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RESUMO

As pesquisas envolvendo a biologia das células-tronco abordam um amplo espectro de
fendbmenos, que véao desde o nivel tecidual e celular, até o seu uso em terapias celulares. Esta
crescente atengdo sugere que € necessario estudar conceitos basicos da biologia das células-
tronco para compreender completamente os processos de diferenciacdo funcional. Desta
forma, o instrumento da reprogramacdo celular por meio da manipulacdo génica fornece
subsidios para melhor compreender 0s processos de renovacao e diferenciacdo que constituem
as caracteristicas fundamentais das células-tronco. A obtencdo dessas células em medicina
veterinaria visa validar diversos modelos experimentais domésticos, como o equino, na busca
de novos farmacos e terapias alternativas para reabilitacdo. Uma série de estudos, porém,
ainda sdo necessarios para que tais aplicacdes sejam viaveis, uma vez que 0S mecanismos
fundamentais das técnicas empregadas ainda ndo estdo totalmente elucidados. Embora a
reprogramacao celular por meio de vetores virais tenha sido relatada com sucesso em diversas
espécies animais, outras técnicas também podem ser empregadas, como o0 uso de transposons,
sequéncias de DNAs capazes de se movimentar de uma regido para outra no genoma de uma
célula. Ndo se tem conhecimento de qual o melhor tipo celular a ser utilizado, e nem téo
pouco qual a metodologia de reprogramacéo mais eficiente. Sabe-se que o corddao umbilical
possui uma reserva rica em células-tronco mesenquimais, as quais por serem multipotentes
podem melhorar a eficiéncia de obtencdo de células de pluripoténcia induzida (iPS) em
comparacdo ao uso de fibroblastos, pouco eficientes ao serem reprogramados. O objetivo
deste trabalho foi obter iPS por meio de mecanismo viral e ndo-viral de fibroblastos adultos e
células do corddo umbilical equino, visando observar qual o tipo de infeccdo e qual o tipo de
célula é mais eficiente para reprogramacdo celular. Ambos os tipos celulares foram infectados
com vetores virais e transposons contendo os genes OCT-4, SOX-2, c-MYC, KLF-4; as
células transformadas foram avaliadas quanto a morfologia, imunocitoquimica e citometria de
fluxo com os marcadores tipicos de células-tronco pluripotentes e também quanto as
alteracOes causadas no perfil de expressdo génica das celulas pelo método de PCR em tempo
real; por fim as células reprogramadas foram induzidas a se diferenciarem em tecidos dos 3
folhetos germinativos. Os resultados demostraram que tanto os fibroblastos quanto as células
do corddo umbilical submetidos & infeccdo viral apresentaram caracteristicas de células
pluripotentes como morfologia caracteristica, marcacdo positiva para fatores de pluripoténcia
e expressao génica especifica. Os corpos embridides formados também apresentaram

marcagdo imunocitoquimica para ectoderme, mesoderme e endoderme. Apesar do tempo para



inicio da formacéo das colGnias serem parecidos (7 dias para os fibroblastos e 6 dias para as
celulas do corddo umbilical), a expansdo das colénias dos fibroblastos reprogramados foi
lenta, com a 12 passagem realizada 30 dias ap6s a infeccdo em comparagdo com as colénias de
corddo umbilical, nas quais a 1% passagem foi realizada apds 15 dias. Nao foi verificada
reprogramacao efetiva as infec¢cbes com transposons em nenhum dos dois tipos celulares.
Conclui-se que o método de infeccdo por vetor viral em células do corddo umbilical é mais
eficiente do que em fibroblastos e que em ambos os tipos celulares, 0 mecanismo de

transposons ndo resultou em células reprogramadas.

Palavras-chave: Caracterizacdo celular, Células-tronco de pluripoténcia induzida, Cordéao

umbilical equino, Fibroblastos equinos, Reprogramacao celular.



ABSTRACT

Researches on the biology of stem cells cover a broad spectrum of phenomena, ranging from
tissue and cellular level, to their use in cell therapy. This growing attention suggests that is
necessary to study basic concepts of stem cells organization in order to fully understand the
functional differentiation processes. Thus, the cell reprogramming through gene manipulation
provides grants to better understand the processes of renewal and differentiation which are the
essential characteristics of stem cells. Obtaining these cells in veterinary medicine aims to
validate various household experimental models, such as horses, on the search for new drugs
and alternative therapies for rehabilitation. However, a number of studies is still necessary for
such applications to be feasible, since the fundamental mechanisms of techniques employed
are not fully elucidated yet. Although cell reprogramming using viral plasmid has been
reported with success in several animal species, other techniques may also be employed, such
use transposons, this is, DNAs sequences capable of moving from one region to another in the
cell genome. The unawereness of what the best cell type to be used, and nor what is the most
efficient reprogramming methodology. It is known that the cord has rich reserves
mesenchymal stem cells, which are multipotent and can improve the efficiency of obtaining
the induced Pluripotent Stem Cells (iPS) compared to the use of fibroblast, inefficient to be
reprogrammed. The aim of this study was to obtain iPS through viral transfection and non-
viral adult fibroblasts and equine cord cells, aiming to observe which transfection and cell
type is more efficient for cell reprogramming. Both cell types was infected with viral vectors
and transposons containing the genes OCT-4, SOX-2, c-MYC, and KLF-4; transformed cells
were evaluated for morphology, immunocytochemistry and flow cytometry with the typical
pluripotent stem cells markers and also for the changes caused in the gene expression profile
of the cells by the PCR real time method; finally reprogrammed cells were induced to
reprogram to differentiate into three germ layers tissues. The results showed that fibroblasts
and cord cells subjected to viral infection presented pluripotent cell characteristics such as
morphology, positive staining for antibodies and specific gene expression,
immunocytochemistry of the formed embryoid bodies also showed labeling for ectoderm,
mesoderm and endoderm. Despite the time to start colonies formation is very similar (7 days
for fibroblasts and 6 days for cord cells), the expansion of reprogrammed fibroblasts colonies
was slow, with the 1st performed 30 days post-infection in comparison with umbilical cord
colonies, in which the 1st pass on cord colonies after 15 days. No effective reprogramming of

transposon infections was observed in either cell type. It is concluded that the method of viral



vector infection in umbilical cord cells is more efficient than in fibroblasts and that in both

cell types, the mechanism of transposons did not result in reprogrammed cells.

Keywords: Cell Characterization, induced Pluripotent Stem Cells, Equine cord, Equine
Fibroblasts, Reprogramming Cell.
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INTRODUCAO

Em 2006, Shinya Yamanaka desenvolveu uma técnica revolucionaria para a producéo
de células pluripotentes, através da reprogramacdo genética de células adultas de
camundongos e, em 2007, de células humanas. As células foram reprogramadas pela adicéo
de quatro genes - OCT-4, SOX-2, KLF-4 e C-MYC — por meio do uso de vetores virais (virus
modificados que integram os fatores para dentro da célula a ser reprogramada)
(TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006).

Ap0s 0 sucesso na criacdo de células pluripotentes induzidas humanas experimentos
mediados por transducdo viral em fibroblastos de pele em cdes (KWON et al., 2012), ovinos
(BAO et al., 2011), caprinos (REN et al., 2011), suinos (ROBERTS et al., 2009), bovinos
(CAO et al., 2012) e equinos (NAGY et al., 2012).

A maior parte das pesquisas utiliza a interferéncia genética viral na geragdo de iPS.
Esta reprogramacdo pode ser conseguida usando uma série de técnicas com eficiéncias
diferentes (SOMMER et al, 2009), porém trata-se de um método pouco seguro em que 0 DNA
do virus pode replicar-se a0 mesmo tempo que reprograma as células causando danos
silenciosos e letais.

Sendo assim, Kim et al (2012) iniciaram pesquisas utilizando microRNA, Patel et al
(2010) e Belay et al (2011) comecaram a explorar a reprogramacdo celular mediada por
transposons (segmentos de DNA que tém a capacidade de mover-se e replicar-se dentro do
genoma).

A tecnologia do transposon pode simplificar bastante a maneira com que a
reprogramacao € conduzida, além de ser um método mais seguro, pois a eliminacdo da
particula viral, reduz os custos e o tempo na pratica laboratorial. Apesar das técnicas para
geracgdo de iPS constituirem possiveis aliadas a terapia celular autéloga, é importante ressaltar
que a aplicacdo pratica dessas células modificadas ainda precisa ser estudada e avaliada antes
de qualquer tipo de transplante ou uso indiscriminado (LIU, 2008).

Os estudos relacionados a biologia basica das iPS sdo recentes, limitados e ha pouca
informacdo sobre essas células em animais de grande porte. Entretanto, os campos de
pesquisa em medicina regenerativa e clonagem reprodutiva estdo se expandindo rapidamente
em animais. Esta area é de especial interesse para muitos investigadores em equinos, pois ha a
possibilidade de isolar e/ou gerar de células pluripotentes desses animais para biotecnologia

da reproducdo. Neste contexto, torna-se interessante utilizar o cavalo como um organismo



modelo para o estudo da geracdo de células pluripotentes induzidas utilizando-se de uma
técnica alternativa e segura.

A reprogramacdo pode ser realizada em diferentes tipos celulares, majoritariamente
sdo usadas celulas de pele, e poucos experimentos com outros tipos celulares. Em contraste,
os fibroblastos humanos séo passiveis de manipulacbes em cultura, mas apresentam baixa
eficiéncia (< 0,01%) e sua fase de reprogramacgdo é lenta (~ 1 més) (TAKAHASHI &
YAMANAKA, 2006, TAKAHASHI et al., 2007). Dessa forma, Panopoulos et al. (2011)
procuraram encontrar um tipo de célula que poderia ser facilmente isolado e expandido, e
ainda poderia ser rapidamente e eficientemente reprogramada. Estes autores estudaram a
reprogramacao rapida de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECSs), com uma
eficiéncia de aproximadamente 2,5-3% (300 vezes maior que a eficiéncia de reprogramacéo
dos fibroblastos). As HUVECs podem ser obtidas facilmente em grandes quantidades sem
etapas de purificacdo (BAUDIN et al., 2007), fazendo destas uma fonte de células somaticas
indicada para avancos dos conhecimentos dos mecanismos que regem a reprogramacao.

Células-tronco mesenquimais derivadas das membranas placentarias, liquido
amnidtico, corddo umbilical ou tecidos fetais possuem grande potencial de expansdo e de
diferenciacdo (SAITO et al, 2005; GUCCIARDO et al, 2008). Pesquisas de diversos grupos
mostraram que células-tronco derivadas dos anexos fetais, como as do corddao umbilical
equino sdo abundantes, e por apresentarem multipotencialidade, poderiam ser mais facilmente
reprogramaveis. Tais células exibem algumas caracteristicas de células-tronco embrionarias
como a expressdo de alguns marcadores de pluripoténcia como Oct-4, grande capacidade
proliferativa, sem demonstrar imunogenicidade e tumorogenicidade. Desta forma, o potencial
de diferenciacdo das células do corddo umbilical seria intermediario, ou seja, seu grau de
diferenciacdo estaria entre o das pluripotentes embrionarias e o das multipotentes adultas
(CREMONESI et al., 2011). Estas caracteristicas abriram uma nova perspectiva no estudo da
biotecnologia da reproducéo, clonagem ou terapia celular das mais variadas espécies.

Estudos sobre a manutencdo e diferenciacdo de celulas pluripotentes sdo longos,
complexos e caros, além de ndo garantirem uma elevada porcentagem do tipo celular ou
estado de maturacdo desejados, sendo necesséria a utilizagdo de vérias técnicas de otimizacao
para cada tecido e organismo a fim de maximizar o rendimento e qualidade das linhagens
(LEWITZKY e YAMANAKA, 2007). A obtencdo de uma linhagem mais semelhante

possivel com as células-tronco embrionarias é imprescindivel para modelagem de algumas



doencas genéticas e o desenvolvimento de farmacos (GONZALEZ et al, 2011;
VIERBUCHEN e WERNIG, 2012).

Diante da baixa eficiéncia de reprogramacdo dos fibroblastos utilizando-se vetores
virais, torna-se necessario estudar melhores mecanismos para reprogramacao de outros tipos
celulares. Assim sendo, as ceélulas do corddo umbilical aliada & metodologia de
reprogramacdo mediada por transposons podem resultar na geracdo de linhagens de iPS

equinas em tempo reduzido e mais confiaveis para aplicacdo terapéutica no futuro préximo.

Revisdo da literatura

1. Células-tronco: definicdo e classificacdo

Células-tronco sdo, por definicdo, células com capacidade de autorenovacdo e de
diferenciacdo (WATT e HOGAN, 2000). As células-tronco humanas ja foram isoladas de
diferentes fontes, desde embriGes até variados tecidos adultos, e seu maior interesse reside na
possibilidade de utilizacdo na medicina regenerativa, substituindo tecidos adultos. Essas
células podem ser classificadas, de acordo com sua origem, em células-tronco embrionarias
(CTE), quando derivadas da massa interna do blastocisto, ou células-tronco adultas, quando
derivadas de tecidos somaticos (WANG et al, 2010).

As células-tronco também podem ser classificadas de acordo com seu potencial de
diferenciacdo. Desse modo, células-tronco totipotentes possuem a capacidade de diferenciar-
se em todos os tecidos que formam o organismo, em mamiferos, 0s representantes sao o
zigoto e os blastbmeros até o estadgio de 8-16 células. Progressivamente, as células-tronco
pluripotentes sdo células que possuem a capacidade de gerar todos os diferentes tipos
celulares adultos, mas perderam a capacidade de gerar alguns tecidos extra-embrionarios. As
células-tronco embrionarias, obtidas da massa celular interna do embrido, sdo exemplos de
células pluripotentes. Por sua vez, as células-tronco multipotentes podem se diferenciar em
apenas alguns tipos celulares de uma determinada linhagem, por exemplo, as células-tronco
hematopoéticas e as células-tronco mesenquimais. Por fim, as células-tronco unipotentes
constituem as células-tronco que podem se diferenciarem um unico tipo celular, como a

espermatogonia que so se diferencia em espermatozoides (JAENISCH e YOUNG, 2008).

2. Células-tronco embrionarias (CTE)



As células-tronco embrionérias (CTE) tem origem de embrides mamiferos em estagio
de blastocisto. Retiradas da massa celular interna, tais células, ainda nao diferenciadas, podem
dar origem a todos os tecidos do individuo adulto, e assim, podem ser mantidas em cultura,
estabelecendo uma linhagem de células pluripotentes (ZAGO & COVAS, 2006).

As células embrionarias apresentam caracteristicas especificas que as caracterizam
como células-tronco pluripotentes, tais como proliferacdo prolongada, capacidade de
autorrenovacdo, capacidade de diferenciacdo clonal nas trés linhagens germinativas
(ectoderme, mesoderme e endoderme) e a presenga de marcadores especificos associados ao
estado altamente indiferenciado, como, por exemplo, Oct-4 e Nanog (IVANOVA et al,,
2003).

As CTE foram primeiramente estabelecidas em 1981, a partir de embrides de
camundongo e demonstraram capacidade de se diferenciar em uma grande variedade de tipos
celulares (MARTIN,1981). Em 1998, culturas de CTE humanas foram estabelecidas pela
primeira vez. O interesse nas CTE estd na possivel aplicacdo no tratamento de diversas
doencas cronico-degenerativas, como a Doenca de Parkinson, lesdes da coluna espinhal e
diabetes (THOMSON et al., 1998).

As células-tronco adultas, isoladas da medula 6ssea e do sangue de corddo umbilical,
por exemplo, possuem uma capacidade limitada de diferenciacdo e ndo podem se diferenciar
em muitos tipos celulares. Ao contrario, as CTE possuem a capacidade de originar todos 0s
tipos de células somaticas e germinativas, com potencial para serem utilizadas em terapias de
transplantes, e também no descobrimento de novas drogas (THOMSON et al., 1998). Além
disso, derivar uma linhagem de CTE implica em congelar um estagio muito precoce e
transiente do desenvolvimento embrionario in vitro. Isso permite estudar e investigar os
principios e mecanismos que controlam a pluripoténcia e a diferenciacdo dos diferentes tipos
celulares (WANG et al, 2010). Entretanto, existem algumas dificuldades éticas e técnicas
relacionadas ao uso de CTE humanas. A utilizacdo de CTE retiradas de blastocistos humanos
implica na destruicdo desses embrides, gerando discussdes de fundo religioso e ético. Dentre
as dificuldades técnicas, ha a problematica da possibilidade de formacdo de tumores e de
rejeicdo ao transplante alogénico (HENTZE et al., 2009).

Nesse contexto, a reprogramacdo de células somaticas para um estagio progenitor
pluripotente mostra-se uma alternativa para o uso de CTE. Essa reprogramacao pode ser

obtida por meio da transferéncia do nicleo de uma célula somatica para um odcito que teve



seu nucleo previamente retirado (WILMUT et al.,1997), ou ainda quando células somaticas
sdo fusionadas com CTE (COWAN et al., 2005). Isto indica que odcitos ndo fertilizados e
CTE possuem fatores que podem conferir pluripotencialidade. Entretanto, essas técnicas
esbarram em dificuldades técnicas e na dependéncia de doacGes voluntarias de um grande
namero de odcitos (BOYER et al, 2006).

Deste modo, alguns estudos se concentraram na identificagdo de fatores de transcri¢do
(FT) responsaveis por conferir a pluripotencialidade e em induzir a expressao desses fatores
em células somaticas com o objetivo de gerar células-tronco de pluripoténcia induzida (iPS)
(TAKAHASHI e YAMANAKA,2006; MAHERALI et al., 2007; WERNIG et al., 2007).
Essas células mostram-se uma importante alternativa para o uso de CTE, sem esbarrar nas

questdes éticas.

3.Células-tronco de pluripoténcia induzida (iPS)

As células-tronco de pluripoténcia induzida (iPS) sdo celulas obtidas a partir da
expressao forcada de fatores de transcricao relacionados a pluripoténcia, permitindo que uma
célula ja diferenciada tenha seu estado diferenciado revertido a um estado semelhante ao de
celula tronco embrionéria (TAKAHASHI e YAMANAKA, 2006).

A reprogramacdo in vitro de células somaticas, para a geracdao de iPS possibilita a
transposicdo de barreiras que restringem o uso das CTE humanas, visto que ela consiste na
geracdo de células pluripotentes sem a necessidade do uso de um embrido ou de transferéncias
nucleares de células somaéticas, contornando questdes éticas e evitando uma possivel reacdo
imunolégica do organismo, no caso da utilizacdo terapéutica (BELLIN et al., 2012).

A descoberta da tecnologia de producéo das células iPS foi fundamentada na hipotese
de que a reprogramacdo nuclear é um processo conduzido por fatores sollveis que estdo
presentes no odcito e que desempenham papéis criticos na manutencéo do estado pluripotente
das CTE (YAMANAKA, 2008).

Inicialmente, a geracdo de iPS foi possivel pela combinacdo de quatro genes
relacionados a pluripoténcia, OCT-4 (ou POU5F1), SOX-2, KLF-4 e c-MYC (OSKM), e este
se tornou 0 método mais comum aplicado na reprogramacéo in vitro de células somaticas
(TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006; OKITA et al., 2007; WERNIG et al., 2007; LOWRY
et al., 2008).



Embora essa combinacgdo original de FT seja a mais utilizada, células iPS podem ser
obtidas substituindo KLF4 e C-MYC por NANOG e LIN28 (YU et al., 2007) e utilizando-se
diferentes combinacBes dos FT tradicionais (KIM et al., 2008; HUANGFU et al., 2008;
NAKAGAWA et al., 2008; SHI et al., 2008; WERNIG et al., 2008).

A reprogramacdo celular ja foi realizada com ceélulas provenientes de diferentes
espécies e fontes, e também ja foram estabelecidos diferentes protocolos que utilizam
diferentes formas de inducéo, tais como virus ndo-integrativos a proteinas, vetores epissomais
a microRNAs (GONZALEZ, 2011).

A introducdo desses genes de pluripoténcia exdgenos em células somaticas induz a
expressao de genes endogenos pertencentes a rede autorregulatéria transcricional de
pluripoténcia (JAENISCH & YOUNG, 2008). Essa regulacédo positiva dos fatores enddgenos
direciona ao silenciamento dos genes exdgenos através da metilacdo dos promotores. O
silenciamento total dos FT exdgenos estabelece o limite entre células iPS parcialmente
reprogramadas e as totalmente reprogramadas, sendo que nas iPS totalmente reprogramadas
0os FT exdgenos estdo silenciados e a manutencdo do estado pluripotente torna-se

completamente dependente do circuito transcricional endégeno (HOTTA & ELLIS, 2008).

Com relacdo as suas caracteristicas, Takahashi e Yamanaka (2006) demonstraram que
estas células adquirem propriedades similares as CTE com relacdo a morfologia, proliferagéo,
expressdo de alguns dos genes marcadores de CTE e formagdo de tumores contendo uma
variedade de tecidos originarios dos trés folhetos embrionérios apds o transplante subcutaneo
destas células em camundongos NOD/SCID. Esse resultado foi confirmado e expandido em
uma série de trabalhos, utilizando diversos tipos celulares animais e humanos, que
estabeleceram que as células iPS sdo molecular e funcionalmente similares as CTE
(MAHERALI et al., 2007; WERNIG et al., 2007; OKITA et al., 2008; AOI et al., 2008;
LOWRY et al., 2008; ZHAO et al., 2009; PICANCO-CASTRO et al., 2011), compartilhando
similaridades como o potencial de crescimento celular, a atividade da telomerase, os padrdes
de metilacdo do DNA e de modificagdes de histonas e a expressdo de marcadores de
superficie, incluindo Ssea-1, Ssea-3, Ssea-4, Tra (‘tumor-related antigen’)-1-60, Tra- 1-81
(LEWITZKY, 2007; WANG et al., 2010; SCHEPER & COPRAY, 2009), assim como 0
padrdo de expressdo génica. Quanto a esta Ultima, as células iPS expressam um grande
nimero de marcadores de pluripoténcia, mas em um nivel de expressdo mais baixo
comparado as CTE (WANG et al, 2010).



O potencial das células iPS de originar uma progénie diferenciada capaz de restaurar
fungdes fisioldgicas in vivo foi explorado em modelos murinos de anemia falciforme
(HANNA et al., 2007), doenca de Parkinson (WERNIG et al., 2008) e Hemofilia A (XU et al.,
2009). Em humanos, a reprogramacao tem sido realizada a partir de celulas de pacientes com
varias doencas neurodegenerativas como esclerose lateral amiotréfica (ELA) (DIMOS et al.,
2008), atrofia muscular espinhal (AME) (EBERT et al., 2009), e doenca de Parkinson
(SOLDNER et al., 2009), além de varias doencas genéticas de heranca complexa ou
Mendeliana (PARK et al., 2008). Recentemente, as iPS estdo sendo empregadas como
plataforma experimental para modelo de doengas in vitro. Varios grupos demonstraram que
tipos celulares relacionados com uma doenca sdo diferenciados a partir de células iPS e séo
capazes de reproduzir fielmente os fenétipos das doencas (EBERT et al., 2009; KU et al.,
2010; ITZHAKI et al., 2011; LIU et al., 2011; ZHANG et al., 2011). A descoberta das iPS
abriu uma nova possibilidade para o desenvolvimento de modelos de doenca in vitro em
humanos para a investigacdo da fisiopatologia e no auxilio ao desenvolvimento de drogas
(MARCHETTO et al., 2010; RASHID et al., 2010; JANG et al., 2011; NGUYEN et al.,2011;
YAZAWA et al., 2011), e esse, em curto prazo, é um dos aspectos mais importantes dessa

tecnologia.

Os primeiros estudos clinicos em humanos iniciaram-se em 2014 em que 0 grupo
liderado pela pesquisadora Masayo Takahashi iniciou os estudos com interesse em
transplantar células aut6logas reprogramadas e diferenciadas em pacientes com Degeneragao
Macular associada a idade. Foram removidas algumas células da pele de um paciente, estas
foram reprogramadas para um estagio de pluripoténcia e entdo induzidas a produzir células do
pigmento da retina. O transplante dessas células foi realizado sem complicages. Inumeros
testes de controle foram realizados em macacos e camundongos, ndo observando rejei¢cdo ou
formacdo de tumores. Existem outros estudos que estdo em andamento cujos resultados véo

esclarecer ainda mais o assunto (SUGITA et al, 2016).

Com um crescimento acelerado, a area da pluripoténcia induzida reconheceu a
necessidade de protocolos eficientes e reprodutiveis, que permitissem a geracéo de células iPS
clinicamente seguras. Eficiéncia, reprodutibilidade e seguranca sdo determinados
principalmente pelos métodos utilizados para introduzir os fatores de transcrigdo nas células
somaticas de interesse e pela extensdo das modificacfes gendmicas necessarias para a geracao
destas células (WANG et al, 2010).



4.Regulagdo molecular da pluripoténcia

O balanco entre manutencdo da pluripoténcia e inducdo da diferenciacdo celular é
mantido por um conjunto de fatores genéticos e epigenéticos. No cerne desse controle
molecular, encontra-se a triade de fatores de transcri¢do (FT) OCT-4, SOX-2 e NANOG, que
detém um complexo mecanismo de auto-regulacdo, dependente de seus niveis de expressao.
Oct-4, Sox-2 e Nanog podem se ligar aos seus proprios promotores, co-ocupar sitios
gendmicos de centenas de genes comuns (JAENISCH e YOUNG, 2008) e também podem se
ligar aos promotores dos outros dois genes, KLF-4 e c-MYC facilitando assim, a manutengéo
do estado de pluripoténcia. Ainda, esses trés fatores podem controlar outros FT que atuam na

pluripotencialidade ou induzem a diferenciacdo (BOYER et al., 2006).

A interconexdo dos fatores OCT-4, SOX-2 e NANOG justifica como a reprogramacao
celular pode se iniciar apenas com a superexpressao de Oct-4 e Sox-2 nos fibroblastos. Esses
dois fatores exdgenos podem ativar os locus enddgenos da triade, promovendo assim a
inducdo e manutencdo da pluripoténcia (JAENISCH e YOUNG, 2008).

Fatores epigenéticos e transcricionais também sdo responsaveis pela manutencdo da
pluripoténcia. A cromatina das CTE se apresenta na forma de eucromatina, isto &,
transcricionalmente acessiveis, com numerosas histonas acetiladas. Ao contrario, durante a
diferenciacdo, hd uma reducdo na acetilagdo e um concomitante aumento de formacdo de
heterocromatina (BOYER et al., 2006).

Na tentativa de esclarecer as alteragdes moleculares que ocorrem durante a geracao de
iPS, foi proposto um modelo em que as alteragdes ocorrem em duas principais “ondas”.
Durante a primeira onda, as células somaticas sofrem alteracdes transcricionais e mudancas na
cromatina, que afetam genes envolvidos no ciclo celular, na replicacdo do DNA e no processo
denominado transicdo mesenquimal-epitelial, que também ocorre durante o desenvolvimento
normal. Em paralelo, as células apresentam reducdo da expressao de genes que culminam com
a supressao da identidade de células diferenciadas (GUEST e ALLEN, 2007).

Na fase intermediaria onde ocorre 0 aumento da expressdo de genes envolvidos nos
estagios iniciais da transicdo para a pluripoténcia, as células refratarias a reprogramacao e

células competentes a reprogramacéo co-existem. Durante a segunda onda, as células ativam



hierarquicamente genes envolvidos no estabelecimento e manutengcdo da pluripoténcia e
sofrem alteragdes nos padrdes de metilacdo do DNA, que ajudam a consolidar o estagio
reprogramado (BUGANIM et al., 2012; HANSSON et al., 2012; POLO et al., 2012;
SANCHO-MARTINEZ I, 2013).

Estudos nesse sentido ajudam a compreender o processo de reprogramacgdo e
contribuem para o desenvolvimento de estratégias mais eficientes, rapidas e seguras de
geracdo de iPS.

Apesar de ja serem conhecidas novas combina¢es de fatores que sdo capazes de
reverter o estado de diferenciacdo celular estabelecido em diferentes tipos celulares, os quatro
fatores de Yamanaka, OSKM continuam sendo os mais utilizados, principalmente pela sua
robustez e capacidade de reprogramar a maioria dos tipos celulares. Os fatores OSKM tém um
efeito sinergético, funcionando em conjunto para ultrapassar os resilientes sistemas celulares
intrinsecos de protecdo de identidade (JAENISCH e YOUNG, 2008).

Assim, neste sistema, a expressdao de OCT-4 E SOX-2 promovem majoritariamente
um efeito desestabilizador da ordem transcricional estabelecida, recrutando NANOG,
formando um ndcleo autoregulatorio de pluripoténcia. Este “ntcleo”, uma vez estabelecido,
ativa vias de sinalizacdo como a via da MAPK1 (responsavel pela integracdo de varios sinais
bioquimicos como proliferacdo, diferenciacdo, regulacdo e desenvolvimento de transcri¢ao) e
WNT3 (consiste de genes estruturalmente relacionados que codificam para proteinas
secretadas de sinalizacdo e atuam em diversos processos do desenvolvimento, regulacdo do
destino celular e padronizacdo durante a embriogénese). Por outro lado, os fatores KLF4 E C-
MYC, como reguladores da divisdo celular, tém uma atividade mitogénica, forcando
alteracOes constantes no estado epigenético da célula, o que aumenta fortemente a cinética e

eficiéncia do processo (LIU, 2008).

5.Métodos de reprogramacao

Trabalhos mostram reprogramacéo favoravel e eficiente (RAIS et al. 2013) utilizando
0s métodos integrativos, nos quais vetores principalmente virais semelhantes aos usados por
Yamanaka ainda sdo os mais comuns (EGLI et al., 2008;YAMANAKA, 2012; EL-KARIM et
al 2013;. TAKAHASHI E YAMANAKA,2013; TURKSEN, 2013). Porém, os métodos



integrativos induzem mutagdes insercionais, ndo sendo nem seguros nem desejaveis para
aplicacdes clinicas. Além disso, embora os vetores retrovirais e lentivirais figuem reprimidos
em células imaturas como nas iPS, quando diferenciadas estas células podem reativar essas
inser¢bes, agindo como um contador de estimulo para o processo de diferenciacéo,
diminuindo o rendimento final do processo, evitando uma manutencao estavel do fendtipo
diferenciado e produzindo uma populacdo heterogénea em varios estados de diferenciacdo
(L1U, 2008).

J& no mecanismo de reprogramacdo ndo-integrativa como adenoviral e transfeccéo
plasmidial sdo gerados clones de iPS com algum nivel de marcacéo epigenética reminiscente
do tipo celular a partir do qual foram desenvolvidas e por isso alguns autores a avaliam como
ineficientes (L1 et al, 2013).

Desde a publicacdo do primeiro método de reprogramacdo por entrega retroviral,
varios métodos e abordagens para induzir a pluripoténcia em células somaticas foram
desenvolvidos. Paralelamente a estas novas técnicas um conjunto padrdo de testes tem sido
definido, a fim de resolver adequadamente a contribuicdo e melhoria que cada método traz (LI
et al, 2013).

Uma estratégia de reprogramacao que encaixa todos os propdsitos e fins de aplicacao
ainda nao foi concebida. Porém ha uma variedade de estratégias que podem ser usadas,
dependendo da aplicacdo final para obter uma linhagem de iPS atil HA duas principais
aplicacdes de pesquisa quando se considera células iPS: a primeira esta relacionada a pesquisa
basica, com foco em decifrar os mecanismos de reprogramacao, diferenciacdo e identidade da
célula e, uma segunda esta direcionada as aplicacdes clinicas e terapias baseadas em iPS.
(BELAY et al, 2011).

Quando as células ndo sdo necessarias para uso clinico, um método rapido, eficiente e
reprodutivel é desejavel, e dessa forma, a presenca de DNA integrado é tolerdvel. No estudo
de mecanismos de doenca e o desenvolvimento de modelos para teste farmacoldgicos, a
utilizacdo de lentivirus integrativos induziveis fornecem resultados eficientes e robustos. Por
outro lado, quando sdo consideradas aplicacdes clinicas, a prevencdo de modificacOes
gendmicas é estritamente necessaria por razfes de seguranca, € entdo os métodos néo-

integrativos representam a Unica op¢éo razoavel (TURKSEN, 2013).
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Neste contexto, com a necessidade de um método de alta eficiéncia que preserva a
sequéncia genémica original, os sistemas transponiveis podem ser bons candidatos como
vetores de entrega, devido as suas caracteristicas incorporadas de vetor integrativo, com uma
expressao estavel e a eficiéncia relativamente alta de reprogramacédo, juntamente com a
possibilidade de ser excisado do genoma. O desenvolvimento de protocolos de entrega de
fatores e de reprogramacdo tem permitido uma transposi¢cdo segura com geracdo de células de
melhor qualidade para a pesquisa, garantindo a qualidade e confianca nos resultados. Dentre
0s varios transposons utilizados em células de mamiferos, a maioria pertence a familia TC1,
como Sleeping Beauty e hAT-like Tol2, e a superfamilia PiggyBac (KIM E PYYKKO et al,
2011).

O transposon PiggyBac (PB) foi isolado pela primeira vez a partir de lagarta da couve,
Trichoplusia ni, em 1989. No entanto, s6 recentemente surgiu como uma ferramenta confiavel
em biologia molecular para a entrega de carga genética e mutagénese de insercéo.
Rapidamente essa ferramenta tornou-se a opcdo de escolha devido a sua capacidade de
reprogramacao, auséncia de repressdo de transposase e, acima de tudo, sua perfeita
mobilizagdo de “cortar-colar” restituindo a sequéncia original em mais de 98% apos

remobilizacéo (LI, 2013).

As primeiras iPS reprogramadas com um transposon PiggyBac foram obtidos por
Woltjen et al em 2009, que utilizou como fonte fibroblastos fetais de humanos e de
camundongos. A derivagédo de iPS livre de insercdo permite o estabelecimento de melhores
modelos celulares de iPS e adiciona um novo nivel de seguranca para o uso dessas células em
aplicacBes biomédicas. No entanto, por ser baseada em varias tentativas de baixa eficiéncia
que consistem em transfeccGes consecutivas, com diluicdo de plasmideo resultaram num
baixo rendimento global. Além disso, a possibilidade constante de integracdo aleatéria forca a
uma caracterizagdo molecular de cada clone produzido, o que é trabalhoso e dispendioso
(KIM e PYYKKO, 2011).

O transposon PiggyBac foi recentemente demonstrado como funcional em varias
linhagens de células humanas e de camundongo. O sistema de PB transposon/transposase
requer apenas as repeticdes terminais invertidas flanqueando um transgene e a expressdo
transiente da enzima transposase para catalisar eventos de insercdo ou excisdao (KIM E
PYYKKO et al, 2011). Woltjen et al (2009) demonstraram reprogramacao eficiente e bem
sucedida de fibroblastos embrionarios murino e humano utilizando o sistema PB. Células iPS
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estaveis foram geradas e expressaram marcadores de pluripoténcia caracteristicos, assim
como ensaios de diferenciagdo, mostraram também que as inser¢6es PB individuais podem ser
removidas das linhagens de células iPS estabelecidas, e que é possivel a reprogramacéo

independente de virus.

Ao aliar a eficiéncia e reprodutibilidade dos métodos de reprogramacdo integrativos
com a possibilidade de posterior exciséo, 0s transposons, nomeadamente o PiggyBac, devido
a sua infima taxa de mutacdo ap6s excisdo, surge como vetor promissor para a administracéo
de fatores de reprogramacao celular (KIM E PYYKKO et al, 2011).

Assim, torna-se essencial o estudo de métodos mais eficientes na geracdo de células
iPS, associado a protocolos de caracterizacdo molecular e funcional com o intuito de validar a
pluripoténcia das células geradas, garantindo a seguranca do método e a possivel aplicacao
terapéutica.

12



JUSTIFICATIVA



JUSTIFICATIVA

Avaliar qual o tipo celular (fibroblastos adultos ou células da matriz do cordéo
umbilical) apresenta reprogramacdo mais efetiva e qual o método de reprogramacao (mediada

por transducao lentiviral ou mediada por transfeccdo de transposons) é mais eficiente.
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OBJETIVOS E HIPOTESES



OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar células equinas pluripotentes por meio da tecnologia de
reprogramacao induzida mediante a utilizacdo de fatores de transcricdo dispostos em vetores
virais ou em transposon PiggyBac.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Estabelecer uma linhagem celular pluripotente geneticamente induzida de células-tronco
equinas (eiPS) originadas de fibroblastos adultos e de células da matriz do corddo umbilical

equino.

- Comparar a eficiéncia de reprogramacao celular in vitro de fibroblastos adultos e de células

da matriz do corddao umbilical equino.

- Comparar a eficiéncia da transducao lentiviral e da transfeccdo mediada por transposons em

fibroblastos adultos e em células da matriz do cordao umbilical.

HIPOTESES

Devido a multipoténcia e menor idade das células da matriz do corddo umbilical,
espera-se que sejam mais facilmente reprogramadas do que fibroblastos adultos, que sdo

unipotentes e com idade avangada.

O metodo de infeccdo celular mediado por transposons é mais seguro e répido, por
ISSO espera-se que seja mais eficiente para reprogramar os tipos celulares estudados do que o

método de transducdo lentiviral.
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MATERIAIS E METODOS



MATERIAIS E METODOS

1. Delineamento experimental

Neste estudo, fibroblastos adultos equinos e células da matriz do corddo umbilical equino
cultivados in vitro foram submetidos a reprogramacéo celular induzida por meio de insercéo

lentiviral, e por meio de inser¢do de transposons segundo esquema baseado na Figura 1 e

descrito a seguir.

Apds aproximadamente 20 dias de inducdo in vitro, as colénias formadas foram

individualmente repicadas e cultivadas.

Estas células foram cultivadas in vitro e caracterizadas quanto a morfologia, expressdo de

fosfatase alcalina, imunofluorescéncia, citometria de fluxo, formacdo e morfologia de corpos

embridides e expressdo génica.
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Figura 1. Delineamento experimental.
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Os experimentos para obtencdo das células iPS descritas neste estudo foram realizados
com a colaboracdo da Prof. Dr. Fabiana Fernandes Bressan e do Prof. Dr. Flavio Vieira
Meirelles com experiéncia no desenvolvimento de iPS equinas (Laboratério de
Morfofisiologia Molecular e Desenvolvimento — LMMD - Faculdade de Zootecnia e

Engenharia de Alimentos —USP- Pirassununga — Brasil).

Os experimentos de eletroporagGes das células foram realizados pela mestranda
Mariana de Lara Campos Arcuri e Prof. Dr. lvan de Godoy Maia com experiéncia em
transfeccdo plasmidial (Laboratério de Genética Molecular de Plantas do Instituto de

Biociéncias de Botucatu — UNESP)

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ-UNESP), sob o protocolo 27/2013-CEUA.

2. Colheita, cultivo e criopreservacgdo das células.

2.1 Fibroblastos adultos

Fragmentos de aproximadamente 1 cm® de tecido epidermal de 5 éguas adultas da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia-UNESP-Botucatu-SP foram coletadas para
obtencdo dos fibroblastos. Estes fragmentos foram retirados por meio de bidpsia de pele
realizada na regido do flanco. Os animais receberam anestesia local infiltrativa com 10 mL de
lidocaina. Os fragmentos foram lavados em solucéo fisioldgica por duas vezes, e colocadas
em frasco de transporte com PBS em temperatura ambiente. A amostra coletada foi
processada em placas de Petri (60 mm de didametro) com PBS. O tecido foi fragmentado
(média de 1 mm® cada pedago) com o auxilio de duas laminas 11 de bisturi tipo Bard-Paker.
Os fragmentos foram lavados duas vezes com solugdo tampéo fosfato sem célcio e magnésio

(PBS), com pH 7,4.
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Os fragmentos foram semeados em quatro frascos de cultivo de 25cm? previamente
banhados com SFB e incubados durante meia hora em estufa a 37°C em atmosfera umida
contendo 95% de ar e 5% CO,, para favorecer sua aderéncia a superficie. Apos esse tempo,
foi adicionado meio cultivo composto por DMEM alta glicose contendo 10% SFB, 100Ul/mL
penicilina/100pug/mL estreptomicina, 3 pg/mL anfotericina B. Em cada frasco foi colocado
cerca de 5 mL de meio, o suficiente para cobrir os fragmentos.

O acompanhamento do crescimento celular foi realizado a cada 24 horas em
microscopio invertido. Apds 5 dias foi realizada a primeira troca de meio de cultivo dos
frascos. Uma vez que se iniciou o crescimento celular ao redor dos explantes, 0 meio de
cultivo foi renovado a cada trés dias.

Quando 70% do frasco de cultura se encontrava coberto por células (subconfluéncia),
foi realizada a passagem, em que foram removidos 0s meios das garrafas, estas foram lavadas
com solucdo de PBS, e adicionados de 1 mL de tripsina a 37°C. As garrafas foram mantidas
em estufa a 37,5° C por no maximo 10 minutos até que todas as células se soltassem do fundo.
Realizou-se entdo a neutralizagdo com 1 mL de SFB, essa mistura foi centrifugada a 1500
rpm por 5 minutos para lavagem e formacéo do pellet. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de
meio de cultivo composto por DMEM alta glicose contendo 10% SFB, 100Ul/mL
penicilina/100pg/mL estreptomicina, 3pug/mL anfotericina B e as células foram plaqueadas
em placas de 6 pocos, numa concentracdo de 1000 células/pogo.

Quando as células estavam com 70% de confluéncia, foram criopreservadas em uma
solucéo contendo 10% de DMSO e 90% de SFB, e armazenadas em botijoes de nitrogénio
liquido. Apos o descongelamento a 25°C, foi realizado teste de viabilidade celular, em que foi
estimado o nimero de células viaveis com o uso do corante azul de Trypan.

Resumidamente, 50uL da suspensdo celular foi adicionada a 50 pL do azul de Trypan (0,3%)

e posteriormente 10uL dessa mistura foram colocados em cada hemi-camera da camara de
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Neubauer para a realizacdo da contagem. A concentracdo de 10* células foi semeada em
garrafas de cultivo celular. Ao iniciar a expansdo celular, o meio de cultivo foi renovado a
cada 3 dias. Quando atingiram novamente 70% de confluéncia, foi realizada passagem e

estavam preparadas para as metodologias de transducéo e transfeccéo.

2.2 Células da Matriz do Corddo Umbilical Equino

O cordd@o umbilical equino foi colhido de 5 animais neonatos, durante partos que
ocorreram no Centro de Biotecnologia em Reproducdo Equina (CERBEC — Posto de Monta)
na cidade Botucatu-SP, e em Haras da regido de Botucatu.

As amostras de corddo umbilical foram lavadas com PBS, acondicionadas em tubos do
tipo Falcon de 50 mL contendo meio de cultivo composto por DMEM baixa glicose, 20% de
SFB, 100Ul/mL penicilina/100ug/mL estreptomicina, 3ug/mL anfotericina B e transportadas
em tubos refrigerados a 4°C até o laboratorio.

No laboratorio as amostras de corddo umbilical foram lavadas em PBS com 100Ul/mL
penicilina/100pg/mL estreptomicina, dissecadas para remogédo total dos vasos sanguineos, e
entdo o tecido extravascular foi fragmentado e submetido a digestdo enzimatica, realizada em
uma solucdo de colagenase a 0,004% (Sigma Aldrich, USA) em PBS, durante 15 minutos a
37°C. Apds o tempo de digestdo, as amostras foram filtradas com filtro de 70um, desprezando
os fragmentos retidos, e centrifugadas com 1 ml de DMEM alta glicose por 10 minutos a
2000rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido e cultivado
em garrafas com meio composto de DMEM alta glicose, 10% de SFB, 100Ul penicilina,
100pg/mL estreptomicina, 3pug/mL de anfotericina B a 37,5°C em atmosfera imida contendo
95% de ar e 5% CO,. As células foram plaqueadas em placas de 6 pocos, numa concentragao
de 1000 células/poco. O processamento das amostras de corddo umbilical estd mostrado na

Figura 2.

18



Figura 2. Processamento do corddo umbilical equino. A. Materiais utilizados: placa de Petri, amostra do corddo
umbilical, pinga, tesoura, bisturi e cabo. B. Divulcionamento da matriz para retirada de veia e artérias umbilicais.
C. Fragmentos da matriz. D. Tecido sob a¢do da enzima colagenase. E. Filtragcdo da solugdo para obtengdo das
células. F. Pellet formado ap6s centrifugacdo da solucdo. G. Plaqueamento das células. H. Inicio da expansédo do
cultivo celular (20X). 1. Confluéncia do cultivo (20X).

As trocas de meio foram realizadas a cada 3 dias até a confluéncia. Para evitar uma possivel
diferenciacdo espontanea devido a presenca do meio com alta glicose, nas trocas foi utilizado
meio DMEM baixa glicose, contendo 20% de SFB, 100Ul penicilina/100pug/mL
estreptomicina, 3pug/mL de anfotericina B. As garrafas confluentes (70%) foram submetidas
ao processo de tripsinizagcdo e, criopreservadas e teste de viabilidade celular da mesma

maneira dos fibroblastos adultos equinos.

2.3 Cultivo Primario de Fibroblastos Embrionarios Murinos (FEM):
Fémeas murinas foram eutanasiadas no dia 14 de gestacdo pela técnica de deslocamento

cervical. Apos lavagem do abddmen com alcool 70%, a pele e peritbnio foram abertos com
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instrumentos estéreis, e o Utero foi retirado. O utero foi lavado trés vezes em solucdo PBS
com 100UI/mL penicilina/100ug/mL estreptomicina, 3ug/mL anfotericina B e cortado para
retirada dos fetos. As visceras dos fetos foram retiradas e as carcacas lavadas novamente com
a solucdo PBS acrescida de antibioticos. Apos a lavagem as carcagas foram maceradas em
pedacos muito pequenos, e foi adicionado 5 ml de solucdo a 0,25% de tripsina e incubando-
se 0 material em estufa de CO, por 20-30min. Ap0s a retirada do material da estufa realizou-
se a neutralizacdo da acdo da tripsina com meio DMEM alta glicose acrescido de 20% de SFB
e 100UI/mL penicilina/100pg/mL estreptomicina, 3pg/mL anfotericina B. O material foi
dividido em garrafas de cultivo (calculou-se tecido de trés embribes por garrafa) e incubado
durante 12 horas. Apo6s 24 horas 0 meio foi trocado e as garrafas permaneceram em cultivo
até atingir a confluéncia de 70%. Ap0s realizou-se a criopreservacdo em nitrogénio liquido e
teste da viabilidade celular da mesma maneira dos fibroblastos adultos equinos. Para o
recultivo das células, descongelou-se as aliquotas, e o pellet foi cultivado em placas de 6
pocos com meio DMEM baixa glicose contendo 20% de SFB, 100Ul penicilina/100pg/mL
estreptomicina, 3pug/mL de anfotericina B a 37,5°C em atmosfera imida contendo 95% de ar e
5% CO, até atingirem 70% de confluéncia. Para o blogueio do crescimento celular, o meio de
cultivo foi substituido por 4,0 ml de solugdo contento mitomicina C (Mitomycin C from
Streptomyces caespitosus power), na concentracdo 10ug/ml, por 12 horas. Em seguida, as
garrafas foram lavadas por duas vezes com meio DMEM baixa glicose e mais duas vezes com
PBS. Em seguida as células foram tripsinizadas, lavadas e plaqueadas em placas de 6 pogos
(5x10° células por poco) para servirem como monocamada de sustentagdo (FEM) do cultivo

das iPS.

3 Transfecgéo, expanséo e reprogramagéo.

3.1 Vetores lentivirais
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Foram utilizados vetores lentivirais policistronicos excisaveis STEMCCA (Stem Cell
cassette, Sommer et al., 2009; Figura. 3) contendo as sequéncias codificantes de OCT-4,

SOX-2, c-MYC e KLF-4 humanos (hRSTEMCCA).
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Figura 3. Mapa do vetor lentiviral EF1a-hSTEMCCA (OKSM). Figura adaptada do catadlogo n. SCR544
(humano) Millipore.

3.2 Transformacao, clonagem bacteriana e purificacdo plasmidial

Para o plasmideo utilizado foram realizadas as etapas de transformacéo e clonagem
bacteriana e purificacdo plasmidial por Maxi-Prep, como descrito a seguir.

Para a transformacdo bacteriana foram utilizados aproximadamente lpg de DNA
plasmidial em 100uL de bactérias quimicamente competentes DHS5a. Foi realizado o
protocolo de choque térmico que consistiu na incubacdo da bacteria com o DNA plasmidial
em gelo por 15 min, incubagéo a 42°C por 45s, nova incubacdo em gelo por 5 min e cultivo a
37°C com agitagdo (225rpm) por 50 min. Em seguida foi realizada o cultivo e sele¢do clonal
em placas de meio LB Agar adicionado de 100pg/ml do antibidtico de sele¢io Ampicilina por

aproximadamente 16h (durante a noite) em incubadora a 37°C.
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Trés col6nias de bactérias foram selecionadas e cultivadas em um pré-inécuo de 2ml
de meio LB Agar com ampicilina por 8h e congeladas em -80°C com uma solucéo de glicerol
a 35% para a obtencdo de estoques plasmidiais em bactérias ou novamente cultivadas pra a
extracdo e purificacdo plasmidial. Para tal, um dos cultivos foi novamente incubado por
aproximadamente 16h em 100ml de meio LB Agar com ampicilina a 37°C em agitagio de
225rpm, peletizadas e submetidas a extracdo do DNA plasmidial pelo kit MaxiPrep EndoFree
(Qiagen) segundo recomendacdes do fabricante.

Os estogues plasmidiais purificados foram quantificados por Nanodrop e sdo mantidos

a -20°C até o momento da utilizacéo.

3.3 Producdo das particulas lentivirais

As particulas lentivirais foram produzidas através da lipofeccdo de células 293FT
(Invitrogen) com o reagente Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Para tal, 5 x 10° células 293FT
foram plaqueadas no dia anterior em placas de cultivo de 100mm de modo que apresentassem
90% de confluéncia no momento da transducdo. Foram utilizados 12 pg dos vetores
STEMCCA e 2 pg de cada vetor auxiliar, de acordo com o protocolo ja estabelecido no
laboratério LMMD-USP-Pirassununga.

O processo de lipofecgé@o ocorreu entre 12 a 16 horas (durante a noite), e entdo 0 meio
foi recolhido 24, 48 e 72hs pos-transfeccdo. Em cada um desses tempos 0s meios eram
recolhidos, repostos, filtrados e mantidos a 4°C até serem concentrados em ultracentrifuga

(Beckman Coulter) por 1h40min a 48960g no rotor SW28.

3.4 Transducdo celular com lentivirus

50 uL do concentrado viral acrescido de 8 ng/mL de polibreno foram adicionados sob

o cultivo previo dos fibroblastos adultos e sob as células da matriz do corddo umbilical.
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Ambos os cultivos celulares foram plagueados no dia anterior com 10° células por poco em
placa de 6 pogos.

Cinco dias pos-transducédo, as células foram tripsinizadas e transferidas para placas
contendo FEM, por no minimo 14 dias e alimentadas com meio especifico para producéo de
iPS, composto por DMEM/F12 Knockout suplementado com 20% de substituto de soro
knockout, 1% de L- glutamina, 1:1000 B-mercaptoetanol, 1% aminoacidos nao essenciais,
10ug/mL  bFGF (Fibroblast Growth Factor Basic) e antibidticos (100UI/mL
penicilina/100pg/mL estreptomicina). Apos 0s 14 dias, as células foram transferidas para
placas cobertas previamente com monocamada de fibroblastos embrionarios murinos e

alimentadas com meio de cultivo de iPS.

3.5 Repique celular

O primeiro repique ou passagem celular foi realizado manualmente para os dois tipos
celulares reprogramados. A partir da segunda passagem, os clones puderam ser repicados
através de incubacdo com tripsina por aproximadamente 3 minutos em incubadora. Aos 15
dias foram realizados repiques mecanicos, e a cada 3 dias passagens quimicas das coldnias
para novas placas de 6 pocos contendo monocamada de fibroblastos embrionarios murinos e
meio especifico para iPS. Apds 3 passagens quimicas as células foram criopreservadas em
uma solucdo contendo 10% de DMSO e 90% de SFB, e armazenadas em botijoes de
nitrogénio liquido. Apds o descongelamento a 25°C, as células foram transferidas para placas
de 6 pocos contendo FEM e o meio de cultivo DMEM:F12 (1:1), suplementado com 20%
SFB, 100UI/mL penicilina/100pg/mL estreptomicina, 3pg/mL anfotericina B, 1% de
aminoacidos ndo essenciais, 1% de aminoacidos essenciais, 0,1mM de B-Mercaptoetanol,
0,1mM de Piruvato de S6dio, 1000U/mL de LIF e 10pug/mL de bFGF.O meio de cultivo foi

renovado a cada 3 dias.
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3.6 Avaliacdo da eficiéncia de reprogramacao

As células de ambas as fontes foram fotografadas nos dias 3, 6, 7 e 15 pos-transducéo
para acompanhar o crescimento das primeiras colonias.

A eficiéncia de reprogramacéo foi avaliada pelo nimero de col6nias formadas apos a
quarta passagem, que se estabeleceu em placa de cultivo de 100 mm tratadas com FEM.

Para avaliar essa eficiéncia foram selecionados aleatoriamente 10 campos (aumento de
10x em microscopio otico invertido) em 4 diferentes placas de cada um dos cultivos, e entéo

foram contadas as coldnias encontradas nos 10 diferentes campos.

3.7 Replicacdo dos transposons

Foi utilizado o Piggy Bac transposon PB-EFla-Oct4-Sox2-Klf4-Myc-IRES-GFP
Human 4-in-1 iPSC Vector (System Bioscience SBI, PB630A-1). Os transposons e a
respectiva transposase possuem o seguinte mapa, ilustrado na Figura 4:

5'PB

Terminal ,_Core EF1c
Repeat Insulalo_v

HS4
insulator

PiggyBac

Super PiggyBac
Human

P 2 ¢ Transposase Polr2A
4-in-1 iPSC oR  Expression Vector Promoter
Construct cat# PB200PA-1

3'PB
Terminal
Repeat

Core §

cat# PB630A-1
Insulator =

SV40

poly:A  gep \

o|r2A

Exon/Intron 1

PiggyBac
Transposase

Figura 4: Mapa do vetor transposon PiggyBac e Super PiggyBac Transposase. Adaptado do catalago PB 1-
PiggyBac™ Transposon Vector System. System Biosciences.

Foram conduzidos experimentos de replicacdo dos transposons, j& que a amostra

inicial era insuficiente para realizar todas as reprogramacOes. Para tanto, foram testadas 3
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tipos de bactérias eletro-competentes (cepas DHS5a de Escherichia coli, cepas de Haemophilus
influenzae e cepas de Acinetobacter baylyi) para replicarem um transposon-teste, com a
mesma quantidade de bases nitrogenadas dos transposons Piggybac, disponivel no laboratorio
de citogenética do Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias-Botucatu.

Adicionou-se 2uL de DNA do transposon-teste a 50 uL de estoque de bactérias
eletrocompetentes, misturou-se delicadamente, acondicionando a amostra em gelo por 5
minutos. Transferiu-se a mistura para uma cubeta de eletroporacdo previamente resfriada e,
entdo, eletroporou-se a amostra com auxilio do equipamento Electroporator 2510 Eppendorf
ajustado as seguintes condigdes: resisténcia de 2002 e voltagem 1400V, uma vez ajustados 0s
parametros, aplicou-se dois pulsos. Ressuspendeu-se o material em 1 mL de meio SOC (2%
de Triton x, 0.5% de extrato de levedura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10 mM
MgSO4, and 20 mM glicose)o qual foi posteriormente coletado da cubeta de eletroporacéo e
cuidadosamente transferido para um microtubo estéril com capacidade de 1,5mL. Uma vez
ressuspensas, as células transformadas foram incubadas sob agitacdo de 140 rpm a 37° em
estufa Orbital Shaker Forma Scientific por uma hora. Transcorrido o tempo, 0 material foi
plaqueado em meio seletivo composto por solugdo nutritiva LB Agar e o antibiotico
Ampicilina, as placas foram mantidas nas condigdes citadas acima por 12 horas durante a
noite e as colbnias selecionadas foram utilizadas para o prosseguimento do método.

Como a replicacdo ndo foi possivel nem com o transposon-teste nem com o Piggybac,
foram realizadas transfeccdes com o transposon Piggybac diretamente nas células da matriz
do cordédo e nos fibroblastos adultos. Adicionou-se 2 ug transposon a 0,5ug transposase em
tubo conico contendo 10° células, misturou-se delicadamente. Transferiu-se a mistura para
uma cubeta de eletroporagéo e, entdo, eletroporou-se a amostra com auxilio do equipamento
Electroporator 2510 Eppendorf ajustado as seguintes condigdes: resisténcia de 200Q e

voltagem 1400V, uma vez ajustados o0s parametros, aplicou-se dois pulsos. Apds a
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eletroporacgdo, adicionou-se a cubeta 1 mL de meio especifico de iPS: DMEM:F12 (1:1),
suplementado com 20% SFB, 100UI/mL penicilina/100pug/mL estreptomicina, 3ug/mL
anfotericina B, 1% de amino&cidos néo essenciais, 1% de aminoacidos essenciais, 0,21mM de
B-Mercaptoetanol, 0,1mM de Piruvato de Sodio e 1000U/mL de LIF e 10ug/mL de bFGF, a
mistura foi posteriormente coletada da cubeta de eletroporacéo e cuidadosamente transferido
para uma placa de 6 pogos contendo FEM e meio de cultivo.

O meio de cultivo foi renovado a cada 3 dias. As células foram cultivadas em estufa a
37°C em atmosfera Umida contendo 95% de ar e 5% CO, e avaliadas nos dias 3, 6, 7 e 15 pos-

transducdo, seguindo a mesma metodologia das reprogramac0es lentivirais ja citada.

4  Caracterizacao celular

4.1 Imunomarcacao das colbnias e citometria de fluxo

Para a imunomarcacdo, células em sexta passagem foram fixadas com
paraformaldeido 4% e seguido o protocolo de imunofluorescéncia do fabricante. Foram
utilizados os seguintes anticorpos primarios:

Kit 1: SCR001 ES Cell Characterization Kit-Millipore
-Oct-4 (monoclonal mouse, MAB4305-20),

-Nanog (monoclonal rabbit, ab80892, Abcam),
-Ssea-1 (monoclonal mouse, MAB4301-20),

-Ssea-3 (monoclonal mouse, MAB4303-20),

-Ssea-4 (monoclonal mouse, MAB4304-20),
-Tra-1-60 (monoclonal mouse, MAB4360-20),

-Tra-1-81 (monoclonal mouse, MAB4381—20).

Kit 2: SCRO78 Fluorescent Human ES/iPS Cell Characterization Kit-Millipore
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-Mouse anti-Oct-4 (POUS5f1), clone 7F9.2, Alexa Fluor® 488 conjugate (Part No.
MAB4419A4).

-Mouse anti-Sox-2, clone 10H9.1, Cy3 conjugate (Part No. MAB4423C3),

-Mouse anti-Nanog, clone 7F7.1, Alexa Fluor® 488 conjugate (Part No. MABD24A4),
-Mouse anti-Tra-1-60, clone Tra-1-60, Cy3 conjugate (Part No. MAB4360C3),

-Mouse anti-Tra-1-81, clone Tra-1-81, Cy3 conjugate (Part No. MAB4381C3).

As marcacOes das placas foram analisadas no microscépio invertido de fluorescéncia
(Leica DMI 3000B) do laboratério LANCA.

Para a citometria de fluxo as amostras foram tripsinizadas e ressuspendidas em PBS,
divididas em aliquotas contendo 400 mil células e incubadas com os anticorpos do Kit 2
(especificos para citometria de fluxo) por uma hora, seguida de trés lavagens e incubacdo com
DAPI para visualizacdo dos nucleos celulares. As amostras foram analisadas no citbmetro
FACS Calibur BD®, o Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria sob os
cuidados da funcionaria Camila de Paula Freitas Dell’Aqua. Foram realizados os controles de
autofluorescéncia das células e controle negativo para todos os anticorpos. Analisou-se uma
média de 8 a 10 mil células para cada um dos anticorpos. Porcentagens acima de 2% foram

consideradas marcagao positiva.

4.2 Atividade da fosfatase alcalina

A coloragéo da fosfatase alcalina foi realizada nos cultivos de fibroblastos adultos e
células de corddo umbilical em placas de 6 pocos. Ambos os tipos celulares foram lavadas
uma vez com DPBS, fixadas e coradas com uma solucéo de Fast Red Violet, Napthol AS-Bl e
agua. O kit de coloracdo Millipore SCR-078 foi utilizado de acordo com as instru¢bes do
fabricante. Depositos insoluveis de corante vermelho indicam os sitios de atividade da

fosfatase alcalina.
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4.3 Diferenciacdo celular espontanea e imunocitoguimica

Visando conduzir a diferenciacdo espontanea das células reprogramadas, foi excluido
o LIF (fator inibidor de leucemia) e o0 bFGF do meio de cultivo de iPS. Tal protocolo foi
iniciado quando as células estavam em sexta passagem. Apds 20 dias de cultivo o meio foi
retirado e as células fixadas em paraformoldeido a 4% por 30 minutos. Apos 3 lavagens em
PBS os cultivos celulares foram incubados seguindo o protocolo do fabricante dos kits. Foram
utilizados os seguintes anticorpos primarios, listados na Tabela 1:

Tabela 1. Anticorpos utilizados e as respectivas marcac@es dos folhetos embrionarios :

Anticorpos Marcagéo
a-fetoproteina (Monoclonal mouse Anti a-
fetoprotein  AFP antibody, clone C3,
Sigma,A8452)
Endoderme
citoqueratina (Monoclonal Mouse
Cytoqueratin  clones AE1/AE3, Dako,
M3515)
tropbnica cardiaca-1  (Polyclonal rabbit
Troponic I-C  H41-cTnl, Santa Cruz
Biotechnology, Sc 98830)
Mesoderme
vimentina (Monoclonal Mouse Anti-vimentin
clone V9, Dako, M0725)
B-11l-tubulina (Polyclonal Rabbit Anti (-
Tubulin 111 antibody, Sigma, T2200)
Ectoderme
Map-2 (Monoclonal mouse Anti-MAP2
antibody, clone AP20, Millipore, MAB3418)
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A metodologia foi realizada em triplicatas, foram avaliadas também amostras

controle- técnico para todos 0s anticorpos.

4.4. Diferenciacdo celular induzida- formacdo de corpos embridides em suspensio e

imunocitoquimica

Para a producdo de corpos embridides foi semeada uma concentracdo de
aproximadamente 3x10* células reprogramadas (em sexta passagem) em placa de Petri
(100mm) contendo 8ml de meio de cultivo de iPS sem a presenca de LIF, bFGF e FEM. Os
cultivos foram incubados em estufa imida a 37° C numa atmosfera com 5% CO, durante 7
dias, apos esse periodo os agregados celulares em 3D foram filtrados em filtros de 0,22 um,
lavados em PBS, fixados em 4% de glutaraldeido e encaminhados para o Laboratério de
Analises Histoldgicas, do Departamento de Patologia Veterindria-FMVZ-UNESP-Botucatu,
onde foram submetidos ao processamento de inclusdo em parafina para realizacdo de cortes e
producdo de laminas para avaliacdo imunohistoquimica das 3 camadas germinativas:
ectoderme, mesoderme e endoderme. Para tanto, foram utilizados os mesmos anticorpos
listados acima para diferenciacdo espontanea das células. O protocolo utilizado foi o sugerido
pelo fabricante dos kits. As imunomarcac@es foram analisadas e fotografadas em microscopio
de luz.

A metodologia foi realizada em triplicatas, foram avaliadas também amostras

controle- técnico para todos 0s anticorpos.

45. Diferenciacdo celular induzida-formacdo de corpos embridides em gotas

suspensas (hanging drop) e imunocitoquimica

Na técnica de “hanging drop” as células séo cultivadas em gotas suspensas de 50ul

dispostas na tampa da placa de Petri (100mm), e 1 ml de PBS na base da placa para evitar o
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ressecamento do cultivo. Foram semeadas 3 x 10* células/ml (em sexta passagem) em gotas
suspensas de meio de cultivo de iPS sem a presenca de LIF, bFGF e FEM. Esse sistema foi
incubado em estufa 100% umida, 37°C e 5% de CO,, metade do meio das gotas foi
substituido a cada 2 dias. Apos 10 dias em cultivo, os corpos embridides foram lavados em
PBS, fixados em 4% de glutaraldeido e encaminhados para o Laboratorio de Analises
Histologicas, do Departamento de Patologia Veterinaria-FMVZ-UNESP-Botucatu, onde
foram submetidos ao processamento de inclusdo em parafina para realizacdo de cortes e
producdo de laminas para avaliacdo imunohistoquimica das 3 camadas germinativas:
ectoderme, mesoderme e endoderme. Para tanto, foram utilizados 0os mesmos anticorpos
listados acima para diferenciacdo espontanea das células. O protocolo utilizado foi o sugerido
pelo fabricante dos kits. As imunomarcacdes foram analisadas e fotografadas em microscopio
de luz.

A metodologia foi realizada em triplicatas, foram avaliadas também amostras

controle- técnico para todos 0s anticorpos.

4.6.PCR em tempo real

Todo o procedimento de PCR em tempo real foi realizado no Laboratério de
Diagnostico Molecular (LDM)-IBB-UNESP-Botucatu/SP sob a supervisdo da pos-doutoranda

Claudia de Camargo Tozato e do Prof.° Dr. Jodo Pessoa Aradjo Junior.

4.6.1.Extracdo de RNA

Os RNAs totais das amostras de fibroblastos adultos, fibroblastos adultos
reprogramados, celulas de corddo umbilical e células reprogramadas do corddo umbilical
foram extraidos através do kit Total RNA Purification kit (Norgen Biotec Corp, 17200),
conforme as recomendacfes do fabricante. Apds a extracdo, armazenamos 0S RNAs em

caixas devidamente especificadas a uma temperatura de -80°C até posterior utilizacao.
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4.6.2. Tratamento com DNAse

Com a finalidade de eliminar DNA gendmico, o RNA extraido foi tratado com a
enzima RQ1 RNase-Free DNase (Promega, M6101), conforme as instrugdes do fabricante.
Para verificar a acdo da enzima, foram realizadas reacdes de One-Step RT-gPCR das amostras
tratadas com e sem a enzima de transcricdo reversa. Para isso, foram utilizados 10 pl de
GoTag® 1-Step RT-gPCR (A6020; Promega), 300 nM de primer do gene Klf4, agua g.s.p. e
0.4 pL do mix de RT nas reagbes que continham a enzima RT. As condig¢Ges de ciclagem
utilizadas foram as indicadas pelo fabricante.

4.6.3. Quantificacdo do RNA

O RNA extraido foi quantificado no espectofotometro NanoVue Plus, GE Healthcare,
nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm. O grau de pureza das amostras é dado pela
relacdo A260/A280, considerando o RNA puro, ou seja, livre de contaminantes, quando

compreendida entre 1.8 <razdo > 2,2. A concentra¢do foi calculada em pg/mL.

4.6.4.Sintese de cDNA

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada através do kit RevertAid First
Strand cDNA (K1622 —Thermo Fischer Scientific). Foram utilizados 0.5 pg de RNA
previamente tratado com DNAse, 0.2 g de primer randémico, 1 pL de inibidor de RNAse, 2
pL de DNTP, 4 pL de tampéo e 1 pL de MMLV para cada reagcdo de 20 pL, conforme as

instrucdes do fabricante.

4.6.5. PCR guantitativa (qPCR)

A gPCR foi realizada utilizando o 10 pl de GoTag® gPCR Master Mix, 300nM de
cada primer, agua livre de nuclease g.s.p. e 2 pl de cDNA. Como controle negativo da reacao
para cada gene foi utilizado agua ultrapura livre de nuclease. As leituras da fluorescéncia

foram realizadas pelo equipamento 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems) a cada ciclo
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de amplificacdo e, posteriormente, analisados pelo Sequence Detection Software (SDS) v1.3
(Applied Biosystems). Todas as reacdes foram submetidas as mesmas condic¢Bes de andlise e
normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX para correcdo de flutuacGes na
leitura decorrentes a variacBes de volume e evaporacdo ao longo da reacdo. O resultado,
expresso em valor de CT (Cycle Threshold), se refere ao nimero de ciclos de PCR

necessarios para que o sinal o fluorescente atinja o limiar de detecgdo.

A eficiéncia da reacdo de amplificacdo de cada gene-alvo e célculo da quantificacéo
relativa foram realizadas utilizando a amostra de cDNA de células reprogramadas do cordéao
umbilical pura, que recebeu o valor de 100, e diluicdo seriadas até 10 ( valor de 1). A
amostra de células reprogramadas do corddo umbilical foi escolhida para confeccdo da curva
padrdo por apresentar o menor CT nas rea¢Ges de RT-gPCR testadas anteriormente. O gréafico
gerado pela concentracdo de cDNA e o0s respectivos valores de CT foram empregados para o
calculo da equacdo de regressdo, correlacdo entre as varidveis pelo R-quadrado e
quantificacdo das amostras. (PFAFFL, 2001).

A analise dos resultados e a estatistica foram realizados utilizando-se software
Sequence Detection Software (SDS) v1.3 (Applied Biosystems.

4.6.6. Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores da PCR foram desenhados através da sequencia do
plasmideo pPSTEMCCA com o programa Geneious version 7.1.3 (http://www.geneious.com,

Kearse et al., 2012), evidenciados na Figura 5.
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pSTEMCCA Copy
12,535 bp Qctd—31"
Octd 4312 rﬂ

Octd 4411 R
Kif4 F 5,583

0 QOO

Kif4 R 5,630

Figura 5. Imagem do plasmideo STEMCCA indicando as regiGes dos genes—alvo e primers. Geneious version
7.1.3.

4.6.7. Teste dos primers

Os oligonucleotideos iniciadores desenhados foram testados para avaliar eficiéncia
utilizando diluicdes seriadas do plasmideo STEMCCA. Foram realizadas diluicées até 10 em
agua ultrapura livre de nucleases. A qPCR foi realizada conforme descrito acima. Como

controle negativo foi utilizado &gua ultrapura livre de nucleases.
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RESULTADOS



RESULTADOS

1. Cultivos celulares

1.1 Fibroblastos adultos equinos

Os fibroblastos adultos equinos iniciaram sua expansdo na placa com 10 dias pds-
plaqueamento dos fragmentos de pele. Os cultivos atingiram confluéncia de 70% em 15 dias,
com viabilidade de 95% apds o cultivo primario, 90% entre as passagens (Figura 6A) e 85%

pos-descongelamento.

1.2. Células da matriz do corddo equino

As células da matriz do corddo umbilical equino iniciaram sua expansao na placa com
5 dias poés-plagueamento. Os cultivos atingiram confluéncia de 70% em 9 dias, com
viabilidade de 95% ap0s o cultivo primario, 90% entre as passagens (Figura 6B) e 85%

pos-descongelamento.

1.3. Fibroblastos embrionarios murinos

Os fibroblastos embrionarios murinos iniciaram sua expansdo na placa com 10 dias
pos-plaqueamento. Os cultivos atingiram confluéncia de 70% em 17 dias, com viabilidade

de 93% apb6s o cultivo primério, 88% entre as passagens (Figura 6C) e 75% poOs-

descongelamento.

I N ' C

Figura 6. Cultivos celulares em 12 passagem. A. Fiboblasto aultos equinos (100X), B. Células da matriz do
cordao umbilical equino (100x). C. Fibroblastos embrionarios murinos (200X).
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2. Transfeccdo, expansao e reprogramacao

-Lentivirus STEMCCA

As primeiras colbnias indicativas da presenca de células reprogramadas comecaram a
se formar com 7 e 6 dias de cultivo, respectivamente para os fibroblastos adultos e células do
corddo umbilical. Apesar do tempo para inicio da formagéo das colbnias serem parecidos, a
expansdo das col6nias apds a reprogramacdo de fibroblastos foi mais lenta, sendo a 12
passagem realizada 30 dias pos-transducédo. J& a expansdo das coldnias de células do corddo
umbilical foi mais rapida, sendo que 15 dias pos-transducdo ja foi possivel realizar a 12
passagem. Apds a 12 passagem, a curva de crescimento de ambos o0s cultivos se igualou. Os
cultivos permaneceram viaveis e as colonias continuaram a se multiplicar no decorrer de 15

dias, conforme mostrado na Figura 7.

Ambos os cultivos desenvolveram coldnias finas, com bordas definidas, formadas por
pequenas células de tamanho uniforme e aparéncia hexagonal, com nucleo evidente contendo

um ou dois nucléolos, tanto nos cultivos primarios como apds as passagens.
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Figura 7. Células em cultivo pos-reprogramacdo. Fibroblastos adultos reprogramados: A: 7
dias, C: 11 dias e E: 18 dias. Células reprogramadas do corddao umbilical equino: B: 7 dias, D:
11 dias e F: 18 dias. Os circulos vermelhos delimitam as col6nias sem formacéo. Em A, a:
barra de escala representa 1:100pum, em B, C, D, E e F, as barras representam 1:200pum.

Para avaliar a eficiéncia da reprogramacdo mediada por transducéo lentiviral, foram
plagueadas sob FEM uma concentracdo de 10 fibroblastos reprogramados por placa de Petri
(100mm), sob 4 placas, o mesmo foi realizado com as células reprogramadas do corddo

umbilical. Os dados encontram-se plotados na Tabela 2.
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Tabela 2. Contagem das col6nias nos cultivos

Numero de colbnias por placa
Tipo celular Desvio-
Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Total Média x
padréo
Fibroblastos
adultos 95 73 87 69 324 81 10,49
reprogramados
Células
(rfprogramadas ) 94 86 84 08 362 90,5 5,72
0 cordao
umbilical

-Transposon PiggyBac

As transfeccdes realizadas com transposon PiggyBac ndo resultaram em reprogramacoes
efetivas em nenhum dos dois tipos celulares, os cultivos ndo apresentaram col6nias em 10
dias pos-transfeccBes, conforme estabelecido pelo protocolo do fabricante e a literatura
cientifica. Os cultivos permaneceram em observacdo por 30 dias em estufa, com trocas de

meio a cada 3 dias, porém sem sucesso.

3. Caracterizacao celular

3.1.Imunofluorescéncia

Os fibroblastos adultos reprogramados, foram submetidos a analise por imunofluorescéncia
utilizando os dois kits de marcacao (Kit 1: SCR001 ES Cell Characterization Kit-Millipore;
Kit 2: SCR078 Fluorescent Human ES/iPS Cell Characterization Kit-Millipore), mas a

marcacao positiva para Oct-4 e Nanog s6 foi obtida com o kit 2 (Figura 8).
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Figura 8. Imunofluorescéncia das colénias de fibroblastos adultos
reprogramados, expressando marcagdo positiva para Oct-4 (A) e Nanog (C),
sendo (B) e (D) suas respectivas marcagdes de nicleo com DAPI.(Kit: SCR078
Fluorescent Human ES/iPS Cell Characterization Kit-Millipore). Em A e B as
barras representam 1: 50um, em C e D as barras representam 1:100pm.

J& as colbnias de células do corddo umbilical marcaram positivamente para Oct-4 (Kit 1),
Sox-2 (kit 2) e Tra-1-81 (kit 2), conforme a Figura 9.
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Figura 9. Imunofluorescéncia das colénias de celulas reprogramadas de cordédo
umbilical, expressando marcacdo positiva para Oct-4 (A), Sox-2 (C) e Tra-1-81
(E), sendo (B), (D) e (F) suas respectivas marcagdes de nlcleo com DAPI. Em
A, B, C e D as barras representam 1:50um, em E e F as barras representam
1:100um.

3.2.Citometria de fluxo

Através da analise por citometria de fluxo, observou-se que os fibroblastos
reprogramados apresentaram marcagao positiva para Oct-4, Sox-2, Nanog e Tra-1-60
Ja as células reprogramadas do cordao umbilical marcaram positivamente para Oct-4,
Nanog, Tra-1-60 e Tra-1-81. Os dados estdo descritos na Tabela 3:
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Tabela 3. Porcentagem de marcacdo dos anticorpos entre 8 a 10 mil eventos
analisados na citometria de fluxo.

Tipos celulares
Células
reprogramadas Células do Fibroblastos
Marcadores do cordao cordao adultos Fibroblastos
umbilical umbilical reprogramados |  adultos (%)
equino equino (%) (%)
(%)
Oct-4 12,1 0 30,2 0
Sox-2 0 0 12,0 0
Nanog 71,1 0 14,5 0
Tra-1-60 11,9 0 16,3 0
Tra-1-81 12,1 0 0 0
Média das
diferencas 21,4 0 14,6 0
percentuais
Desvio-
padrédo 117,8 0 66,14 0
relativo

Foi analisada apenas uma linhagem de cada tipo celular, todos os anticorpos foram

analisados em triplicata para cada um dos tipos celulares.

3.3. Atividade da fosfatase alcalina

A atividade da fosfatase alcalina pode também ser claramente detectada nos
fibroblastos adultos reprogramados e nas células reprogramadas do corddo umbilical,
conforme mostrado nas Figuras 10 e 11.
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Figura 10: Marcacdo pBSitiva da enzima fosfatase alcalina em fibroblastos adultos
reprogramados equinos. As setas vermelhas evidenciam a monocamada de sustentacao
(FEM). Em A e B as barras representam 1:200um. Em C e D aumento 200X.

m’;.. ?.' Ve :’:. ¢ . L

Figura 11: Marcacéo positiva da enzima fosfatase alcalina em células reprogramadas
do corddo umbilical equino. As setas vermelhas evidenciam a monocamada de
sustentacdo (FEM). Aumento 200X.
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3.4. Diferenciacio celular espontinea e imunocitoguimica

Tanto os fibroblastos quanto as células reprogramadas do corddo umbilical nao

apresentaram marcacdo para nenhum dos anticorpos.

3.5. Diferenciacdo celular induzida - formacao de corpos embridides em suspensdo e em

gotas suspensas e imunocitoguimica

Tanto pela técnica de semeadura das células em suspensdo quanto pela técnica de

gotas suspensas foi possivel produzir corpos embridides, porém a eficiéncia de formacdo na

primeira técnica foi 3 vezes maior do que na segunda. Dados evidenciados na Tabela 4:

Tabela 4: Producgéo dos corpos embridides por duas técnicas diferentes de ambos os tipos
celulares reprogramados.

Em suspenséo Em gota suspensa (em 15 gotas)
Fibroblastos Células Fibroblastos Células
adultos reprogramadas adultos reprogramadas

reprogramados do cordao reprogramados do cordéo

umbilical umbilical
1° experimento 522 498 176 186
2° experimento 538 588 161 177
3° experimento 585 546 165 190

Média 548,3 544 167,3 184,3

Desvio-padrao 26,7 36,8 6,3 5,4

Para a realizagdo dos procedimentos de inclusdo do material para imunohistoquimica

foram utilizados os corpos embridides (Figura 12) originados dos experimentos em suspensao

devido a maior quantidade.
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Figura 12. Morfologia dos corpos embridides originados dos experimentos em
suspensdo. A, B, C e D originados de fibroblastos adultos reprogramados, E e F
originados de células reprogramadas do corddo umbilical. As barras representam
1:200pm.

Tabela 5: Imunohistoquimica dos corpos embridides originados de fibroblastos adultos
reprogramados e de células reprogramadas do corddo umbilical.

Marcadores ectoderme Marcadores mesoderme Marcadores endoderme

MAP 2 Tubulina | Troponina | Vimentina | Alfafetoproteina | Citoqueratina

Fibroblastos

+ + + + + +
adultos
reprogramados
Células + + + + + i

reprogramadas do
corddo umbilical

As Figuras 13 e 14 evidenciam as imunomarcag6es dos cortes histologicos dos corpos
embridides originados dos fibroblastos adultos reprogramados, e as Figuras 15 e 16
evidenciam as imunomarcacdes dos cortes histoldgicos dos corpos embridides originados das
células reprogramadas do corddao umbilical Tanto o controle negativo quanto as células
reprogramadas de ambas as fontes ndo apresentaram marcacdo para os marcadores listados

acima.
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Figura 13. Imunocitoquimica dos corpos embridides originados de fibroblastos adultos reprogramados. A: MAP-2; B:
Tubulina; C: Troponina; D: Vimentina. Os asteriscos representam a marcacdo positiva dos respectivos anticorpos. As barras
representam 1:50pum.
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Figura 14. Imunocitoquimica dos corpos embriodides originados de fibroblastos adultos reprogramados. E: Alfafetoproteina; F:
Citoqueratina. Os asteriscos representam a marcagao positiva dos respectivos anticorpos As barras representam 1:50um.
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Figura 15. Imunocitoquimica dos corpos embridides originados de células reprogramadas do corddo umbilical. A: MAP-2; B:
Tubuling; C: Troponina; D: Vimentina. . Os asteriscos representam a marcagdo positiva dos respectivos anticorpos As barras
representam 1:50pum.

46



.' ‘.-'. ’ L ) ' A ) _',“ . : ’ ; “‘ . ! - - ‘.‘_' .". «.‘ 4

< Pl VI TN e 3N POt bl B ot € —— =
Figura 16. Imunocitoquimica dos corpos embridides originados de células reprogramadas do corddo umbilical. E:
Alfafetoproteina; F: Citoqueratina. G e H: Controle técnico. . Os asteriscos representam a marcacdo positiva dos respectivos
anticorpos As barras representam 1:50um.
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4. PCR em tempo real

4.1.Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores desenhados para quantificacdo da expressdo génica
estdo indicados na tabela 6.

Tabela 6. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores.

Genes e primers Sequéncia de oligonucleotideos Tamanho do produto
(pb)
c-MYC
c-MYC 8,813 F CCAAGCAGAGGAGCAAAAGC 100
c-MYC 8,912 R CGCACAAGAGTTCCGTAGCT
SOX-2
SOX-27,214F GCAGACCTACATGAACGGCT 99
SOX-27,312R GACTTGACCACCGAACCCAT
KLF4
KLF-4 5,583 F GCCCAATTACCCATCCTTCCT 75
KLF-4 5,636 R GGCATGAGCTCTTGGTAATGGA
OCT-4
OCT-4 4312 F GCTGGGTCTCCTTTCTCAGG 100

OCT-4 4,411R ACAGTGCAGTGAAGTGAGGG

GADPH F: TGTCATCAACGGAAAGGC, 183
R:GCATCAGCAGAAGGAGCA,

4.2 Teste dos primers

Os oligonucletideos iniciadores desenhados amplificaram as amostras do plasmideo
STEMCCA e suas respectivas diluicbes. Na figura 25 é possivel verificar o grafico de
amplificacdo da amostra pura e dilui¢cdes até 10 para cada gene. A amostra negativa néo foi
amplificada em nenhuma reagéo.
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Figura 17. Gréficos de amplificacdo do plasmideo STEMCCA puro e diluicBes seriadas para teste dos
oligonucleotideos. Os nimeros indicam as rea¢Ges para cada gene: 1. OCT-4; 2. SOX-2; 3. C-MYC; 4.KLF-4.

Na curva de Melting da gPCR foi verificado somente um pico especifico para cada
gene testado e as temperaturas foram: 84,0°C; 85,2°C; 80,26°C; 82,45°C para OCT-4, SOX-
2, c-MYC E KLF-4, respectivamente. O controle negativo ndo exibiu pico.
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Figura 18. Curva de Melting das reacGes de qPCR plasmideo STEMCCA. Os ndmeros indicam 0s genes
avaliados: A: OCT-4; B: SOX-2; C: c-MYC; D: KLF-4.
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O resultado da quantificacdo do RNA extraido das amostras encontra-se na tabela 7

abaixo:

Tabela 7. Quantificacdo do RNA das amostras.

Amostras Quantificacdo do RNA (ug/ pl)
Fibroblastos adultos 0,144
Fibroblastos adultos reprogramados 0,109
Celulas do corddo umbilical 0,130
Células reprogramadas do corddo umbilical 0,186

4.3.Teste da enzima DNAse

As amostras de RNA total extraidas de fibroblastos adultos, fibroblastos adultos
reprogramados, células do corddo umbilical e células reprogramadas do cordao umbilical
foram tratadas com a enzima DNAse e foram testadas para verificar a presenca de DNA
genémico. Na figura 25 é possivel verificar que ndo houve amplificacdo nas amostras testadas
na qPCR sem a adi¢cdo da enzima de transcricdo reversa, portanto foram negativas, exceto a
amostra de corddo umbilical que em que houve amplificacdo de produto inespecifico no final
da reacdo, com temperatura do pico gerado na curva de Melting de 76,8°C diferente do
produto amplificado com RT-gPCR foi de 73,96°C.
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Figura 19. Gréfico de amplificacdo das amostras de fibroblastos adultos, fibroblastos adultos reprogramados,
células do corddo umbilical e células reprogramadas do corddo umbilical nas rea¢des de gPCR sem a enzima
transcriptase reversa (A) e com a enzima transcriptase reversa (B).
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44, Quantificacdo relativa das amostras
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Figura 20. Grafico de amplificacdo da curva padrdo e amostras para o0 gene OCT-4 (A). Curva de Melting da
curva padrdo e amostras para o gene OCT-4 (B).
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Figura 21. Grafico de amplificacdo da curva padrdo e amostras para o gene SOX-2 (A). Curva de Melting da
curva padrdo e amostras para o gene SOX-2(B).
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Figura 22. Grafico de amplificacdo da curva padrdo e amostras para 0 gene cMYC (A). Curva de Melting da
curva padréo e amostras para o gene cMYC (B).
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Figura 23. Grafico de amplificagdo da curva padrdo e amostras para o gene KIf4 (A). Curva de Melting da curva
padrdo e amostras para o gene Kif4 (B).
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Figura 24. Grafico de amplificacdo da curva padrdo e amostras para o gene GAPDH equino(A). Curva de
Melting da curva padrdo e amostras para o gene GAPDH equino (B).
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Os parametros avaliados na quantificacédo relativa estdo listados nas tabelas 8 e 9:

A eficiéncia das reacdes é dada por:

[Eficiéncia = 10(-1/slope) — 1]

Tabela 8. Desempenho das reacbes de PCR em tempo real para os genes.

Gene R? Eff (%) Slope Y-Inter
OCT-4 0,998 69,69 -4,354 28,369
c-MYC 0,998 74,129 -4,152 27,156
SOX-2 0,999 70,909 -4,296 27,372
KLF-4 1,0 74,066 -4,154 26,783
GAPDH 0,999 71,543 -4,267 29,081
Tabela 9. Quantificacdo relativa dos genes nas amostras.
OCT-4 c-MYC SOX-2 KLF-4 GAPDH
(Ct/Tm) (Ct/Tm) (Ct/Tm) (Ct/Tm) (Ct/Tm)
Fibroblastos adultos 0 0,02 0 0,004 6,715
(- (34,2/79,9) (-I-) (36,65/74,34%) | (25,09/84,62)
Fibroblastos 13,473 13,081 14,985 15,417 85,55
reprogramados (23,45/83,76) | (22,5/80,16) | (22,32/85,65) | (21,8/83,08) | (20,19/84,45)
adultos
Células do cordao 0,011 0,092 0,006 0,004 34,422
umbilical (36,9/84,62) | (31,46/80,16) | (37,02/86,5) | (36,54/82,2) | (21,94/84,79)
Células 100 100 100 100 100
reprogramadas do | (19,76/83,5) | (18,92/80,16) | (18,9/85,4) (18,5/83,08) | (21,94/84,79)

corddo umbilical

0= Indeterminéavel, provavelmente.

Ct= Cycle Threshold

Tm= Melting Temperature
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DISCUSSAO



DISCUSSAO

Neste trabalho foi possivel estabelecer uma linhagem celular pluripotente
geneticamente induzida de células-tronco equinas (eiPS) originadas de fibroblastos adultos e
de células da matriz do corddo umbilical equino.

Os cultivos pré-reprogramacado tanto das amostras de fibroblastos de pele como das
células do corddo umbilical equino apresentaram adesdo a superficie pléstica do frasco de
cultivo e morfologia fibroblastoide. O tempo para que 70% de confluéncia fosse atingido foi
mais curto para células do corddo umbilical equino (9 dias de cultivo) em comparacdo com 0s
fibroblastos de pele (15 dias de cultivo). Estes resultados corroboram com achados relatados
em estudos com células humanas (ZHANG E FAN, 2010), caninas (LEE et al., 2012),
equinos (KOCH et al., 2007) e bovinos (CORRADETTI et al., 2013). No entanto, estas
diferencas podem estar relacionadas ao método de processamento dos fragmentos teciduais
mais do que ao tipo celular, uma fez que os fibroblastos foram isolados a partir do
crescimento de células nas bordas dos explantes de pele, e as células de corddo umbilical,
foram isoladas a partir de tecido digerido.

A metodologia de congelacdo utilizada se mostrou eficiente para a formacdo de um
banco de células, uma vez que a viabilidade média das amostras foi de 85% de células viaveis
e todas as amostras puderam ser re-expandidas.

Embora iPS ja tenham sido produzidas a partir da reprogramacdo de diversos tipos
celulares, os fibroblastos de pele s&o as celulas mais amplamente utilizadas na reprogramacéo.
Isto se d& principalmente pela facilidade de obtencdo deste tipo celular. Por exemplo,
fibroblastos humanos sdo passiveis de reprogramacdo em cultura. No entanto, isto ocorre de
forma lenta (1 més) e com baixa eficiéncia (0,01%) (TAKAHASHI et al, 2007, YU et al,

2007).
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Variagdes na expressdo enddgena de fatores de transcricdo e diferencas epigenéticas
existentes entre os varios tipos celulares podem afetar a eficiéncia de reprogramacéo.
Panopoulos et al (2011) testaram a reprogramacdo de varios lotes de células endoteliais de
veia umbilical humana (HUVEC), e encontraram eficiéncia de reprogramacao entre 2,5-3%.

As células mesenquimais estromais (MSC) sdo células multipotentes presentes em
diversos tecidos de origem mesodermal, incluindo as membranas fetais. Estas células
expressam niveis detectaveis de alguns dos principais genes reguladores presentes nas células
tronco embrionérias (CTE) e também apresentam uma expressdo aumentada de KLF4, um dos
fatores de transcricdo classicos utilizados na geracdo de iPS, sendo portanto, fortes candidatas
a geracdo de células reprogramadas (PICANCO-CASTRO et al., 2011).

Sendo assim, o presente trabalho comparou a eficiéncia de reprogramacdo entre
fibroblastos e células mesenquimais do corddo umbilical de equino. Os resultados mostraram
que, para ambos os tipos celulares, a metodologia de transducdo com lentivirus EFla-human
STEMCCA (OKSM) (Millipore, SCR544) que contém os fatores de transcricdo OCT-4,
SOX-2, c-MYC e KLF-4 foi eficiente. O inicio da formacdo de col6nias de células
semelhantes a iPS foi observado ap6s 6 dias da transducdo quando células do CU foram
usadas e 7 dias quando utilizou-se fibroblastos. Estes resultados estdo de acordo com o
observado por Panopoulos et al (2011) que testaram a reprogramacdo de varios lotes de
células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC), com aparecimento inicial das
colonias no dia 6 dia de cultivo.

Saito, et al (2002) descreveram a dissecagdo da massa celular interna de blastocistos
equinos com 6 a 7 dias e cultivo em meio de cultivo DMEM com SFB. As células-tronco
obtidas foram cultivadas em placa contendo FEM, sem a presenca de LIF, e foi possivel a

manutencdo in vitro da cultura estabilizada por mais que 56 passagens. Estas células foram
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marcadas para os genes indicativos de indiferenciacdo: OCT-4, STAT-3, SSEA-1 e também
para fosfase alcalina.

Embora no cultivo primario, as colonias de iPS obtidas a partir de fibroblastos tenham
tido um crescimento mais lento (30 dias, em comparacdo com 15 dias para células de CU),
apos a primeira passagem, a multiplicacdo das coldnias de ambos os grupos se igualou (ao
redor de 15 dias). Por outro lado, o nimero de coldnias contadas em placas onde a transducéo
foi realizada utilizando células do corddo umbilical equino (90/ placa) foi maior em
comparacdo com o uso de fibroblastos de pele (81/placa). Este resultado indica que as células-
tronco mesenguimais podem ser reprogramadas mais rapidamente e/ou com maior eficiéncia
em comparacdo a outros tipos celulares mais especializados. Esta caracteristica tem sido
atribuida, em grande parte, a expressdo endogena aumentada dos genes de pluripoténcia e a
um padrdo epigenético particular em comparacdo com uma célula diferenciada, (ZHENG et
al., 2009).

Sabidamente as células pluripotentes apresentam algumas caracteristicas que indicam
tratar-se de uma célula indiferenciada como: a atividade de fosfatase alcalina, presenca do
fator de transcricdo OCT-4, alta atividade da telomerase e uma variedade de marcadores
celulares reconhecidos por anticorpos monoclonais nos antigenos estagio-especificos
embrionarios (DONAVAM et al. 2001).

Atualmente, os critérios mais comuns de selecdo para a caracterizacdo das células-
tronco embrionarias humanas e murinas sdo a presenca de fenétipo tipico, que essencialmente
é descrito pela razdo nucleo/citoplasma alta; o padrdo de expressdo de marcadores de
superficie e intracelulares (ex. Ssea-1, Ssea-3/4, Tra-1-60, Tra-1-81, Nanog, Oct-4); alta
atividade de telomerase e pluripoténcia in vitro e in vivo (SIDHU e TUCH, 2006). Em
animais domésticos, porém, tais critérios ainda ndo sdo muito elucidados. Apesar de relatos de

isolamento de colbnias de células obtidas da massa celular interna de blastocistos que
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correspondem a alguns dos critérios requeridos para as células humanas e murinas, 0
isolamento e cultivo destas células-tronco diferem das caracteristicas apresentadas acima e
também entre si (GJORRET; MADDOX-HYTTEL, 2005; WANG et al., 2005; PANT;
KEEFER, 2009).

Os marcadores de pluripoténcia utilizados no presente experimento sdo reativos para
humanos, ratos e camundongos, e devido a falta de marcadores especificos para a espécie
equina, foram utilizados na possibilidade de ocorréncia de reacdo cruzada (PARIS et al,
2010). Através do uso de duas técnicas (imunofluorescéncia e citometria de fluxo),
evidenciamos que as células reprogramadas da matriz do corddo umbilical e fibroblastos
reprogramados expressaram pelo menos 4 marcadores especificos para pluripoténcia dos 5
aos que foram submetidos, indicando padrao pluripotente.

Além disso, tanto as células reprogramadas do corddao umbilical equino como os
fibroblastos adultos reprogramados apresentaram alta atividade da fosfatase alcalina.
Adicionalmente, as colénias de células iPS geradas apresentaram aspecto semelhantes as de
celulas obtidas da massa celular interna de blastocistos equinos, conforme descrito por Lima-
Neto (2010).

No entanto, o padrdo de expressdo dos marcadores diferiu tanto entre os tipos de
células, como entre as metodologias utilizadas. A expressdo de Oct-4 foi observada em todas
as amostras, tanto através da imunofluorescéncia, como da citometria de fluxo. Isso ja era
esperado, uma vez que este fator esta contido no vetor utilizado. Por outro lado, a presenca do
Sox-2 foi observada nas células reprogramadas do corddo umbilical equino somente através
da imunofluorescéncia e nos fibroblastos reprogramados, somente através da citometria de
fluxo. Estas diferencas podem estar relacionadas a ndo especificidade dos anticorpos

utilizados.
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A marcacdo observada nas coldnias através da técnica de imunofluorescéncia foi
bastante evidente, diferenciando com clareza as células reprogramadas dos fibroblastos
murinos da camada de sustentacdo. Por outro lado, na citometria de fluxo foi observada
marcacgdo positiva, mas em uma porcentagem reduzida de células (préxima de 11 a 12% para
a maioria dos marcadores). Este resultado, provavelmente esta associado ao fato de que na
citometria foram contadas 8 a 10 mil células advindas de uma populacdo mista contendo
células reprogramadas e também fibroblastos murinos.

Além do Oct-4 e do Sox-2 foi observada marcacdo positiva também para NANOG em
ambos os tipos celulares que sofreram reprogramacdo. O NANOG ¢ um fator especifico
enddgeno, uma vez que o vetor STEMCCA néo contém este cDNA. Dessa forma, é possivel
afirmar que o NANOG pode ser considerado um repdrter de pluripoténcia, uma vez que sua
expressao foi ativada e encontrou-se presente em células cultivadas por varias passagens.

O OCT-4, SOX-2 e NANOG, sdo fatores-chave da rede auto-regulatéria transcricional
da pluripoténcia em células-tronco embrionarias (CTE), e nossos resultados com células
reprogramadas demonstraram expressao desejavel destes fatores. JAENISH & YOUNG
(2008) observaram que a expressao de Sox- manteve um padrdo similar a expressdo de Nanog
qguando col6nias de iPS foram comparadas entre si, sugerindo que a regulacdo génica de
ambos deve estar intrinsicamente relacionada.

Estudos tém demonstrado que o Sox-2 forma um complexo com o Oct-4, o qual ativa
a transcricdo de numerosos genes relacionados a condicdo pluripotente das células-tronco
embrionarias, dentre eles 0 NANOG (KURODA et al., 2005; RODDA et al., 2005), que se
autorregula e também regula positivamente outros genes, proporcionando a manutencdo da
condicéo pluripotente destas células (BOYER et al., 2005;).

A glicoproteina de alto peso molecular, Tra-1-60 também foi expressa pelas celulas

reprogramadas nos dois grupos. A Tra-1-60 € uma proteina de superficie envolvida na

61



regulacdo celular durante a embriogénese e oncogenes, sendo um marcador importante de
células pluripotentes como as células-tronco de carcinoma embrionario humano, células
germinativas embrionarias e células-tronco embrionarias humanas (VRANA et al., 2003).

Além de atuarem de forma autoregulatoria, os fatores de inducdo da pluripoténcia
reprimem a expressdo de genes reguladores do desenvolvimento que levam a diferenciacéo.
Da mesma forma, co-regulam positivamente a expressdo de genes envolvidos na
autorrenovacao e pluripoténcia (BOYER et al., 2005). Esses genes sdo desativados a medida
que se inicia a diferenciacdo das linhagens de células que constituirdo os tecidos adultos
(ZAGO, 2006).

E conhecido que fibroblastos da monocamada de sustentacio secretam promotores da
manutencdo do estado indiferenciado como o fator de crescimento de fibroblasto (FGF), fator
transformador de crescimento  (TGFp), activinas, proteinas e antagonistas da sinalizacdo de
proteinas morfogenéticas Osseas (BMP) que promovem a manutencdo do estado
indiferenciado (WANG et al., 2005).

Pedersen (2002) relata o LIF (Leukemia inibitory factor) como sendo um fator
liberado por fibroblastos embrionérios murinos, cujo efeito consiste em ativar o fator STAT 3
indispensavel para a continuacdo da multiplicacdo de células indiferenciadas (NIWA et
al,1998). A ativacao de STAT 3 é essencial para a manutencgdo da pluripoténcia, mesmo sem a
presenca de LIF (MATSUDA et al., 1999). Possivelmente os fatores de transcricdo OCT- 4 e
STAT-3 interagem afetando a funcdo dos mesmos genes (NIWA et al, 2000).

Matsuda et al (1999) estudaram um amplo perfil da expressdo génica em CTE murinas
induzidas a diferenciacdo por meio da retirada do LIF a fim de identificar genes cuja alteracéo
da expressédo estivesse relacionada com a perda da pluripoténcia, porém em nosso trabalho a
retirada do LIF e do bFGF nédo levou a perda da pluripoténcia nas colbnias iPS. Apds a

retirada da LIF e do bFGF do cultivo, as coldnias de células reprogramadas ndo apresentavam
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mudanca de morfologia, nem tdo pouco marcacgédo pelos anticorpos a-fetoproteina, troponina
cardiaca-I ¢ B-IlI-tubulina indicando que a retirada destes fatores ndo foi suficiente para
induzir a diferenciacdo espontanea das células cultivadas.

Por outro lado, nos ensaios de diferenciacdo induzida, a auséncia de LIF e bFGF
associada a remocdo da FEM levou a producdo eficiente de corpos embridides que
expressaram marcadores dos 3 folhetos germinativos, corroborando com os achados de
Woltjen et al e Sommer et al (2009) que estudaram a reprogramacdo de fibroblastos fetais
humanos e equinos, respectivamente, indicando que as linhagem reprogramadas podem ser
induzidas a diferenciarem-se em tecidos.

Para producdo dos corpos embridides foram utilizadas duas metodologias, o cultivo
em suspensdo na placa e o cultivo em gotas suspensas. Embora a producdo de corpos
embridides tenha sido eficiente com ambas as metodologias, o cultivo em placas originou um
maior numero de estruturas, talvez pelo maior volume em cultivo.

As analises quantitativas de PCR em tempo real demonstraram que 0s genes estudados
de pluripoténcia estavam expressos somente nas linhagens reprogramadas, originadas de
fibroblastos adultos. Por outro lado as células do corddo umbilical apresentaram uma
expressao baixa dos genes inseridos, mas em quantidades muito menores, do que o observado
nas amostras reprogramadas. Estes resultados indicam que o vetor STEMCCA foi realmente o
responsavel pela entrega do RNA que conferiu pluripotencialidade as células. Sommer et al
(2010) também utilizaram o vetor STEMCCA para gerar iPS humanas e por PCR em tempo
real encontraram expressdo dos genes Ssea-1 e Sox-2, marcacdo positiva para fosfatase
alcalina e para uma variedade de marcadores de células-tronco pluripotentes.

Dessa forma, o sistema de reprogramacdo mediado por transducdo lentiviral utilizado
neste trabalho pode ser considerado um sistema confiavel, eficiente e reproduzivel na geracdo

de iPS, que seriam transcricionalmente mais proximas as CTE (CHIN et al., 2010). Neste caso
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0 comportamento das células reprogramadas em cultivo pode ter seguido o de CTE-like,
descrito por Saito et al. (2002).

Por outro lado, Nagy et al(2011) relataram o sucesso da geracdo de células iPS equina
por meio do sistema de transposon Piggybac, porém como fonte utilizaram fibroblastos fetais
de equinos, diferentemente do presente trabalho, que utilizou fibroblastos adultos. Talvez a
idade celular seja a explicacdo por ndo ter sido possivel reprogramar os fibroblastos.
Teoricamente uma célula somatica adulta ja se encontra com um padréo estabelecido de sua
linhagem, e uma células somatica fetal é mais passivel de ser modificada (TAKAHASHI e
YAMANAKA, 2013).

No presente trabalho ndo foi possivel responder se a eficiéncia de reprogramacdo €
mais alta por meio dos plasmideos virais ou por transposons, ja que ndo houve sucesso na
reprogramacao das células utilizando transposons devido ao baixo nimero de tentativas
realizadas, frente a impossibilidade de replicacdo do transposon.

O acesso as linhagens de iPS equina ndo s6 é de grande valor para a medicina
veterinaria, mas também abrem possibilidades para usar o cavalo como um modelo pré-
clinico excelente para terapias futuras baseadas em células-tronco humanas. Relatamos a
derivacdo bem sucedida de células iPS a partir de fibroblastos adultos e de células do cordao
umbilical equino. No entanto, a caracterizacdo desta linhagem representou um desafio
significativo principalmente devido a falta de anticorpos especificos de pluripoténcia equina o
que nos limitou a utilizar marcadores contra rato, humanos ou coelho e, que apds testes
pilotos, demonstraram reagir de forma cruzada com os epitopos de equinos correspondentes.
Apesar disso, foi possivel determinar que as linhagens de iPS obtidas exibem um fendtipo
pluripotente com base na expressdo de marcadores-chave, na atividade da fosfatase alcalina,
na formacdo de corpos embridides representando todas as trés camadas germinais

embrionarias, e na expressao quantificativa dos genes reporteres.
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CONCLUSAO



CONCLUSAO

As linhagens de iPS obtidas tanto de células da matriz do corddo umbilical quanto de
fibroblastos equinos por meio da insercdo de um vetor policistronico carreando 0s quatro
fatores classicos de pluripoténcia apresentaram caracteristicas de células pluripotentes, com
morfologia caracteristica de col6nias de CTE-like, alta expressdo de fosfatase alcalina e de
fatores tipicos de células pluripotentes humanas e murinas.

Apesar do sistema lentiviral para reprogramacdo ser considerado genomicamente
integrativo, possui caracteristicas importantes como capacidade de transferir grande inserto
exogeno nas células-alvo e transforma-las geneticamente, apresentar baixa imunogenicidade
além de facil manipulacdo. Tais atributos contribuiram para o sucesso da geracédo de células
reprogramadas nesse trabalho, ao contrario do sistema de reprogramacdo mediado por
transposons, que apesar de ndo integrativo, ndo se mostrou efetivo nem eficiente.

A diferenciacdo das colbnias nos 3 tecidos embrionarios ndo foi obtida somente com a
retirada da LIF e bFGF, mas foi também necessario a remog¢édo da camada de sustentacdo para
que houvesse o inicio da diferenciacéo nas 3 linhagens embrionarias.

Dessa forma, o presente trabalho trouxe grande contribuicdo ao conhecimento sobre
reprogramacao celular uma vez que é pioneiro na utilizacdo de células mesenquimais

extraidas do corddo umbilical para producéo de iPS equinas.
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