina C- Sigma). As células foram mantidas em meio de cultivo composto por
DMEM/F12 (Invitrogen), 20% KOSR (Invitrogen), 2mM Glutamina (Invitrogen), 1%
aminoécidos ndo essenciais (Invitrogen), 0,055mM beta-mercaptoetanol (Invitrogen),
10ng/mL bFGF (Sigma) e antibiéticos, sendo trocado a cada dois dias. Portanto, os
seguintes grupos foram testados:

- Grupo contendo fatores STEMCCA humanos

- Grupo contendo fatores STEMCCA murinos

Uma das linhagens de pele aqui testada foi transduzida apenas com o gene
repOrter GFP, para avaliagdo da capacidade do método lentiviral em entregar o
material genético para o interior das células testadas. Apos 48 horas, as células foram
tripsinizadas com Tryple (Life technologies) e avaliadas por citometria de fluxo (BD
FACSAria™ Cell Sorters)

Em todas as metodologias aqui testadas (eletroporacao, lipofeccéo, lentivirus)
para a producdo das iPSC, as placas foram mantidas por, no minimo, 35 dias
aguardando o aparecimento de coldnias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As tentativas de inducédo a pluripoténcia pelo método de eletroporacdo nas
placas de seis pocos (5 transfectadas e um controle negativo) foram realizadas 12
vezes: cinco vezes no grupo de meio contendo SFB e utilizando protocolo 1 (trés
vezes em chifre, uma vez em gordura e uma vez em pele), trés vezes no grupo de
meio contendo SFB e utilizando protocolo 2 (duas vezes em chifre e uma em gordura),

uma vez no grupo de meio contendo KOSR e utilizando protocolo 1 (chifre) e trés
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vezes no grupo de meio contendo KOSR e utilizando protocolo 2 (duas vezes em
chifre e uma vez em gordura).

As tentativas de inducdo a pluripoténcia inicialmente foram realizadas com o
protocolo 1 da maquina Neon, conforme descrito para equinos (NAGY et al., 2011),
havendo cerca de 40% de células GFP positivas. Entretanto, devido a auséncia de
colénias que crescessem para formar linhagens, bem como ao menor nimero de
células transfectadas (GFP positivas) em comparacdo ao observado em equinos
(~90%), realizamos testes para otimizar a transfeccdo. Foi observada melhoria de
cerca de 20% na quantidade de células GFP positivas (cerca de 60%) quando o
programa de otimizagao foi utilizado.

Apos as tentativas com o protocolo 2 e, ainda sem o aparecimento de col6nias,
o SFB foi substituido por KOSR, uma vez que estudos tém demonstrado que ele
aumenta notavelmente a eficiéncia de indugéo a reprogramacao podendo, inclusive,
promover a conversao de iPSC parcialmente reprogramadas em completamente
reprogramadas (CHEN et al., 2012; ZHAO, 2014). Além disso, o SFB utilizado durante
0 estagio de reprogramacdo pode ter efeitos deletérios, como alteracdes nas
atividades da H3K9 metiltransferase e desmetilase, devido a presenca de fatores de
crescimento da familia BMP na sua composi¢cédo (CHEN et al., 2013). Ja o KOSR tem
componentes como a tiamina e vitamina C, que favorecem a reprogramagao.

A vitamina C ja foi amplamente estudada na reprogramacao de iPSC e possui
capacidade antioxidante (ESTEBAN et al., 2010), previne o silenciamento do locus
Dlk1-Dio3 (que normalmente ocorre com o uso do SFB) que compromete a habilidade
em gerar células inteiramente iPSC derivadas de células adultas (STADTFELD et al.,
2012), tem ligacdo com a demetilacéo ativa do DNA (CHUNG et al., 2010) e influencia
outros mecanismos epigenéticos (WANG et al., 2011a). Sua utilizacdo promoveu
melhoria na qualidade das iPSCs de camundongos com base no ensaio de
complementacao tetraploide e esta melhoria foi atribuida a reducéo nas aberracdes
de metilacdo do DNA (STADTFELD et al., 2012).

Apesar dos esforcos e modificacdes realizadas nos protocolos, ndo foram
obtidas linhagens de iPSC. Apds cerca de 20 dias, foi possivel verificar que algumas
colénias comegavam a aparecer nas placas (Figura 1), algumas de formato irregular

(Figura 1 B), sendo a maioria delas GFP positivas. Ap0s selecdo, as coldnias foram
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cortadas em quatro partes com lamina de bisturi e passadas para novas placas com
auxilio de ponteiras. Entretanto, apos a passagem nao foi observado crescimento
celular. E possivel que estas células tenham se reprogramado parcialmente, ou se
tornado refratarias a se reprogramarem por varios motivos que incluem a inabilidade
de passar pela transicdo mesenquimal para epitelial (MET), ativacdo aberrante de
genes associados a diferenciacdo e falha em manter a expressdo de genes de
pluripoténcia (POLO et al., 2012).

Figura 1 — Fotomicrografia ilustrando as colénias derivadas da linhagem de chifre
utilizando a técnica de eletroporacéo. (A) Col6nia irregular (aumento 100x)
(B) Coldnia regular (aumento 40x).

Vérios relatos corroboram que a fonte do tecido influencia a eficiéncia e
fidelidade da reprogramacado em células pluripotentes (AOI et al., 2008; MAHERALI et
al., 2008; MIURA et al., 2009; KIM et al., 2010). No entanto, independente da fonte de
tecido utilizada, nao foi possivel estabelecer linhagens iPSC de cervo-do-pantanal nas
condicdes testadas. O protocolo aqui utilizado de eletroporacéo € idéntico ao utilizado
por Nagy et al. (2011) para a derivagdo de iPSC equinas, entretanto, os referidos
autores tiveram sucesso na reprogramacao apenas quando utilizaram fibroblastos
fetais, uma vez que quando o mesmo protocolo foi aplicado em fibroblastos adultos,
ndo foi possivel produzir iPSC (L.C. Smith, comunicagdo pessoal). Todavia, a
obtencédo de fibroblastos fetais em cervo-do-pantanal é extremamente complexa e
uma estratégia ineficaz quando considera-se sua utilizacdo para a formacdo dos
bancos de germoplasma.

J& as tentativas via lipofeccéo foram realizadas uma vez em pele em um pogo

(placa 6 pocos) para cada um dos grupos. Apés 24 horas, foi verificado que
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praticamente ndo haviam células GFP positivas na placa, e apds cerca de 30 dias,
ndo havia qualquer formacéo de colbnias. Possivelmente o problema aqui se refere a
insercao dos plasmideos para o interior das células.

Para as tentativas com o vetor STEMCCA utilizando o método lentiviral, os
resultados obtidos pela citometria de fluxo para a observagdo do gene reporter GFP
corroboram com o anteriormente encontrado na eletroporacédo, havendo cerca de 50%
das células expressando a proteina (Figura 2). Nessa metodologia cada amostra
(duas de pele, uma de chifres e uma de gordura) foi testada em uma placa de seis
pocos, sendo que trés delas continham vetores STEMCCA humanos e trés continham
fatores murinos. Quando realizada em bovinos, esta metodologia resultou em boa
reprogramacao utilizando os fatores murinos com maior sucesso (BRESSAN, 2013),

enquanto que para equinos, os fatores humanos séo preferiveis (PESSOA, 2016).
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Entretanto, neste trabalho n&o foi possivel a observagdo de coldnias

independentemente do vetor utilizado.

Figura 2 - Resultados obtidos pela citometria de fluxo, indicando que 50,3% das
células expressavam o gene reporter GFP.

As barreiras em se obter as iPSC de cervideos eram esperadas, tendo em vista

gue para ungulados domésticos as dificuldades em se obter linhagens de células
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pluripotentes estdo bem descritas. O progresso na criacao de linhagens robustas de
ESC tem tido sucesso limitado (BREVINI et al., 2007; TALBOT; BLOMBERG, 2008).
Ja para as iIPSC, a maior parte dos estudos descreve problemas tais como falhas na
inativacdo da expressdo dos genes exdgenos apdés a reprogramacdao, falhas na
manutencdo das células por periodos prolongados, e ainda na caracterizagdo
completa dessas linhagens para atender todos os critérios de pluripoténcia,
especialmente os testes in vivo. Ao replicar as condi¢gdes de cultura utilizadas de forma
bem sucedidas para camundongos ou humanos, ndo se obteve 0 mesmo sucesso ha
producéo de iPSC de ungulados domésticos, sendo a identificacdo do conjunto de
fatores ideais para estas linhagens um dos maiores desafios (NANDAL; TELUGU,
2014).

Uma das grandes questdes a serem discutidas trata dos genes exdgenos
utilizados para a reprogramacgdo. As taxas aberrantes na metilagdo do DNA sé&o
maiores em células iPSC geradas pelos fatores de Yamanaka (c-Myc, Klf4, Oct4 e
Sox2 - MKOS) em comparacao as celulas obtidas por transferéncia nuclear (MA et al.,
2014), o que sugere que os fatores MKOS isoladamente ndo séo suficientes para
inducdo da reprogramacédo. A geracgdo de iPSCs de maneira eficiente e fidedigna as
ESC poderia ser conseguida pela utilizacdo de fatores de expressdo adicionais ou
alternativos. Wang et al. (2011b) demonstraram rapida reprogramacao de fibroblastos
murinos e humanos utilizando os fatores MKOS em conjunto com dois receptores
nucleares de hormdnios: Rarc e Lrhl. Com isso, eles encurtaram um processo de
reprogramacao que costuma levar de 3 a 4 semanas para 4 a 5 dias. Ao utilizar os
fatores MKOS por meio do sistema PiggyBac em adipécitos maturos de murino, Nie
et al. (2015) verificaram auséncia de formacédo de col6nias. Entretanto, apos utilizar
0s mesmo seis fatores descritos por (WANG et al., 2011b), as colbnias comecaram a
surgir a partir do 16° dia, sendo que 86% delas puderam ser expandidas e formaram
linhagens. Os fatores adicionais Lrhl e Rarc séo reguladores do aumento da
expressdo de Oct4 e Nanog, alterando a cinética de reprogramacédo e melhorando a
eficiéncia da reprogramacéo completa.

Ainda, em experimentos com bovinos (SUMER et al., 2011), leopardo das
neves - Panthera uncia (VERMA et al., 2012), tigre de bengala - Panthera tigris, serval

- Leptailurus serval e onga pintada - Panthera onca (VERMA et al., 2013), os fatores
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de Yamanaka néo foram suficientes para induzir a pluripoténcia, sendo necesséria a
adicao de Nanog ao coquetel de indugéo retroviral. Assim como verificado em nosso
experimento, os trabalhos anteriormente mencionados observaram a formacéao de
colénias quando se utilizaram apenas os fatores MKOS, no entanto, nao foi possivel
manté-las em cultivo quando eram realizadas novas passagens. Apos a inclusédo de
Nanog, foram produzidas colbnias grandes e circulares que puderam ser expandidas
por muitas passagens e deram origem a linhagens de IPSC, provando sua
pluripoténcia in vitro e em alguns testes in vivo.

Em outro experimento realizado em bovinos, Talluri et al. (2015) utilizaram o
método PiggyBac para fibroblastos fetais e ndo obtiveram linhagens de iPSC quando
utilizaram apenas os fatores de MKOS, sendo necessaria a adi¢cdo tanto de NANOG
guanto de Lin28 para reprogramar as células. West et al. (2010) também utilizaram
este coquetel de fatores para produzirem iPSC em suinos e, interessantemente, as
linhagens foram capazes de contribuir na producédo de proles quiméricas. Entretanto,
a necessidade da adicdo ou modificacdo dos fatores exdgenos na reprogramacao das
células ndo pode ser identificado com um fator isolado, em vista de que esta
necessidade varia de acordo com o tipo de tecido utilizado, método de reprogramacao,
composigcdo do meio de cultivo, e muitos outros fatores. A exemplo, podemos citar o
trabalho realizado por Kawaguchi et al. (2015) utilizando o sistema PiggyBac para
células adiposas em bovinos, que criaram linhagens tao estaveis que possibilitaram
contribuicdo na massa celular interna de blastocistos hospedeiros e fetos quiméricos
sem a necessidade de Nanog exdgeno.

Entretanto, quando utilizados fibroblastos embrionérios transfectados sobre as
mesmas condicfes, as colbnias que apareceram ndo deram origem a nenhuma
linhagem estavel o suficiente para ser mantida. Outra questdo muito peculiar € o fato
de que parece haver mais eficiéncia na reprogramacédo quando sao utilizados dois
vetores, um contendo OKS e um segundo contendo apenas c-MYC, ao invés de um
Unico vetor policistronico MKOS (TSUKIYAMA; YASUHIDE, 2014). Neste mesmo
experimento realizado em bovinos por Kawaguchi et al. (2015) foi reportado que a
utilizagdo de um unico vetor MKOS néao resultou no aparecimento de colbnias das
células adiposas, enquanto que os vetores OKS + c-Myc geraram linhagens com

eficiéncia de cerca de 0,01%. Portanto, muitos detalhnes comp&em um cenario para
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que haja a producédo de linhagens estaveis e fidedignas e a grande quantidade de
estudos realizados neste campo tem auxiliado a compreensdo de como tornar

possivel a reprogramacao em espécies de cervideos.

4. CONCLUSAO

N&o foi possivel obter linhagens de iPSC a partir de células multipotentes de B.
dichotomus, independentemente da fonte de material utilizada (chifre, gordura, pele),
componente usado no meio (SFB ou KOSR), vetores (transposon ou lentiviral) ou do
meétodo de entrega do material genético (eletroporacéo, lipofeccéo, lentiviral). Outras
metodologias e principalmente outros fatores de transcricdo exdégenos devem ser
testados visando a obtencdo de iPSC em cervideos. Entretanto, ja se nota uma
barreira adicional para a reprogramacdo nesta espécie devido a resisténcia em
conseguir a entrada dos vetores nas células, observada por meio da expresséo do

gene reporter GFP.

5. REFERENCIAS

AOI, T.; YAE, K.; NAKAGAWA, M.; ICHISAKA, T.; OKITA, K.; TAKAHASHI, K.; CHIBA,
T.; YAMANAKA, S. Generation of Pluripotent Stem Cells from Adult Mouse Liver and
Stomach Cells. Science, v. 321, n. 5889, p. 699-702, 2008.

BRESSAN, F. F. Geracao de células pluripotentes através da inducao génica e
transferéncia de nucleo: modelo bovino de aquisicdo de pluripoténcia. 2013. 113
f. ,Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos — Universidade de Séo Paulo,
2013.

BREVINI, T. A. L.; ANTONINI, S.; CILLO, F.; CRESTAN, M.; GANDOLFI, F. Porcine
embryonic stem cells: Facts, challenges and hopes. Theriogenology, v. 68, p. 206—
213, 2007.

CHEN, J.; LIU, H.; LIU, J.; QI, J.; WEI, B.; YANG, J.; LIANG, H.; CHEN, Y.; CHEN, J.;
WU, Y.; GUO, L.; ZHU, J.; ZHAO, X.; PENG, T.; ZHANG, Y.; CHEN, S.; LI, X.; LI, D;
WANG, T.; PEI, D. H3K9 methylation is a barrier during somatic cell reprogramming



70

into iPSCs. Nature Genetics, v. 45, n. 1, p. 34-42, 2013.

CHEN, Y. S.; PELEKANOGS, R. A.; ELLIS, R. L.; HORNE, R.; WOLVETANG, E. J,;
FISK, N. M. Small Molecule Mesengenic Induction of Human Induced Pluripotent Stem
Cells to Generate Mesenchymal Stem/Stromal Cells. Stem Cells Translational
Medicine, v. 1, n. 2, p. 83-95, 2012.

CHUNG, T.-L.; BRENA, R. M.; KOLLE, G.; GRIMMOND, S. M.; BERMAN, B. P.;
LAIRD, P. W.; PERA, M. F.; WOLVETANG, E. J. Vitamin C Promotes Widespread Yet
Specific DNA Demethylation of the Epigenome in Human Embryonic Stem Cells. Stem
Cells, v. 28, n. 10, p. 1848-1855, 2010.

DUARTE, J. M. B.; VARELA, D.; PIOVEZAN, U.; BECCACECI, M. D.; GARCIA, J. E.
Blastocerus dichotomus - The IUCN Red List of Threatened Species. . Acesso
em: 1 out. 2015.

ESTEBAN, M. A.; WANG, T.; QIN, B.; YANG, J.; QIN, D.; CAl, J.; LI, W.; WENG, Z;
CHEN, J.; NI, S.; CHEN, K.; LI, Y.; LIU, X.; XU, J.; ZHANG, S.; LI, F.; HE, W.; LABUDA,
K.; SONG, Y.; PETERBAUER, A.; WOLBANK, S.; REDL, H.; ZHONG, M.; CAI, D.;
ZENG, L.; PEI, D. Vitamin C Enhances the Generation of Mouse and Human Induced
Pluripotent Stem Cells. Cell Stem Cell, v. 6, n. 1, p. 71-79, 2010.

HAYASHI, K.; OGUSHI, S.; KURIMOTO, K.; SHIMAMOTO, S.; OHTA, H.; SAITOU,
M. Offspring from Oocytes Derived from in Vitro Primordial Germ Cell-like Cells in Mice.
Science, v. 338, n. 6109, p. 971-975, 2012.

HAYASH]I, K.; OHTA, H.; KURIMOTO, K.; ARAMAKI, S.; SAITOU, M. Reconstitution
of the Mouse Germ Cell Specification Pathway in Culture by Pluripotent Stem Cells.
Cell, v. 146, n. 4, p. 519-532, 2011.

HIKABE, O.; HAMAZAKI, N.; NAGAMATSU, G.; OBATA, Y.; HIRAO, Y.; HAMADA, N.;
SHIMAMOTO, S.; IMAMURA, T.; NAKASHIMA, K.; SAITOU, M.; HAYASHI, K.
Reconstitution in vitro of the entire cycle of the mouse female germ line. Nature, v.
539, n. 7628, p. 299-303, 2016.

HOLT, W. V; PICKARD, A. R. Role of reproductive technologies and genetic resource

banks in animal conservation. Reviews of Reproduction, v. 4, p. 143-150, 1999.

IUCN. The International Union for Conservation of Nature Red List of Threatened



71

Species. Version 2015-4. . Acesso em: 1 jan. 2016.

KAWAGUCHI, T.; TSUKIYAMA, T.; KIMURA, K.; MATSUYAMA, S.; MINAMI, N.;
YAMADA, M.; IMAI, H. Generation of Naive Bovine Induced Pluripotent Stem Cells
Using PiggyBac Transposition of Doxycycline-Inducible Transcription Factors. PLOS
ONE, v. 10, n. 8, p. e0135403, 2015.

KIERDORF, U.; KIERDORF, H. Deer Antlers — A Model of Mammalian Appendage
Regeneration: An Extensive Review. Gerontology, v. 57, n. 1, p. 53-65, 2011.

KIM, K.; DOI, A.; WEN, B.; NG, K.; ZHAO, R.; CAHAN, P.; KIM, J.; ARYEE, M. J.; JI,
H.; EHRLICH, L. I. R.; YABUUCHI, A.; TAKEUCHI, A.; CUNNIFF, K. C,;
HONGGUANG, H.; MCKINNEY-FREEMAN, S.; NAVEIRAS, O.; YOON, T. J,;
IRIZARRY, R. A.; JUNG, N.; SEITA, J.; HANNA, J.; MURAKAMI, P.; JAENISCH, R.;
WEISSLEDER, R.; ORKIN, S. H.; WEISSMAN, I. L.; FEINBERG, A. P.; DALEY, G. Q.
Epigenetic memory in induced pluripotent stem cells. Nature, v. 467, n. 7313, p. 285—
290, 2010.

LI, C.; YANG, F.; SHEPPARD, A. Adult Stem Cells and Mammalian Epimorphic
Regeneration-Insights from Studying Annual Renewal of Deer Antlers. Current Stem
Cell Research & Therapy, v. 4, n. 3, p. 237-251, 20009.

MA, H.; MOREY, R.; O'NEIL, R. C.; HE, Y.; DAUGHTRY, B.; SCHULTZ, M. D
HARIHARAN, M.; NERY, J. R.; CASTANON, R.; SABATINI, K.; THIAGARAJAN, R.
D.; TACHIBANA, M.; KANG, E.; TIPPNER-HEDGES, R.; AHMED, R.; GUTIERREZ,
N. M.; VAN DYKEN, C.; POLAT, A.; SUGAWARA, A.; SPARMAN, M.; GOKHALE, S,;
AMATO, P.; PWOLF, D.; ECKER, J. R.; LAURENT, L. C.; MITALIPOV, S.
Abnormalities in human pluripotent cells due to reprogramming mechanisms. Nature,
v. 511, n. 7508, p. 177-183, 2014.

MAHERALI, N.; AHFELDT, T.; RIGAMONTI, A.; UTIKAL, J.; COWAN, C,;
HOCHEDLINGER, K. A High-Efficiency System for the Generation and Study of
Human Induced Pluripotent Stem Cells. Cell Stem Cell, v. 3, n. 3, p. 340-345, 2008.

MIURA, K.; OKADA, Y.; AOI, T.; OKADA, A.; TAKAHASHI, K.; OKITA, K,
NAKAGAWA, M.; KOYANAGI, M.; TANABE, K.; OHNUKI, M.; OGAWA, D.; IKEDA,
E.; OKANO, H.; YAMANAKA, S. Variation in the safety of induced pluripotent stem cell



72

lines. Nature Biotechnology, v. 27, n. 8, p. 743-745, 2009.

NAGY, K.; SUNG, H.-K.; ZHANG, P.; LAFLAMME, S.; VINCENT, P.; AGHA-
MOHAMMADI, S.; WOLTJEN, K.; MONETTI, C.; MICHAEL, |. P.; SMITH, L. C.; NAGY,
A. Induced Pluripotent Stem Cell Lines Derived from Equine Fibroblasts. Stem Cell
Reviews and Reports, v. 7, n. 3, p. 693-702, 2011.

NANDAL, A.; TELUGU, B. P. V. L. Large animal induced pluripotent stem cells as

models of human diseases. [s.l.] Springer, 2014.

NIE, T.; DENG, W.; GAO, X.; SUN, W.; HUI, X.; SONG, H.; QIN, D.; XU, A; LI, P.; LIU,
P.; LAl L.; WU, D. Reprogramming mature terminally differentiated adipocytes to
induced pluripotent stem cells. Science Bulletin, v. 60, n. 20, p. 1752-1758, 2015.

PESSOA, L. V. F. Estudo do potencial de pluripoténcia de células-tronco equinas
derivadas de tecido adulto e corddo umbilical submetidas a reprogramacao
induzida geneticamente (células ips). 2016. Tese (Doutorado) - Universidade de
Sao Paulo. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Pirassununga, 2016.

POLO, J. M.; ANDERSSEN, E.; WALSH, R. M.; SCHWARZ, B. A.; NEFZGER, C. M,;
LIM, S. M.; BORKENT, M.; APOSTOLOU, E.; ALAEI, S.; CLOUTIER, J.; BAR-NUR,
O.; CHELOUFI, S.; STADTFELD, M.; FIGUEROA, M. E.; ROBINTON, D.; NATESAN,
S.; MELNICK, A.; ZHU, J.; RAMASWAMY, S.; HOCHEDLINGER, K. A Molecular
Roadmap of Reprogramming Somatic Cells into iPS Cells. Cell, v. 151, n. 7, p. 1617—
1632, 2012.

ROLF, H. J.; KIERDORF, U.; KIERDORF, H.; SCHULZ, J.; SEYMOUR, N
SCHLIEPHAKE, H.; NAPP, J.; NIEBERT, S.; WOLFEL, H.; WIESE, K. G. Localization
and Characterization of STRO-1+ Cells in the Deer Pedicle and Regenerating Antler.
PL0oS ONE, v. 3, n. 4, p. e2064, 2008.

STADTFELD, M.; APOSTOLOU, E.; FERRARI, F.; CHOI, J.; WALSH, R. M.; CHEN,
T.; OOIl, S. S. K.; KIM, S. Y.; BESTOR, T. H.; SHIODA, T.; PARK, P. J,;
HOCHEDLINGER, K. Ascorbic acid prevents loss of Dlk1-Dio3 imprinting and
facilitates generation of all-iPS cell mice from terminally differentiated B cells. Nature
Genetics, v. 44, n. 4, p. 398-405, 2012.

SUMER, H.; LIU, J.; MALAVER-ORTEGA, L. F.; LIM, M. L.; KHODADADI, K.; VERMA,



73

P. J. NANOG is a key factor for induction of pluripotency in bovine adult fibroblasts.
Journal of Animal Science, v. 89, n. 9, p. 2708-2716, 2011.

TALBOT, N. C.; BLOMBERG, L. A. The Pursuit of ES Cell Lines of Domesticated
Ungulates. Stem Cell Reviews, v. 4, n. 3, p. 235-254, 2008.

TALLURI, T. R.; KUMAR, D.; GLAGE, S.; GARRELS, W.; IVICS, Z.; DEBOWSKI, K.;
BEHR, R.; NIEMANN, H.; KUES, W. A. Derivation and Characterization of Bovine
Induced Pluripotent Stem Cells by Transposon-Mediated Reprogramming. Cellular
Reprogramming, v. 17, n. 2, p. 131-140, 2015.

TAT, P. A.; SUMER, H.; JONES, K. L.; UPTON, K.; VERMA, P. J. The Efficient
Generation of Induced Pluripotent Stem (iPS) Cells From Adult Mouse Adipose Tissue-
Derived and Neural Stem Cells. Cell Transplantation, v. 19, n. 5, p. 525-536, 2010.

TSUKIYAMA, T.; YASUHIDE, O. A Modified EpiSC Culture Condition Containing a
GSKa3 Inhibitor Can Support Germline-Competent Pluripotency in Mice. PLoS ONE, v.
9, n. 4, p. e95329, 2014.

VERMA, R.; HOLLAND, M. K.; TEMPLE-SMITH, P.; VERMA, P. J. Inducing
pluripotency in somatic cells from the snow leopard (Panthera uncia), an endangered
felid. Theriogenology, v. 77, n. 1, p. 220-228, 2012.

VERMA, R.; LIU, J.; HOLLAND, M. K.; TEMPLE-SMITH, P.; WILLIAMSON, M.;
VERMA, P. J. Nanog Is an Essential Factor for Induction of Pluripotency in Somatic

Cells from Endangered Felids. BioResearch Open Access, V. 2,n. 1, p. 72-76, 2013.

WANG, T.; CHEN, K.; ZENG, X.; YANG, J.; WU, Y.; SHI, X.; QIN, B.; ZENG, L.;
ESTEBAN, M. A.; PAN, G.; PEI, D. The Histone Demethylases Jhdmla/lb Enhance
Somatic Cell Reprogramming in a Vitamin-C-Dependent Manner. Cell Stem Cell, v. 9,
n. 6, p. 575-587, 2011a.

WANG, W.; YANG, J,; LIU, H.; LU, D.; CHEN, X.; ZENONOQOS, Z.; CAMPOS, L. S;
RAD, R.; GUO, G.; ZHANG, S.; BRADLEY, A.; LIU, P. Rapid and efficient
reprogramming of somatic cells to induced pluripotent stem cells by retinoic acid
receptor gamma and liver receptor homolog 1. Proceedings of the National
Academy of Sciences, v. 108, n. 45, p. 18283-18288, 2011b.

WEBER, M.; GONZALEZ, S. Latin American deer diversity and conservation: A review



74

of status and distribution. Ecoscience, v. 10, n. 4, p. 443-454, 2003.

WEST, F. D.; TERLOUW, S. L.; KWON, D. J.; MUMAW, J. L.; DHARA, S. K
HASNEEN, K.; DOBRINSKY, J. R.; STICE, S. L. Porcine Induced Pluripotent Stem
Cells Produce Chimeric Offspring. Stem Cells and Development, v. 19, n. 8, p. 1211
1220, 2010.

WILDT, D. E. Strategies for the practical application of reproductive technologies to

endangered species. Zoo Biology, v. 8, n. S1, p. 17-20, 1989.

ZHAO, X. Establishment of Highly Efficient Somatic Cell Reprogramming System to
Generate iIPSC Lines. In: Studies of Pluripotency in Embryonic Stem Cells and
Induced Pluripotent Stem Cells. [s.l.] Springer, 2014. p. 41-52.

ZHOU, Q.; WANG, M.; YUAN, Y.; WANG, X.; FU, R.; WAN, H.; XIE, M.; LIU, M.; GUO,
X.; ZHENG, Y.; FENG, G.; SHI, Q.; ZHAO, X.-Y.; SHA, J.; ZHOU, Q. Complete Meiosis
from Embryonic Stem Cell-Derived Germ Cells In Vitro. Cell Stem Cell, v. 18, n. 3, p.
330-340, 2016.



75

CAPITULO 4 - Uso de células multipotentes de cervo-do-pantanal para induzir a
diferenciacdo em células semelhantes as germinativas

primordiais — dados preliminares

RESUMO - O cervo-do-pantanal € uma espécie que se encontra sob risco de
extincdo. A criopreservacdo de gametas e embrides € de extrema importancia para a
manutencdo de diversidade genética em pequenas populagcbes selvagens, porém
estes materiais sdo de dificil obtencdo. As células-tronco adultas sdo de facil
obtencdo, e devido a sua plasticidade sdo o6timas candidatas para realizar a
diferenciacdo em outros tipos celulares. No experimento 1, foram conduzidos testes
para diferenciar células-tronco adultas de chifre, gordura e pele em células
semelhantes as germinativas primordiais (PGCLSs) utilizando a metodologia conforme
anteriormente descrita para células pluripotentes. No experimento 2, por meio da
adicao de acido retinoico (RA), BMP4 ou ambos em sistemas de cultivo em adesao
ou suspensao, procuramos identificar os fatores que favorecem a diferenciacéo destas
células-tronco adultas em PGCLs. As células responderam a estimulos morfologicos,
adquirindo formato semelhante ao das células germinativas primordiais verdadeiras,
e no experimento 1 foi verificado aumento na expressdo de genes relacionados a
células germinativas para células obtidas de gordura e pele.

Palavras-chave: acido retinoico, Blastocerus dichotomus, BMP4, cervideos, cultivo
em suspensao
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CHAPTER 4 - Use of multipotent stem cells of marsh deer to induce
differentiation into primordial germ cell-like cells (PGCLs) —

preliminary data

ABSTRACT — The marsh deer is a species at risk of extinction. The cryopreservation
of gametes and embryos is extremely important for the maintenance of genetic
diversity in small wild populations, but these materials are difficult to obtain. Adult stem
cells are easy to obtain, and due to their plasticity are great candidates to perform the
differentiation into other cell types. In experiment 1, tests were conducted to
differentiate adult stem cells of antler, fat and skin into PGCLs using the previously
described methodology for pluripotent stem cells. In Experiment 2, by adding retinoic
acid (RA), bone morphogenic protein-4 (BMP4) or both in adherent or suspension
culture systems, we sought to identify the factors that favor the differentiation of these
adult stem cells into PGCLs. The cells responded to morphogenic stimuli, acquiring
cell forms similar to the true primordial germ cells. Moreover, an increase in the
expression of genes related to germ cell for cells were obtained from fat and skin in
experiment 1.

Keywords: Blastocerus dichotomus, BMP4, retinoic acid, suspension culture.
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CAPITULO 4 - Uso de células multipotentes de cervo-do-pantanal para induzir a
diferenciacdo em células semelhantes as germinativas primordiais — dados

preliminares

1. INTRODUCAO

O cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus) tém sofrido pressdes sobre seu
habitat, o que provoca segregac¢ao entre populagdes, diminuicdo de troca génica e de
diversidade genética, aumento da endogamia e, consequentemente, maior risco de
extincdo (DUARTE, 2005). Esta é uma espécie classificada como vulneravel (VU) pela
lista vermelha da IUCN (DUARTE et al., 2008). A preservacéao da diversidade genética
€ um dos pilares para a conservacdo de espécies ameacadas, e uma das formas de
manté-la € por meio da criacdo de populacdes em cativeiro. A propagacao dos
individuos em cativeiro € complexa e demanda conhecimento e recursos. Para um
manejo genético correto, muitas vezes se faz necessaria a transferéncia de individuos
entre instituicdes, visando o acasalamento que retenha o maximo de variabilidade
genética da populacdo manejada. Entretanto, o transporte de individuos é bastante
oneroso e também perigoso, podendo levar os animais a graves injarias.

A fim de minimizar estes efeitos, a constru¢cdo dos bancos de germoplasma
(esperma, odcitos, embrides, fibroblastos, etc.) e as biotecnologias de reproducéo
assistida sao ferramentas interessantes (WILDT, 1989; HOLT; PICKARD, 1999).
Entretanto, a obtencédo de gametas e embrides para compor estes bancos envolvem
o desenvolvimento de protocolos hormonais e de colheita especificos, e que
necessitam da contencdo quimica dos animais sucessivas vezes. Devido a falta de
conhecimento basico da fisiologia reprodutiva, a colheita de material destes individuos
muitas vezes resulta em falha ou baixa obtencdo. A aplicacdo de tecnologias que
possibilitem propagar individuos a partir de materiais obtidos da forma menos invasiva
possivel e formem bancos de germoplasma representativos da diversidade genética
da populacéo, ou seja, com contribuicdo de material genético de muitos individuos, &
bastante interessante para espécies ameacadas.

Devido a facilidade na obtencgéo e criopreservacéo de tecidos e células, estas

fontes de material biol6gico sdo consideradas muito promissoras. Além disso,
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diferentemente do que ocorre utilizando-se células hapléides, com as células diploides
€ possivel gue todos os alelos do individuo sejam retidos, maximizando a manutencao
da diversidade genética. As células-tronco multipotentes podem ser obtidas a partir
de tecidos de individuos adultos, sendo adquiridas de forma simples e minimamente
invasiva. Possuem caracteristicas interessantes, tais como a elevada taxa de
proliferacdo e potencial para se diferenciar em vérios tipos de tecidos (YEW et al.,
2011). Estudos tem mostrado que estas células sédo capazes de se diferenciarem nao
s6 em linhagens da mesoderme, mas também da ectoderme e endoderme (HUANG
et al., 2010; ANTONUCCI et al., 2011; MAMIDI et al., 2011; DING et al., 2015).

Desta maneira, alguns trabalhos exploraram a capacidade das células
multipotentes em se diferenciarem diretamente em células semelhantes as
germinativas (NAYERNIA et al., 2006; HUA et al., 2009, 2011; HUANG et al., 2010;
MAKOOLATI; MOVAHEDIN; FOROUZANDEH-MOGHADAM, 2011; MAZAHERI et
al., 2011; SHIRAZI et al., 2012; HOSSEINZADEH SHIRZEILY et al., 2013; JOUNI et
al., 2014; LI et al., 2014) ou ainda células semelhantes a odcitos (DANNER et al.,
2006; SONG et al., 2011; QIU et al., 2013; YU et al., 2014). Ainda, alguns desses
estudos realizaram o transplante das células semelhantes as germinativas para o
testiculo de receptores, possibilitando a colonizacdo dos tubulos seminiferos por estas
células em ovinos (GHASEMZADEH-HASANKOLAEI; ESLAMINEJAD; SEDIGHI-
GILANI, 2016) e até mesmo produzindo espermatogdnias em camundongos
(NAYERNIA et al., 2006). Para realizar essa diferenciacédo, a maioria destes trabalhos
utilizaram acido retindico (RA), proteina morfogénica de osso 4 (“bone morphogenic
protein 4” - BMP4) ou TGFbl e, dentre as linhagens testadas para a diferenciacéo,
encontram-se células provenientes da gordura, medula éssea, pele, tecido ovariano,
pulmao, figado, corddo umbilical e pancreas.

Comparado ao cultivo convencional das células mesenquimais (MSC) que é
realizado pela monocamada de células aderidas, o cultivo de células em suspenséao
tridimensional oferece um nicho celular que € considerado mais parecido ao
microambiente in vivo (MARX, 2013). Estudos prévios demonstraram que o cultivo de
MSC em suspensao formam agregados celulares que auxiliam as células a manter
sua plasticidade e leva a sua diferenciagcdo a um estado mais primitivo. Isso confere

as células aumento na expressao dos marcadores de pluripoténcia, bem como
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aumenta o potencial de diferenciagédo destas células (ALIMPERTI et al., 2014; GUO
et al., 2014; MURPHY; FANG; LEACH, 2014; LI et al., 2015; ZHANG et al., 2015).
Assim, seria interessante avaliar se o cultivo em suspensdo poderia auxiliar na
diferenciacdo de células-tronco multipotentes em células semelhantes as
germinativas primordiais (PGCLs), quando comparado ao uso do cultivo em
aderéncia.

Outra questdo importante € que, uma vez que foi determinada a alta
plasticidade destas células-tronco adultas, seria interessante testar metodologias que
foram anteriormente descritas para diferenciarem células pluripotentes (células-tronco
embrionérias e de pluripoténcia induzida) em PGCLs. Nestes trabalhos foi possivel
gerar PGCLs que ap0s serem transplantadas para receptores, completaram a meiose
in vivo, e possibilitaram o nascimento de individuos saudaveis (HAYASHI et al., 2011,
2012), ou ainda gerar individuos saudaveis ap0s etapas adicionais em cultivo que
permitiram realizar a meiose e diferenciacao inteiramente in vitro (HIKABE et al., 2016;
ZHOU et al., 2016).

Assim, o objetivo deste trabalho foi procurar identificar fatores que favorecam a
diferenciacdo de células multipotentes de cervo-do-pantanal em células semelhantes
as germinativas primordiais (PGCLs) e desenvolver técnicas eficientes para sua
producao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo das biopsias

As biépsias foram obtidas de animais pertencentes ao Centro de Conservacgao
do Cervo-do-Pantanal (CCCP) de Promissdao — SP, Brasil e Nucleo de Pesquisa e
Conservacao de Cervideos (NUPECCE) do Departamento de Zootecnia da FCAV -
UNESP, Jaboticabal — SP, Brasil. Para a obtencdo das amostras, os animais foram
anestesiados pela via intramuscular com a associagao de 7,0 mg/Kg de cloridrato de
guetamina (Vetaset® - Fort Dodge - Brasil) e 1 mg/Kg de cloridrato de xilazina
(Rompum® - Bayer - Brasil) aplicados por dardos disparados por arma anestésica.

A biopsia de chifre foi obtida de trés machos que durante o periodo

experimental apresentaram a troca de chifres, sendo colhida da area 0,5 cm abaixo



80

do topo dos chifres apds cerca de 45-60 dias do inicio de seu crescimento. A pele foi
obtida de dois animais (1 macho e 1 fémea) da parte interna da coxa, e as amostras
do tecido adiposo foram obtida de duas fémeas da regiao lateral a orelha, abaixo da
cartilagem. A obtencéo de gordura deste local inédito se deveu a impossibilidade de
obtencdo do tecido a partir de outras regides de acesso facil e seguro como, por
exemplo, proximo a regido caudal ou abdominal, comumente encontradas em outras

espécies.

2.2. Isolamento das células-tronco multipotentes

Apols a realizagdo das bidpsias, o material foi armazenado em criotubo
contendo solugdo McCoy’s (Sigma, M4892) e mantido sob refrigeracdo em isopor. Ao
chegar no laboratorio, os tecidos foram lavados quatro vezes em PBS, e foi realizado
o isolamento das células pela desagregacédo mecanica do tecido em pedacos de cerca
de 2 mm utilizando lamina de bisturi, seguido de digestdo enzimética com colagenase
| (200 U/ml — Sigma) a 37°C por um periodo de 3 horas para a pele e chifre e de 30
minutos para gordura. Apos a digestdo enzimatica as células foram centrifugadas por
5 min a 200 G, foi retirado todo o sobrenadante e adicionado 10 mL de meio de cultivo
completo (Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM) com altas
taxas de glicose (4,5 g/l), glutamina (0,6 g/l), 1% de aminoacidos essenciais, soro fetal
bovino (SFB) na proporcédo de 10% v/v, 50 mg L* de Sulfato de Gentamicina e 2 mg
L - de Anfotericina B). A amostra foi novamente centrifugada por 5 min a 200 G, e o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspenso em 5 mL de meio de cultivo
completo contendo 50% de SFB.

2.3. Cultivo de células-tronco multipotentes

Para selecionar células multipotentes foi utilizado o método de adeséo celular.
As amostras foram acondicionadas em garrafas de cultivo (25 cm? de area de
superficie) e mantidas em estufa a 5% de CO2 a 37°C. A troca de meio foi realizada
48 horas apo6s o plagueamento inicial para a remocao de células ndo aderentes ao
frasco e para a manutencéo do cultivo, o meio foi trocado duas vezes por semana

utilizando o meio de cultivo completo com 10% de SFB. As garrafas de cultivo foram
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subcultivadas até alcancarem cerca de 80% de confluéncia, sendo entdo destacadas
utilizando 0,25% tripsina/EDTA. As células (segunda ou terceira passagem) foram
criopreservadas em meio composto de 80% de SFB, 10% de dimetilsulféxido (DMSO),
10% de DMEM, 100 unidades/ml de penicilina e 100 pg/ml estreptomicina, e
criopreservadas pelo método de resfriamento lento (4 horas a 4°C; 30 minutos em
vapor de nitrogénio e posteriormente imersas em nitrogénio liquido) sendo mantidas
em nitrogénio liquido até o momento de realizar os experimentos. Estas células foram
descongeladas em banho-maria a 37°C e cultivadas, sendo utilizadas células da

quarta e quinta passagem nos experimentos a seguir.

2.4. Experimento 1

Para este experimento foram utilizadas uma linhagem de células do chifre, uma
de células de gordura e duas de células da pele. O protocolo de diferenciacdo de
células multipotentes em células similares a células germinativas primordiais (PGCLS)
foi realizado em etapas, seguindo o protocolo inicialmente proposto para células
pluripotentes por Hayashi et al. (2011) e Hayashi, Saitou e Yamanaka (2012).
Primeiramente, as células multipotentes passaram por uma pré-inducéo a um estado

similar ao de epiblasto (EpiLCs) e num segundo passo, diferenciadas em PGCLs.

2.4.1. Inducéo das células multipotentes em EpiLCs

Foi realizado o plaqueamento de 1x10° células em uma placa de fibronectina
(16,7ug/ml) em meio de cultivo N2B27 suplementado com activina A (20 ng/ml), fator
de crescimento de fibroblastos (bFGF -12ng/ml) e substituto de soro knockout (KOSR

- 1%), sendo o meio trocado uma vez por dia por dois dias.

2.4.2. Inducéo das EpiLCs em PGCLs em sistema de cultivo em suspenséo

As EpiLCs da fase anterior foram destacadas das placas utilizando Tryple
(Gibco, Life Technologies), e foram induzidas ao estado de PGCLs utilizando o cultivo
em suspensdo em placas Agreewell 400 (Stem Cell Technologies), especificas para

a geracdo de corpos embrioides e esferas neuronais. Estas células foram mantidas
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em meio de cultivo composto por GMEM suplementado com 15% KOSR, 0,1mM
NEAA, 1mM de piruvato de sodio, 0,1mM 2-mercaptoetanol, 2mM L-glutamina e 1%
penicilina-estreptomicina na presenca das citocinas BMP4 (500ng/ml), SCF (100
ng/ml), BMP8b (500ng/ml) e EGF (50ng/ml) por 4 dias.

Apés este periodo, as PGCLs foram coletadas e metade delas foi fixada em
paraformaldeido 4% durante 15 minutos, sendo mantidos sob refrigeracédo (4°C) em
PBS para posteriormente realizar a imunocitoquimica, e a outra metade foi lavada em
PBS e coletadas para serem mantidas a -80°C até o momento da extracdo de RNA

das amostras.

2.4.3. Imunofluorescéncia

Para analise das supostas PGCLs foram testados os anticorpos DDX4
(ab13840) e DAZL (Sc27333). Com o auxilio de um estereomicroscopio as PGCLs
foram transferidas para um poc¢o contendo solugcédo de lavagem (PBS, Tween 0,1%,
BSA 0,01%) por 10 minutos sendo, em seguida, permeabilizadas (PBS e Triton X 1%)
por 10 minutos. Foram novamente lavadas para entdo serem incubadas em solucéo
de bloqueio (PBS e BSA 10%) por 1 hora. Apds este periodo, foram lavadas e
submetidas a incubagdo com o anticorpo primario na diluicdo de 1:100 “overnight” a
4°C.

O anticorpo secundario (AlexaFluor 488 anti-rabbit (a11034) ou anti-goat
(A11078)) foi incubado na concentragdo de 1:1000 por 2 horas em temperatura
ambiente sob protecéo da luz. Na sequéncia, mais uma lavagem foi realizada, e o
corante Hoescht para visualiza¢ao nuclear foi adicionado na concentracéo de 1:1000
e incubado por 5 minutos em temperatura ambiente. As PGCLs foram transferidas
para solucdo de PBS e analisadas por microscopia de fluorescéncia. Foram também
produzidos controles negativos onde as PGCLs foram incubadas nos anticorpos

secundarios, mas nao nos primarios.

2.4.4. Extracdo de RNA total e RT-gPCR

O RNA das PGCLs e de suas linhagens controle (células de chifre, gordura e

pele que ndo passaram pelo tratamento) foi extraido utilizando o kit RNeasy Mini Kit
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(Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante, e tratado com DNase | (Qiagen) e
RNase OUT (Qiagen). O cDNA foi produzido utilizando o kit High Capacity cDNA RT
(AppliedBiosystems), e uma amostra sem cDNA para cada um dos genes estudados
foi utilizada como controle negativo. As analises de RT-gPCR foram realizadas
utilizando Power SYBR Green (AppliedBiosystems) e os genes HPRT e RPL13 foram
utilizados como “housekeeping”. Os primers utilizados para este trabalho foram
desenhados especificamente para cervo-do-pantanal. Para isso, sequencias
disponiveis no NCBI de outras espécies dos genes de interesse foram alinhadas e por
homologia entre espécies, primers foram elaborados e testados em amostras de DNA
de cervo-do-pantanal por PCR. O produto obtido foi corrido em gel de agarose 1% e
as bandas do gel foram individualizadas, digeridas e purificadas, sendo entédo
sequenciadas. Os produtos de sequenciamento foram inseridos no Blast (NCBI) para
confirmacgédo de que se tratavam do gene de interesse. Uma vez determinada a
sequéncia do gene de interesse, elas foram clonadas, sequenciadas e alinhadas. A
partir das sequencias obtidas foram construidos os primers especificos para nossa

espécie com auxilio do programa Oligo6 (Tabela 1).

Tabela 1 - Primers utilizados para analise de RT-gPCR.

Gene Primer Hibridizacao

Forward: GGGCTTCAGCCTGGAGGAGC 60°C
RPLLS Reverse: CTTGGAGCGGTATTCCTTGAGC

Forward: CCAGTCAACAGGCGAGATAAA 60°C
HPRT Reverse: CTTCGAGGGGTCCTTTTCACC

Forward: GTCCGAGTGTGGTTCTGCAAC 60°C
Octa Reverse: GGCGCCAGAGGAGAGGATACG

Forward: ATCTCTGCTCACTCAACACCGTT 60°C
Stella Reverse: TCTCAACCCTAGTATCAAGTTGCC

Forward: ATATGTGGCAGATCCTCTCGGAG 60°C
Stras Reverse: GGGATAGGACCCCATGAGGC

Forward: GAGCAAGCTCTTGGAGATTTCC 60°C
Daxa Reverse: CTCCAAGCATCCCCAAACT
Fragilis Forward: CTGCGATGACCAACCACAT 60°C

Reverse: CCCTAGACTTCACGGAGCG
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2.5. Experimento 2

Para este experimento o intuito foi verificar influéncia dos tipos de cultivo
(adesdo ou suspensdo) e a acao das substancias BMP4 e RA sob as células

multipotentes e sua possivel diferenciacdo em PGCLs.

2.5.1. Grupos de tratamento para a diferenciacdo de células multipotentes

Células das passagens 4-5 foram utilizadas. Para o tratamento de células em
adesdo cerca de 1x10° células viaveis foram utilizadas para cada grupo e depositadas
em garrafas de 75 cm?. Para as células do tratamento em suspensédo utilizamos a
técnica de “hanging drop”, e foram utilizadas 2,5x10° células por grupo, sendo elas
distribuidas em 15 gotas de 25ul/gota em placas de 60mm.

O meio controle corresponde ao que € usualmente utilizado para o cultivo de
células aderentes (DMEM, 10% SFB, 50U/mL pen/strep). Ja o meio base € composto
por DMEM com altas taxas de glicose (#12800-017 Gibco), 15% KOSR (Gibco),
0,fmM B-mercaptoethanol, 0,1mM aminoacidos ndo-essenciais, 1mM piruvato de
sédio, 50U/ml penicilina/streptomicina. Os demais grupos sdo compostos pelo meio
base em adicdo ao RA, BMP4 ou ambos. Estes cinco meios foram testados tanto nas
células aderentes quanto do sistema de cultivo em suspensdo, como descrito na
Tabela 2.

Tabela 2 — Grupos de tratamento a que foram submetidas as células multipotentes de
cervo-do-pantanal

Grupo Tipo de cultivo Meio
Controle Ade Adeséo DMEM, 10% SFB, 50U/mL Pen/Strep
MB Ade Adesao Meio Base*
RA Ade Adeséo Meio Base* e 10°M RA
BMP4 Ade Adeséo Meio Base* e 12,5 ng de BMP4
RA+BMP4 Ade Adesao Meio Base* 10°M RA e 12,5 ng de BMP4
Controle S Suspenséao DMEM (#), 10% SFB, 100x Anti-anti
MB S Suspenséao Meio Base*
RAS Suspensao Meio Base* e 10°M RA
BMP4 S Suspenséao Meio Base* e 12,5 ng de BMP4

RA+BMP4 S Suspenséao Meio Base* 10°M RA e 12,5 ng de BMP4
*Meio base: DMEM com altas taxas de glicose (#12800-017 Gibco), 15% KOSR (Gibco), 0,1mM B-
mercaptoethanol, 0,1mM NEAA, 1mM piruvato de sédio, 50U/ml penicilina/streptomicina.
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O tratamento foi realizado por 7 dias, sendo que no 3° e no 5° dia o meio foi
trocado. No caso do sistema por adesé&o, no 5° dia foram adicionados mais 3 mL de
meio ao invés de realizar a troca, uma vez que parte das células comecaram a se
destacar das garrafas em alguns dos grupos de cultivo. Apés o tratamento, foi utilizado
o Tryple (Gibco) para destacar as células das garrafas no caso das células em adeséo
e para tentar desagregar as esferas formadas no caso das células em suspenséo,
utilizando o vortex em conjunto. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS,
centrifugadas e congeladas em nitrogénio liquido (-196°C), sendo mantidas até o

momento da extragdo de RNA.

2.5.2. RT-qPCR para genes marcadores de células germinativas

Para as células em adesdo o RNA foi extraido utilizando o RNeasy Mini Kit
(Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante, e tratado com DNase | (Qiagen) e
RNase OUT (Qiagen). Entretanto, para as células em suspensdo nao foi possivel
realizar a extracdo. Inicialmente tentou-se o mesmo protocolo utilizado para as células
em adesdo, utilizando o RNeasy Mini Kit e, posteriormente, outro protocolo descrito a
seguir: foi adicionado a cada uma das amostras o mix contendo 900 pL de trizol, 10
UL de acrilamida e 90 uL de agua MiliQ por 5 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente 200 pL de cloroféormio foram adicionados e deixados por 3 minutos.

As amostras foram centrifugadas (12000 G por 15 minutos & 4°C) e a parte
aguosa contendo o RNA foi passada para um novo tubo. Foram acrescentados 500
UL de élcool isopropilico 100% (4°C), aguardando por 10 minutos em temperatura
ambiente e, posteriormente, incubando por 2 horas a -80°C. Ap0Os esse periodo as
amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e centrifugadas (12000 G
por 10 min & 4°C). O sobrenadante foi removido, deixando o pellet contendo RNA. Foi
acrescentando a ele 1mL de etanol 75%, homogeneizando a amostra com 0 vortex
sendo, posteriormente, centrifugado (7500 G por 5 minutos & 4°C). O sobrenadante
foi retirado e aguardou-se a evaporagdo de todo alcool. O RNA foi ressuspenso em

20 L de agua livre de RNase, e incubado a 55-60°C por 10 minutos.
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3. RESULTADOS
3.1. Experimento 1

3.1.1. Morfologia

Foi possivel a obtencdo de PGCLs para os trés tipos de tecido de cervo-do-
pantanal por meio da técnica testada (Figura 1). Morfologicamente, as PGCLs obtidas
das linhagens de gordura e pele foram mais estruturadas em relagdo as obtidas a
partir dos chifres, onde foi notado que houve uma parte das células aderidas a placa.
O chifre também foi a linhagem onde as PGCLs foram, em geral, visualmente

menores, € para gordura encontramos as maiores estruturas.

Gordura

Figura 1 — Fotomicrografia das linhagens celulares de cervo-do-pantanal apdés
diferenciacdo em PGCLs. A esquerda as PGCLs encontram-se nas placas
de cultivo 3D e a direita sdo vistas apds sua retirada.
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3.1.2. Imunocitoquimica

As PGCLs foram fortemente marcadas para a proteina de Ddx4 para os trés
tipos celulares testados. Ja para Dazl, somente uma das duas linhagens de pele

testadas obteve fraca marcagéo nas bordas (Figura 2).

Ddx4 Dazl

Chifre

Gordura

Pele

Figura 2 — Fotomicrografia da imunocitoquimica realizada para as proteinas de Ddx4
e Dazl nas PGCLs de linhagens multipotentes de cervo-do-pantanal.
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3.1.3. RT-gPCR para expresséo de marcadores de células germinativas

Houve a identificacdo da expressao de alguns genes relacionados as células

germinativas nas amostras controle (Figura 3). Apés diferenciacdo em PGCLs, a

maioria das linhagens obteve aumento na expressao destes genes. O chifre foi o tipo

celular que apresentou pior desempenho, tendo um aumento apenas para o gene

Stella, havendo queda ou auséncia de expresséo para todos os demais transcritos

testados. Células provenientes da gordura mostraram altos niveis de transcricao para

Fragilis e Stella em comparacdo aos demais grupos. Ja as ceélulas de pele,

apresentaram melhores niveis de expressdo para os transcritos Ddx4 e Stra8 em
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Figura 3 — Andlise da expressdo génica por RT-gPCR para genes relacionados a
células germinativas realizado no grupo controle e nas células

diferenciadas em PGCLs.
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3.2. Experimento 2

3.2.1. Morfologia

Interessantemente, as células multipotentes de cervo-do-pantanal tém
potencial para formar estruturas semelhantes a PGCLs sem a necessidade de realizar
0 cultivo em suspensdo. As células do cultivo em aderéncia do meio controle
continuaram até o fim do tratamento com a morfologia padrédo da linhagem celular
original, ou seja, fusiforme e aderente. Ja as células dos demais grupos tiveram uma
tendéncia a se agruparem (Figura 4) sendo que muitas delas formaram estruturas
ovais que se destacaram da placa. A morfologia dessas células agregadas se alterou
completamente, e de fusiformes e aderentes, tornaram-se redondas e com pequena
proporcao entre nucleo e citoplasma, morfologia esta compartilhada também pelas
células germinativas verdadeiras.

Certamente, para o cultivo em aderéncia o chifre foi a linhagem que menos
modificou sua morfologia (Figura 5). Apesar da agregacdo e modificacdo da
morfologia de algumas células, a maioria delas permaneceu aderente e fusiforme nos
grupos testados. Ja para pele e gordura, grandes alteracdes foram notadas, e ao final
do tratamento (7 dias) a maioria das células jA se encontrava agregada de forma
semelhante a PGCLs. Notou-se que 0s grupos que continham RA na composi¢ao do
meio foram mais resistentes a formacédo dessas estruturas. Nas placas de pele foram
notados maior numero PGCLs, enquanto que nas de gordura, visualmente, foram
encontrados os maiores agregados (Figura 6).

No caso do cultivo em suspenséao, todos os grupos formaram P (Figura 7) e ndo
foram notadas diferencas morfologicas entre os tipos celulares ou entre os diferentes

tratamentos utilizados.
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Figura 4 — Fotomicrografia das células em diferenciacéo: (A) As células comecaram a
se agregare alterar a sua morfologia (seta vermelha); (B) Agregado de
células, podemos ver algumas células (setas amarelas) isoladas e que tem
morfologia semelhante a de células germinativas.
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Chifres Gordura Pele

MB Ade

RA Ade

BMP4 Ade

RA + BMP4 Ade

Figura 5 — Fotomicrografia das linhagens celulares apés tratamento em diferentes
meios de cultivo. Podemos observar grande variagdo na morfologia das
células de acordo com a linhagem celular ou grupo de tratamento.
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&

Figura 6 — Fotomicrografia comparando PGCLs formadas pelas linhagens de (A)
chifres, (B) gordura e (C) pele do grupo BMP4 Ade.

]

Figura 7 — Fotomicrografia comparando PGCLs formados pelas linhagens de (A)
chifres, (B) gordura e (C) pele nos grupos de cultivo em suspenséo.

4. DISCUSSAO

De forma semelhante ao que foi obtido a partir de iPSC nos experimentos de
Hayashi et al. (2011) e Hayashi, Saitou e Yamanaka (2012) para camundongos, bem
como o que foi obtido para bovinos por Bressan (2013) Bressan (2016, comunicacéo
pessoal), as células multipotentes do experimento 1 puderam formar PGCLs e
assemelham-se as PGCLs obtidas nos demais trabalhos. Morfologicamente, os
corpos embribdides obtidos das linhagens de gordura e pele foram mais estruturados
em relacdo ao obtidos a partir dos chifres, onde ainda houve aderéncia a placa. A
imunocitoquimica demonstrou que estas PGCLs expressam Ddx4, porém, a
expressao de Dazl foi fracamente identificada em apenas uma das duas linhagens de
pele testadas. Seria interessante avaliar a transcricdo de Dazl por RT-gPCR, a fim de



93

verificar se h& auséncia de transcritos, e assim descartar qualquer problema
relacionado a técnica de imunocitoquimica.

Quanto aos transcritos avaliados por RT-gPCR, foi possivel identificar sua
expressao nas células multipotentes néo tratadas (grupo controle). Outros trabalhos
relatam a presenca destes marcadores em células MSC sem qualquer tratamento. Na
medula éssea, por exemplo, Oct4, Fragilis, Stella, Ddx4, c-kit e Piwil2 j& foram
identificados em humanos (DRUSENHEIMER et al.,, 2007) e estes mesmos
marcadores em conjunto ao Stra 8 foram relatados em ratos (GHASEMZADEH-
HASANKOLAEI; ESLAMINEJAD; SEDIGHI-GILANI, 2016). Este ultimo trabalho,
verificou a presenga de Piwil2 em diversos tecidos, e demostrou que intestino, pulméo
e rim tinham niveis de expressdo que nao diferiam dos encontrados no ovarios e
testiculo, e ainda, que 6rgados como cérebro, rins e musculo também expressam este
gene. JA em ovinos, foram identificados que OCT4, VASA, ITGbl e PIWIL2 eram
altamente expressos nas células de medula 6ssea (GHASEMZADEH-HASANKOLAEI
et al., 2014).

Dentre os genes aqui avaliados, Fragilis é expresso in vivo nas PGGs pré-
migratérias e migratorias e parece desempenhar funcédo na adesao celular entre as
PGCs (DE FELICI et al., 2004; SAGA, 2008), formando um cluster de células distintas
durante a gastrulacdo. A expressao de Stella é iniciada no momento em que o0 gene
Fragilis estd altamente regulado nas PGCs, sendo expresso também em células
migratorias. Foi possivel observar em nosso trabalho que a expressdo de Fragilis e
Stella seguem um mesmo padrao, corroborando com o que esta descrito na literatura.
Oct4, um gene sabidamente ligado na manutencao da pluripoténcia, também possui
funcdo importante nas linhagens de células germinativas, e sua expressao é
temporariamente silenciada no inicio da préfase | (SAGA, 2008). O DDX4 (também
conhecido como Vasa) € expresso em PGCs migratorias tardias e também esta
presente em células germinativas gonadais de fetos, bem como adultas masculina e
feminina, sendo mais abundantemente expressa em espermatécitos e ovocitos
maduros (NOCE, OKAMOTO-ITO; TSUNEKAWA, 2001). Ja o Stra8, tem funcdo na
regulacdo do inicio da meiose, tanto na espermatogénese quanto na oogénese
(ANDERSON et al., 2008).
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Uma vez que os niveis de Fragilis e Stella se encontram elevados no tipo celular
proveniente da gordura, podemos supor que estas PGCLs se diferenciaram até o
estadio que seria correspondente aos iniciais da diferenciacéo (células pré-migratorias
e migratoérias). As células de pele parecem estar em um estadio mais avancado da
diferenciacdo das PGCLs, uma vez que tem maior expressao de DDX4 e Stra8, o que
corresponderia a células migratorias tardias e inicio da entrada das células na meiose.
Ainda que as células de chifre apresentassem valores de expressédo semelhantes aos
demais tipos celulares no grupo controle, apos a diferenciacéo, elas responderam mal
ao tratamento e, com excec¢do do gene Stella, todos os demais transcritos tiveram
diminuicdo na sua expressédo. Portanto, células de gordura e pele séo tipos celulares
gue merecem nossa atencdo em experimentos futuros.

Ha necessidade de que sejam realizadas ao menos triplicatas de cada um dos
tipos de tecidos aqui estudadas para que 0 experimento seja estatisticamente mais
robusto e, portanto, estes sdo resultados preliminares. Futuramente mais repeticoes
serdo realizadas para complementar este estudo e confirmar sua repetibilidade.

No experimento 2, submetemos as células a 10 diferentes grupos de cultivo
para tentar identificar quais condi¢bes eram favoraveis a diferenciacdo em PGCLs.
Para tanto, fatores comumente utilizados para diferenciacdo de MSC em PGCLs
foram utilizados (RA e BMP4), e os sistemas de cultivo de adeséo e suspenséao foram
testados.

Devido as dificuldades encontradas para a extracdo de RNA das células que
permaneceram no cultivo em suspensdo, ndo foram realizadas até o momento as
andlises de RT-gPCR para avaliar os transcritos do experimento 2. A observacao
apenas da morfologia ndo nos permite tirar grandes conclusées. Porém, € possivel
identificar que existe certa resisténcia para que as células da linhagem de chifre
sofram alteragcbes morfologicas e assumam a forma semelhante a das células
germinativas primordiais verdadeiras, como ocorreu para pele e gordura. Estas células
sdo tipicamente caracterizadas por morfologia arredondada e pequena proporgcao
entre nucleo e citoplasma (KEE et al., 2009). Apds o segundo dia de tratamento, as
células dos grupos de adesao do meio base e BMP4 ja formavam agregados e a partir
do quarto dia era possivel identificar estruturas que se destacavam das garrafas de

cultivo. Os grupos gque continham RA (RA Ade e RA + BMP4 Ade) também formavam
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agregados a partir do segundo dia de cultivo, porém, a formacdo, bem como
descolamento desses agregados das garrafas, se deu de forma mais lenta. Para o
grupo das células cultivas em sistema em suspensdo por hanging drop, as PGCLs
foram observadas ja no segundo dia de cultivo e ndo foram notadas diferencas
morfoldgicas significativas entre os grupos.

Experimentos realizados em células de medula 6ssea de ovinos mostraram
aumento nos niveis de Ddx4 e ITG bl e diminuicdo na expressédo de Oct4 e Piwil2
apos realizarem cultivo destas células na presenca do RA em relacéo as células nao
tratadas. Este trabalho relata que apds o tratamento com RA houve alteracao
morfolégica das células, formando longas cadeias celulares (GHASEMZADEH-
HASANKOLAEI et al., 2014) que ndo se assemelham a morfologia das células de
cervo-do-pantanal tratadas com RA. Este mesmo grupo de pesquisa submeteu,
posteriormente, as células de medula 6ssea de ovinos ao tratamento com BMP4,
BMP8 e TGFbl e, interessantemente, nenhuma alteracdo morfolégica foi observada
nos grupos tratados com BMP4 ou BMP8. J& no grupo tratado com TGFb1, as células
se tornaram arredondadas e formaram aglomerados celulares muito semelhantes aos
encontrados nos grupos do nosso experimento para células tratadas com o meio base
ou com adicao de RA, BMP4 ou ambos (GHASEMZADEH-HASANKOLAEI; SEDIGHI-
GILANI; ESLAMINEJAD, 2014). Em outro experimento, Ghasemzadeh-Hasankolaei;
Eslaminejad; Sedighi-Gilani (2016), injetaram as células de medula 6éssea de ovinos
nos testiculos de receptores para avaliar a colonizacdo destas células in loco. Apés
dois meses do transplante, os autores relataram que as células tratadas com RA por
14 dias resultaram na formacéo de 5 col6nias visualizadas nos testiculos, as tradadas
com RA por 21 dias resultaram em 18 coldnias, as tratadas com TGFb1 resultaram
em 28 colbnias, e quando foram transplantadas células que ndo passaram por
qualquer tratamento, nenhuma colbnia foi encontrada. Uma vez que as células
tratadas com TGFbl obtiveram maior sucesso na colonizacdo testicular apos
transplante e sua morfologia apresentou semelhanga ao encontrado nas células de
cervo-do-pantanal em alguns grupos de tratamento, pode-se levantar a hipétese que
estas ceélulas sdo boas candidatas para serem transplantadas para testiculos, e quem

sabe, retomar a meiose in Vvivo.



96

Este estudo consiste em resultados preliminares, e para sua publicagéo seréo
realizadas futuramente outras repeticbes e analises para melhor caracterizas as

células induzidas.

5. CONCLUSAO

Este estudo preliminar demonstrou que as células multipotentes de cervo-do-
pantanal das linhagens de gordura e pele tem potencial para se diferenciarem em
PGCLs. Estas células foram capazes de alterar sua morfologia, bem como a aumentar
a expressao dos transcritos relacionados as células germinativas, sendo que as
células de gordura parecem ter se diferenciado em estadios iniciais de PGCLs e as
células de pele em estadio pré-meidtico de PGCLs. A linhagem de chifres apresentou
alteracdo morfolégica mais discreta e ndo apresentou mudancas favoraveis quanto a
expressao de genes relacionados as células germinativas e, portanto, parece ndo ser

uma fonte adequada para aplicagcdo em estudos futuros.
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