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RESUMO

PESSOA, L. V. F. Estudo do potencial de pluripoténcia de células-tronco
equinas derivadas de tecido adulto e cordao umbilical submetidas a
reprogramacao induzida geneticamente (células iPS). [Pluripotency potential of
equine mesenchymal cells obtained from different sources subjected to genetically
induced reprogramming (iPS cells)]. 2016. 135 f Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga, 2016.

A insercao de fatores de transcricdo conhecidos em células somaticas é capaz de
reprograma-las levando a um estagio de pluripoténcia, gerando células-tronco
pluripotentes induzidas (iPS). A utilizagdo destas células na medicina regenerativa
tem grande potencial tanto na medicina humana quanto na veterinaria, e a influéncia
da origem da célula somatica utilizada na geragao de iPS é discutida atualmente.
Mamiferos domésticos, como por exemplo o0 equino, sdo bons modelos para o
estudo para medicina humana e veterinaria, com destaque para terapia celular
utilizando células mesenquimais em lesdes ortopédicas e articulares. Tendo como
hipétese que células equinas com diferentes origens apresentam potenciais de
indugcdo a pluripoténcia e capacidade de diferenciagdo in vitro variaveis; esta
proposta tem como objetivo gerar células iPS equinas obtidas através da transdugao
viral dos fatores de transcriggo OSKM humanos ou murinos em fibroblastos (eFibro)
adultos e células mesenquimais derivadas de tecido adiposo (eAdMSC), medula
ossea (eMO) e tecido de corddo umbilical (etCU). Foram isoladas e cultivadas 4
linhagens de células do tecido de corddo umbilical, 3 linhagens de fibroblastos
equinos, 3 linhagens de células mesenquimais de tecido adiposo equinas e 2
linhagens de células de medula 6ssea equina. Essas células tiveram seu tempo de
duplicagao celular calculado em horas (eMO 61,3+15; etCU 53,8+5; eFIBRO 27+2;
eAdMSC 18,2+4,5) e foram caracterizadas por diferenciagdo condrogénica,
osteogénica e audiogénica e por imunofenotipagem. A partir destas células foram
produzidas 85 linhagens iPS equinas (eiPS- 30 linhagens derivadas de fibroblasto,
33 linhagens derivadas de células de tecido adiposo, 21 linhagens derivadas de
células de tecido de corddo umbilical com os fatores humanos e 1 linhagem de
derivada de células de tecido adiposo com os fatores murinos). Testes de detecgéo
de fosfatase alcalina e OCT4 foram realizados para células eiPS obtidas de cada
linhagem e as células eiPS derivadas de tecido adiposo e fibroblastos foram



positivas para detecgdo de NANOG, TRA1-60, TRA1-81 e as células eiPS derivadas
de eAdMSC foram positivas para deteccdo de SSEA-1. As células eiPS derivadas de
cada tipo celular geraram corpos embridides, que posteriormente foram dissociados
para teste de diferenciagao espontanea in vitro. Os resultados mostram que células
equinas podem ser mais facilmente reprogramadas com fatores humanos quando
comparadas com os fatores murinos (P<0.05). Enquanto os fatores murinos
produziram apenas uma linhagem de células iPS derivada de eAdMSC, os fatores
de reprogramagao humanos foram capazes de produzir variadas linhagens de
células iPS, sendo a formagao de coldnias mais eficiente para células derivadas de
eAdMSC (322, P<0.01) do que para células derivadas de eFibro (65) e etCU (58),
que nao diferiram (P=0.95), e n&o foi possivel produzir células eiPS a partir de eMO.
Usando o sistema de indugao a pluripoténcia padronizado em nosso laboratério, a
utilizacao de fatores humanos na reprogramacéao direta gera uma maior eficiéncia na
producdo de células iPS equinas quando comparados com fatores murinos. No
nosso conhecimento, este é o primeiro relato de células eiPS produzidas unicamente

dependentes de bFGF, sem necessidade de adigao de LIF no meio de cultivo.

Palavras-chave: iPS. Equino. Célula tronco. Cordao umbilical. Medula éssea.



ABSTRACT

PESSOA, L. V. F. Pluripotency potential of equine mesenchymal cells obtained
from different sources subjected to genetically induced reprogramming (iPS
cells). [Estudo do potencial de pluripoténcia de células-tronco equinas derivadas de
tecido adulto e corddo wumbilical submetidas a reprogramagao induzida
geneticamente (células iPS)]. 2016. 135 f Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga, 2016.

The insertion of known transcription factors into somatic cells is capable of
reprogramming them into a pluripotency stage, generating induced pluripotent stem
cells (iPS). The influence of the origin of the somatic cell used in the generation of
iPS is currently discussed, and the use of these cells in regenerative medicine has
great potential in both human and veterinary medicine. Domestic mammals, such as
the equine are great models for the study of human and veterinary medicine,
highlighting cell therapy using mesenchymal cells in orthopedic and articular injuries.
Hypothesizing that equine cells derived from different tissues show variable
pluripotency induction potentials and in vitro differentiation capacity, depending on
the source of derivation; this proposal aims to generate equine iPS cells obtained by
viral transduction of human or murine OSKM transcription factors in adult fibroblasts
(eFibro) and mesenchymal cells derived from adipose tissue (eAdMSC), bone
marrow(eMO), umbilical cord tissue (etCU). Four umbilical cord tissue cell lines, three
equine fibroblast cells lines, three equine adipose tissue mesenchymal cell lines and
2 equine bone marrow cell lines were isolated and cultured. These cells had their
doubling time calculated in hours (eMO 61.3 £ 15, etCU 53.8 £ 5, eFIBRO 27 + 2,
and ADMSC 18.2 + 4.5) and were characterized by chondrogenic, osteogenic and
adipogenic and by immunophenotyping. From these cells, 85 equine iPS (eiPS) cell
lines were produced (30 fibroblast-derived cell lines, 33 cell lines derived from
adipose tissue cells, 21 cell lines derived from umbilical cord tissue cells, with human
factors and 1 cell line derived from eAdMSC using murine factors). Alkaline
phosphatase and OCT4 detection tests were performed on eiPS cells obtained from
each cell line and eAdMSC and eFibro derived iPS cells were positive for the
detection of NANOG,TRA1-60, TRA1-81 and eiPS derived from eAdMSC were
positive for SSEA-1 detection. Embryonic bodies, which were later dissociated for

spontaneous differentiation test in vitro were derived from each cell type. Results



show that equine cells can be more easily reprogrammed with human factors when
compared to murine factors (P<0.05). While murine factors produced only one eiPS
cell line derived from eAdMSC, human reprogramming factors were able to produce
multiple eiPS cell lines, and colony formation was more efficient for cells derived from
eAdMSC (322 P <0.01) than for cells derived from eFibro (65) and etCU (58), which
did not differ (P = 0.95) and It has not yet been possible to produce iPS cells from the
eMO cell lines. Using the induction system standardized in our laboratory, the use of
human factors in direct reprogramming results in greater efficiency in the production
of equine iPS cells when compared to murine factors. To our knowledge, this is the
first report of eiPS cells produced solely dependent on bFGF, without the need for
addition of LIF in the culture medium.

Key words: iPS. Equine. Stem cell. Umbilical cord. Bone marrow.
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1.1 INTRODUGCAO GERAL

Desde a clonagem da ovelha Dolly através da técnica de transferéncia
nuclear de célula somatica (TNCS - WILMUT et al., 1997) pode-se afirmar que
oocitos sao capazes de reverter o estado diferenciado de nucleos de células
somaticas, feito ja realizado para as mais variadas espécies ao longo das ultimas
décadas. Em 2006, Takahashi e Yamanaka mostraram que fatores que
apresentavam papel importante na manutengdo das caracteristicas de células
embrionarias também seriam de igual importédncia para a inducdo de células
somaticas a pluripoténcia. Desta maneira desenvolveram outra técnica de
reprogramacgédo génica de células diferenciadas a pluripoténcia, através da
introdugdo, em células de camundongo, dos fatores relacionados a pluripoténcia
OCT3/4, SOX2, KLF4 e c-MYC (OSKM). Esses fatores foram escolhidos dentre 24
genes selecionados inicialmente por serem importantes para a indugcdo e
manutencdo da do estado de pluripoténcia de células tronco embrionarias
(TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; JAENISCH; YOUNG, 2008). Desde entao, essas
células, chamadas de iPS (induced pluripotent stem cells) foram geradas para mais
de 10 espécies animais.

O fator de transcricdo OCT4 (octamer-binding protein 4, também conhecido
como Poubf1- POU domain, class 5, transcription factor 1) é expresso em embrides
e células germinativas. Ja foi comprovado que embrides de camundongo com
deficiéncia na expressao de OCT4 desenvolvem-se até o estagio de blastocisto,
porém sem apresentar pluripoténcia nas células da massa celular interna (NICHOLS
et al., 1998), sendo assim, sua presenga €& diretamente correlacionada a
pluripoténcia (NIWA et al., 2000). Foi evidenciado que a sequéncia do OCT4 é
altamente conservada entre as espécies de mamiferos e a similaridade entre as
sequéncias indica que o papel desempenhado por ele seja similar entre essas
especies (KIRCHHOF et al., 2000).

E grande o interesse na obtengdo de células-tronco embrionarias de
grandes mamiferos, como o equino e o0 bovino, seja ela para a pesquisa basica ou
aplicada, uma vez que estes animais s&o 6timos modelos para o estudo de doengas
humanas. Porém, as células tronco embrionarias equinas se mostraram

problematicas para o isolamento sendo que, até o momento s6 foram obtidas as
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chamadas “células tronco embrionarias-like” (Saito et al., 2002; Li et al., 2006), que
apresentam determinadas caracteristicas de células tronco, como crescimento
indeterminado e pluripoténcia in vitro além de expressdo de determinados
marcadores de pluripoténcia, porém nao apresentaram provas de sua
pluripotencialidade in vivo, como a formagao de teratomas e/ou quimeras (PARIS et
al., 2010). Ja as células-tronco adultas, como possibilidade de tratamento, sdo cada
vez mais estudadas e a aplicacado de células mesenquimais em lesdes ortopédicas e
articulares ja € uma realidade em clinicas pelo mundo, apresentando resultados
como 76% de retorno ao trabalho em casos de injurias do ligamento suspensorio,
77% dos casos de injurias de tenddo e 57% dos casos de problemas articulares’. As
células tronco de medula 6ssea utilizadas para a realizacdo de terapia celular em
equinos (DE VITA et al, 2012), e apresentam grande potencial osteogénico
(TOUPADAKIS et al., 2010), alcangando altas taxas de recuperagdo em casos de
lesbes de tendao (PACCINI et al.,, 2007). Ja as células mesenquimais de tecido
adiposo representam uma fonte interessante para terapia celular, uma vez que sao
obtidas de maneira menos invasiva e em maior quantidade (KERN et al., 2006;
TOUPADAKIS et al., 2010). As células derivadas de tecidos placentarios, como
corddo umbilical sdo de uma fonte ndo invasiva e possuem alta longevidade
(TOUPADAKIS et al., 2010; CARRADE et al., 2012).

Uma vez que as lesbes musculoesqueléticas sdo as principais limitantes da
carreira de cavalos atletas, a terapia celular € um ramo cada vez mais importante da
medicina regenerativa. A produgcdo de células autdlogas é de grande interesse
meédico e cientifico, porém, a producgéo a partir de células pluripotentes significa um
avango ainda maior no campo da terapia celular, uma vez que gera células capazes
de se diferenciar nos mais variados tipos, ampliando o horizonte da medicina
regenerativa.

As células iPS equinas ja foram obtidas por alguns grupos de pesquisa.
Nagy et al. (2011) obtiveram sucesso na producdo de iPS com um sistema de
PiggyBac-transposon associado a tetraciclina em fibroblastos fetais com fatores
murinos. Ja Khodadadi et al. (2012) obtiveram células iPS equinas através da
transducado retroviral dos fatores OCT4, KLF4 e SOX2 humanos em fibroblastos
adultos, assim como e Whitworth et al. (2014), que incluiram outro fator de

! Relatos clinicos da VetStem- Regenerative Veterinary Medicine, dados obtidos de http://www.vet-
stem.com/horses.php em 07/11/2016.
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reprogramacao, o c-MYC,; e fibroblastos de potros foram utilizados para a produgéo
de células iPS equinas a partir introdugdo de vetores virais contendo os fatores
OSKM murinos (BRETON et al., 2013) e a partir de células mesenquimais de tecido
adiposo (LEE et al., 2016 no prelo)z. Como é possivel observar, o numero de células
iPS equinas produzidas € pequeno e seu potencial de diferenciacédo em células de
interesse terapéutico ainda nao foi devidamente estudado (SHARMA et al., 2014).

Assim, neste estudo, objetivamos a geragdo de células iPS equinas através
da introducéo de fatores OSKM interespecificos para a producao das células iPS de
diferentes origens: mesenquimais derivadas de tecido adiposo, de medula éssea, de
tecido de corddo umbilical e fibroblastos. Os diferentes tipos celulares foram
utilizados visando avaliar possiveis efeitos de origem celular.

Nosso grupo obteve sucesso na produgédo de células iPS equinas por meio
da introducédo de fatores relacionados a pluripoténcia através de vetores lentivirais
policistrénicos excisaveis STEMCCA (Stem cell cassette; SOMMER et al. 2009)
contendo a sequéncia para transcritos dos genes OCT4, KLF4, SOX2 e c-MYC
humanos em células mesenquimais derivadas de tecido adiposo equino (BRESSAN,
2013), tecido de corddo umbilical e fibroblastos adultos. Também obtivemos células
iPS equinas a partir dos fatores OSKM murinos, utilizando células derivadas de
tecido adiposo equino, porém com uma eficiéncia mais baixa. Em nossos resultados
preliminares ha indicios que a utilizacdo de fatores especificos humanos na
reprogramacgao direta gera uma maior eficiéncia na produgdo de células iPS
equinas. Acreditamos também que a fonte de derivagcdo das células-tronco equinas
pode influenciar na capacidade de reprogramacgédo e posterior re-diferenciagéao
destas células.

As células iPS produzidas neste estudo a partir de fibroblastos, células
mesenquimais de tecido adiposo e de tecido de corddo umbilical foram
caracterizadas quanto a detec¢do de fosfatase alcalina e formagao de corpos
embridides, expressao génica de OCT4 e NANOG, expressao de OCT4, NANOG,
TRA1-60, TRA1-81, SSEA1, SSEA4 e perfil de miRNA.

*LEE, E. M.; KIM, A.Y.; LEE, E. J.; PARK, J. K;; PARK, S. |.; CHO, S. G.; KIM, H. K.; KIM, S. Y ;
JEONG, K. S. Generation of equine induced pluripotent stem cells and analysis of their therapeutic
potential for muscle injuries. Cell Transplantation, 2016. (no prelo)
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Como € possivel observar, todos os dados envolvendo a produgao de
células iPS de equinos sdo recentes e ainda sdao necessarios mais estudos a

respeito destas células, principalmente visando a terapia celular.

1.2 HIPOTESES

- A geragdo de células iPS equinas é possivel através da introdugcdo de fatores
interespecificos (humanos e murinos) relacionados a pluripoténcia e é mais eficiente
a partir da introdugao dos fatores humanos.

- Células pluripotentes induzidas equinas derivadas de diferentes tecidos apresentam
caracteristicas de pluripoténcia e capacidade de diferenciacédo in vitro diferentes,
segundo a fonte de derivagao.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivos gerais

- Gerar e caracterizar células equinas derivadas de diferentes tecidos:

. Células mesenquimais de tecido adiposo (eAdMSC)

. Células mesenquimais de medula 6ssea (eMO)

. Células mesenquimais do tecido de corddao umbilical (etCU)
. Fibroblastos equinos (eFibro)

- Estudar a geracao iPS equinas (eiPS) a partir dos diferentes tipos celulares isolados,
através da introducédo dos fatores OSKM humano ou murino, avaliando a influéncia

da fonte celular na reprogramagao.
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1.3.2 Objetivos especificos

Isolar e caracterizar por diferenciacdo induzida e imunofenotipagem as linhagens
celulares equinas de medula éssea, de tecido adiposo, de tecido de cordao umbilical

e fibroblastos.

Induzir estas linhagens celulares a pluripoténcia por reprogramacgao direta através

da introdugao dos fatores OSKM humanos ou murinos.

Caracterizar as células iPS geradas quanto a pluripoténcia e perfil de miRNA.
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2 CAPITULO ll: PRODUGAO E CARACTERIZAGAO DAS LINHAGENS
CELULARES DERIVADAS DE TECIDO ADULTO E DE CORDAO UMBILICAL
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2.1 INTRODUCAO

A industria do cavalo movimenta mais de 100 bilhdes de ddlares por ano
(SHARMA et al., 2014) portanto, as afecgbes musculoesqueléticas geram prejuizo e
sdo a principal causa de problemas em equinos, além de ser as responsaveis por
aposentar de 50 a 75% dos animais acometidos, devido a baixa capacidade de
autorreparo apresentada por cartilagens e tendées (KHODADADI et al., 2012).

Devido as semelhangas entre atletas humanos e equinos e entre as lesbdes
decorrentes da atividade fisica em ambas espécies (HACKET et al., 2012), equinos
sdo otimos modelos para pesquisa musculo esquelética e de terapia celular. Sendo
a ultima considerada problematica, uma vez que aproximadamente 0,01% das
células mesenquimais usadas na terapia sao de fato multipotentes, o potencial de
replicacéo e diferenciacédo s&o limitados (BRETON et al., 2013; SHARMA et al.,
2014), as células sdo pouco caracterizadas e faltam sistemas apropriados para
expansdo e manutencédo das mesmas in vitro (SHARMA et al., 2014).

Considerando que as células mesenquimais nao sao plenamente
caracterizadas, e que existem indicios de que células iPS apresentam vestigios
epigenéticos residuais oriundos da célula que foi reprogramada, que podem
apresentar efeitos na capacidade de reprogramacgéo e diferenciagdo das mesmas
(KIM et al., 2010), ponderamos ser importante a utilizagdo de mais de uma fonte
celular para os experimentos deste estudo. Assim, objetivou-se obter e caracterizar
as linhagens celulares equinas que foram trabalhadas neste estudo. S&o elas:
células de medula Ossea, de tecido adiposo, de tecido de corddo umbilical e
fibroblastos.

2.2 REVISAO DE LITERATURA

Logo apds a formagao do zigoto atraveés da fusdo dos gametas feminino e
masculino inicia-se o processo de reprogramacdo celular, que resulta na divisdo
destas células em duas categorias distintas: o trofoblasto, que dara origem aos

anexos embrionarios e a massa celular interna, formada por células pluripotentes
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que originaréo células das trés camadas germinativas (ROSSANT, 2001; OHGANE;
YAGI; SHIOTA, 2008).

As células-tronco embrionarias (CTEs) s&o células derivadas da massa
celular interna de embrides no inicio do desenvolvimento (blastocistos), que
apresentam a capacidade de se diferenciar em qualquer um dos folhetos
germinativos embrionarios: a endoderme, a mesoderme e a ectoderme, que darao
origem centenas tipos celulares durante todo o desenvolvimento, além de crescer
indefinidamente mantendo sua pluripoténcia (EVANS; KAUFMAN, 1981; MARTIN,
1981; THOMSON et al., 1998; OHGANE; YAGI; SHIOTA, 2008). Além disso, as
CTEs apresentam caracteristicas morfologicas especificas como formato
arredondado, nucleo grande e citoplasma escasso (THOMSON et al., 1998;
TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). As CTEs sao interessantes do ponto de vista da
pesquisa pois poderiam ser utilizadas em terapia celular em uma variedade de
doencas além serem consideradas um notavel mecanismo para o estudo da
diferenciagao celular e desenvolvimento embrionario humano. Porém sua utilizagao
pratica na pesquisa fica comprometida, uma vez que as CTEs dependeriam da
producdo e destruicdo de embrides. Assim, foi necessario desenvolver outros
métodos que gerassem células semelhantes morfologicamente e que atuassem da
mesma forma. Foi assim que surgiram os estudos relacionados as células tronco de
pluripoténcia induzida (células IPS; TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006).

Desde 2006, as células iPS sdo a grande esperanga para a terapia celular.
Como sua utilizagdo na clinica humana ainda é considerada arriscada, os modelos
animais, principalmente os com grandes mamiferos, ganham cada vez mais
destaque no mundo da pesquisa. E por essas razdes que cada vez mais grupos de
pesquisa buscam estudar a fundo e desenvolver novas técnicas que aprimorem a
producao das iPS para as mais variadas espécies animais.

Os equinos sao atletas que possuem uma carreira considerada curta e
instavel, uma vez que estao expostos diariamente a riscos de fraturas e lesdes que
nao apresentam hoje um tratamento totalmente satisfatério. Atualmente a terapia
celular com células mesenquimais € considerada uma nova opg¢ao que seria capaz
de remediar situagdes antes consideradas graves. Uma vez que as células iPS sao
pluripotentes e ndo multipotentes como as células mesenquimais, espera-se que sua

utilizagdo na clinica seja mais eficiente para determinados tratamentos. Por isso o
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campo das células iPS precisa ser estudado a fundo para que possamos conhecer

intimamente o funcionamento destas células.

2.2.1 Células tronco embrionarias e mesenquimais equinas

O isolamento de células tronco embrionarias nédo foi bem-sucedido para
todas as espécies (FORTIER, 2005) e em equinos, at¢é o momento, s6 foram
isoladas as chamadas “células tronco embrionarias-like” (CTE-like), que né&o
apresentam todas as caracteristicas esperadas de uma célula tronco embrionaria
propriamente dita. O primeiro relato sobre CTE-like equinas é de Saito et al. (2002),
que isolaram as células através da dissecagdo microcirurgica da massa celular
interna de blastocistos entre os dias 6 e 7. Estas células mantiveram sua capacidade
de proliferagao in vitro por mais de 50 passagens, foram positivas para marcadores
de pluripoténcia classicos como fosfatase alcalina, OCT4, SSEA1 e STAT3 e
possuem a capacidade de se diferenciar em outros tipos celulares. Ja Li et al. (2006)
produziu CTE-like a partir da dissecagao imuno-cirurgica de blastocistos expandidos.
Estas células também se mostraram positivas para os marcadores de pluripoténcia
fosfatase alcalina, OCT4, SSEA1 e STAT3, entre outros assim como a capacidade
de diferenciagdo em outros tipos celulares. Porém as linhagens de CTE-like
apresentadas falharam em demostrar o potencial de pluripoténcia in vivo, através da
formacgao de quimeras ou teratomas (SAITO et al., 2002; LI et al., 2006; PARIS et
al., 2010).

A definicdo classica de células mesenquimais atesta que elas devem ser
aderentes ao plastico, fusiformes e multipotentes, apresentando a capacidade de
diferenciagdo condrogénica, adipogénica e osteogénica (CARRADE et al., 2012).
Entre as células tronco mesenquimais, as células tronco de medula 6ssea, na forma
de aspirado celular, que foram utilizadas para terapia em equinos pela primeira vez
no inicio dos anos 2000 (HERTHEL, 2002) ainda sdo amplamente utilizadas para a
realizagédo de terapia celular em equinos (DE VITA et al., 2012), porém, apresentam
desvantagens como o longo tempo necessario para expansao destas células in vitro
(3 a 6 semanas) e este tempo em cultivo € essencial, uma vez que a quantidade de
células mesenquimais presentes no aspirado de medula 6ssea é baixo (0,001 a
0,01%; FORTIER; TRAVIS, 2011) e a utilizacdo de células de medula Ossea
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expandidas pode atingir até 90% de sucesso em tratamentos de tendinites (PANCINI
et al., 2007). Um estudo comparando o potencial osteogénico de células de medula
0ssea, tecido adiposo e de sangue e tecido de corddo umbilical mostrou que as
células de medula éssea apresentam maior potencial osteogénico, seguidas pelas
células de tecido adiposo e, com um potencial mais baixo, as células derivadas de
corddo umbilical (TOUPADAKIS et al., 2010). Ja as células mesenquimais derivadas
de tecido adiposo podem ser consideradas muito interessantes para a terapia celular
por apresentarem um numero maior de células tronco por volume obtido de material
(KERN et al., 2006) e por serem coletadas de uma forma menos invasiva que as
células de medula 6ssea (TOUPADAKIS et al., 2010), porém podem ser dificeis de
se obter em animais atletas, em plena forma fisica (CARRADE et al., 2011). As
células derivadas de corddo umbilical sdo interessantes por consistirem de uma
fonte n&o invasiva e por apresentarem alta longevidade (TOUPADAKIS et al., 2010;
CARRADE et al.,, 2012), apesar das taxas de isolamento serem mais baixas que
quando comparado com tecido adiposo ou medula 6ssea (63%, 100%, 100%,
respectivamente) as células derivadas de cordao umbilical apresentaram maior
potencial de expansao (KERN et al., 2006). As células mesenquimais de variadas
fontes ja sdo amplamente utilizadas para a terapia celular em equinos, porém ainda

€ necessario estudar estas células a fundo, para garantir resultados mais uniformes.

2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Obtencao de células da medula 6ssea, células de tecido de cordao
umbilical, fibroblastos equinos e células mesenquimais derivadas de

tecido adiposo

2.3.1.1 Células de medula 6ssea

As células de medula éssea equina foram obtidas através de uma
colaboragcdo com a Professora Fernanda da Cruz Landim e seu grupo
(FMVZ/UNESP- Botucatu), de grande conhecimento na area de células tronco
derivadas de animais domésticos (DE VITA et al., 2012; MAIA et al., 2013).
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Resumidamente, os animais coletados foram sedados e anestesiados localmente na
regidao do 5° esternebro, de onde as células sdo coletadas com uma agulha de
Komiyashiki. O aspirado é fracionado por gradiente de densidade e centrifugado. O
pellet € lavado algumas vezes até que as células sejam cultivadas em meio de
cultivo Eagle Dulbecco Modificado (DMEM) (Life Technologies), suplementado com
15% de soro fetal bovino (SFB), 100 pyg/ml de piruvato e 1% de antibidtico e,
cultivado em placas de 100 mm de diametro a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO; e
maxima umidade (condicdo padrdo da estufa) até 80% de confluéncia e
criopreservadas para uso posterior, como descrito por Maia et al. (2013).

2.3.1.2 Células de tecido de cordao umbilical

As células de tecido de corddo umbilical foram derivadas a partir de um
fragmento de corddo umbilical coletado imediatamente apds a ruptura natural do
cordao umbilical no pds-parto. O tecido foi lavado em solucéo salina 0,9% contendo
5% de antibidtico (estreptomicina e penicilina) e reduzido a pequenos fragmentos
antes da incubacido na forma de explantes em meio de cultivo Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium (IMDM; Life Technologies), suplementado com 15% de soro
fetal bovino (SFB; Gibco) e 1% de antibiotico e, cultivado em placas de 35 mm de
didmetro nas condi¢cdes padrao da estufa.

2.3.1.3 Fibroblastos equinos

Os fibroblastos equinos foram obtidos de pele de equino adulto. Um
fragmento de pele foi coletado do pescogo de equino que foi lavado em solugéo
salina 0,9% contendo 5% de antibidtico (estreptomicina e penicilina) e reduzido em
pequenos fragmentos antes da incubagdo em 0,001% de colagenase IV (Sigma) por
3 h. Apés inativacdo da colagenase, o precipitado de células foi ressuspendido em
meio de cultivo IMDM, suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB), 100 pug/ml

de piruvato e 1% de antibidtico e, cultivado em placas de 35 mm de diametro a
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38,5°C em condicdo padrdo da estufa. As células foram repicadas antes de
atingirem 90% de confluéncia e criopreservadas em varias aliquotas na terceira

passagem para serem utilizadas para os experimentos.

2.3.1.4 Células mesenquimais de tecido adiposo

As linhagens de células mesenquimais de tecido adiposo foram obtidas a
partir de uma biopsia de tecido equino retirada da prega da cauda e digerida em 5 ml
de colagenase IV (Sigma) por um periodo de 3h em incubadora, lavado e
plaqueado, como o descrito para os fibroblastos. As células mesenquimais foram
repicadas antes de atingirem 90% de confluéncia e criopreservadas para posterior
utilizacgao.

Durante os experimentos, as células foram cultivadas em placas de 100 mm
de didmetro em IMDM na presenca de 10% de SFB, 100 pg/ml de piruvato e 1% de
antibiotico. As células foram contadas em Camara de Neubauer a cada passagem
para avaliacdo do crescimento celular. Foram derivados os tipos celulares descritos

de pelo menos 3 animais diferentes.

2.3.2 Caracterizagao celular

As células derivadas de tecido adiposo, tecido de corddo umbilical, medula
ossea e fibroblastos foram caracterizadas por diferenciagdo adipogénica,
condrogénica e osteogénica seguindo as instru¢gdes do kit comercial StemPro
(Gibco), sempre em triplicata.
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2.3.2.1 Diferenciacéo induzida

Resumidamente, usando o kit StemPro, para a diferenciacdo celular
condrogénica, as ceélulas eFibro, eMO, eAdMSC e etCU foram plaqueadas em
goticulas 5 pl na concentragdo de 1,6 x 10’células/ml e a placa foi incubada a
38,5°C, 5%C0O, e maxima umidade, por 2h, quando o meio de diferenciagao foi
adicionado. O meio foi substituido a cada 4 dias, por 2 semanas. Para a
diferenciagdo osteogénica, 5x 10° células/cm?® foram plaqueadas e incubadas a
38,5°C, 5%C0O, e maxima umidade, por 24h, quando o meio IMDM foi substituido
por meio de diferenciacdo especifico. As trocas de meio ocorreram a cada 4 dias,
por 2 semanas. Ja para a diferenciagdo adipogénica 1x 10* células/cm? foram
plaqueadas e incubadas a 38,5°C, 5%CO; e maxima umidade, por 24h, quando o
meio IMDM foi substituido por meio de diferenciagao especifico. As trocas de meio
ocorreram a cada 4 dias, por 2 semanas.

As células do grupo controle foram plaqueadas nas mesmas condigdes,
porém foram mantidas em meio IMDM. Ao final do periodo de 2 semanas, as células
foram fixadas e coradas, utilizando-se os corantes sudan black para células
diferenciadas por adipogénese, alizarin red para células diferenciadas por
osteogénese e alcian blue para células diferenciadas por condrogénese.

2.3.2.2 Imunofenotipagem das células equinas

Os marcadores de superficie CD44 (MCA1082GA, AbD Serotek, Raleigh,
NC, USA), CD86 (NB100-77815, BD Pharmigen), MHCI (MCA1086GA, AbD
Serotek), e MHC Il (MCA1085GA, AbD Serotek) foram selecionados para analise por
citometria de fluxo por serem descritos na literatura como marcadores de células
tronco mesenquimais equinas (CARRADE et al., 2011; BARBERINI et al., 2014; DE
SCHAUWER et al., 2014;). Todas as centrifugacdes realizadas para a marcagao
destas células foram realizadas a 600g, temperatura ambiente por 5 minutos na
centrifuga Eppendorf (5415 R). Para a marcagéo, as células foram peletizadas e
lavadas com solugdo de BSA 0,1% seguida por centrifugagdo. A seguir, as células
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foram bloqueadas com solugdo BSA 10% por 1 hora, a temperatura ambiente e
centrifugadas. As células foram entdo marcadas com anticorpos primarios na
diluicdo 1:300 especificos para equinos por 1 hora a temperatura ambiente, lavadas
e centrifugadas novamente. Foi realizada entdo a marcacdo com anticorpo
secundario policlonal goat anti-mouse FITC (1:300, F-0479, Dako) por 1 hora,
seguida por centrifugacéo e fixagdo com PFA 2% a temperatura ambiente, por 10
minutos. Foi realizada uma ultima centrifugacéo e as células foram suspendidas em
300ul de PBS para citometria de fluxo (FACS ARIA, BD).

2.3.2.3 Calculo do tempo de duplicagao celular

As linhagens celulares foram semeadas em ftriplicata, na concentragao
3x10%, em placas de 6 pogos. Apds 48hr em cultivo, as células foram repicadas
enzimaticamente (Tryple Express, Sigma), contadas em cédmara de Neubauer e
semeadas novamente na concentragao inicial (3x104), processo esse que foi
repetido por pelo menos trés passagens. O calculo do tempo de duplicagdo celular
(em horas) foi realizado usando como base a férmula a seguir, como descrito por
Gruber et al. (2011).

TD = (T -To) log 2/ (log N -log No)

Onde:

TD= tempo de duplicagao celular

(T -To) = tempo (horas) de incubacéo entre os repiques
No = numero inicial de células semeadas

N = numero de células recuperadas apds o repique
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2.3.2.4 Analises estatisticas

Para a analise estatistica dos experimentos de imunofenotipagem e tempo de
duplicacgao celular, foi aplicado um teste de analise de variancia seguido por teste de

Tukey adotando um critério com 5% de significancia.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Producao de linhagens celulares

Obtivemos 4 linhagens de células do tecido de corddo umbilical, 3 linhagens
de fibroblastos equinos, 3 linhagens de células mesenquimais de tecido adiposo

equinas e 2 linhagens de células de medula 6ssea equina (Figura 1).
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Figura 1 - Imagens das células equinas derivadas de diferentes fontes

J il L AW
Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)

Legenda: (A) séo células obtidas de tecido adiposo, (B) séo fibroblastos, (C) sédo células obtidas de
tecido de cordao umbilical e (D) sao células obtidas de medula 6ssea (200x).
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2.4.2 Caracterizagao celular

2.4.2.1 Diferenciagao induzida pelo kit StemPro

A caracterizagao das células mesenquimais de tecido adiposo, de cordao
umbilical, medula 6ssea e fibroblastos, através do kit comercial StemPro (Gibco) foi
bem-sucedida. Foi possivel observar alteragbes morfolégicas nas células
diferenciadas por condrogénese, osteogénese e adipogénese quando comparadas
aos controles (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Imagens mostrando células equinas de diferentes fontes apds processo de diferenciagéo

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Tipos celulares estudados apds o processo de diferenciagdo induzida in vitro. Células
mesenquimais de tecido adiposo (A), medula éssea (B), corddo umbilical (C) e fibroblastos equinos
(D) fixadas ap6s processo de diferenciagdo condrogénica (1), osteogénica (2), com aumento de 100x
e adipogénica (3), com aumento de 200x, coradas com alcian blue, alizarin red e sudan black,
respectivamente.
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Figura 3 - Imagens mostrando células do grupo controle do experimento de diferenciagéo

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Grupos controle da diferenciagdo condrogénica (1), osteogénica (2), com aumento de 100x
e adipogénica (3), com aumento de 200x, fixadas e coradas com alcian blue, alizarin red e sudan
black, respectivamente onde (A) células mesenquimais de tecido adiposo, (B) células mesenquimais
de medula 6ssea e (C) células mesenquimais de cordao umbilical e (D) fibroblastos equinos.

2.4.2.2 Imunofenotipagem

A porcentagem de marcagdo de cada anticorpo em cada tipo celular foi
aferida por citometria de fluxo. E possivel notar que todas as linhagens analisadas
apresentam baixa expressdo dos marcadores CD86 e MHCII e alta expressao dos
marcadores CD44 e MHCI. Os valores encontrados, listados na tabela abaixo
(Tabela 1), condizem com o encontrado na literatura (CARRADE et al., 2012;
BARBERINI et al., 2014; DE SCHAUWER et al., 2014), ndo havendo diferengas
estatisticas quando comparamos a expressdo de cada marcador entre as quatro
linhagens.
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Tabela 1 - Porcentagem média de expresséo de cada anticorpo em cada tipo celular apés analise
por citometria de fluxo

eAdMSC etCU eMO eFibro
CD44 92,5+11,9 93,4+5,1 86+15,1 89,7+7,5
CD86 1,8+1,3 1,2+0,7 6,415,1 0,6+0,1
MHC | 84+7,5 81,2+17,8 61+4,5 94,13+7,52
MHC Il 3+0,5 5,4+1,9 13,2410 5,7+1,6

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)

Legenda: Porcentagens de expressao de cada marcador de superficie para cada tipo celular equino
ap6s andlise por citometria de fluxo. E possivel notar que os fibroblastos equinos apresentam o
mesmo perfil imunofenotipico que os demais tipos celulares, ndo havendo diferengas estatisticas
entre as linhagens, para cada marcador.

2.4.2.3 Tempo de duplicagao celular

O tempo (horas) de proliferagdo das células foi calculado para cada tipo
celular, conforme descrito anteriormente. Os resultados obtidos mostram que as
células de medula dssea apresentam tempo de duplicagdo mais longo (eMO
61,3+15) seguidas pelas células derivadas de tecido de corddo umbilical (etCU
53,8+5), fibroblastos (eFibro 27+2) e tecido adiposo (eAdMSC 18,2+4,5), conforme
mostra a figura a baixo (Figura 4), ndo houveram diferengas estatisticamente
significativas entre as linhagens em cada uma das passagens, provavelmente

devido a grande variagéo entre as replicatas experimentais.
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Figura 4 - Grafico mostrando o tempo de duplicagao celular das varias linhagens equinas estudadas
neste projeto
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)

Legenda: Grafico mostrando o tempo de duplicagéo celular das varias linhagens equinas estudadas
neste trabalho. Células derivadas de sangue de corddo umbilical (A), células de medula 6ssea (B),
células de tecido de corddo umbilical (C), fibroblastos derivados de equino adulto (D), células de
tecido adiposo umbilical (E) ndo havendo diferengas estatisticas entre as linhagens em cada
passagem.

2.4.3 Discussao

Apesar da tentativa de padronizacdo da caracterizacdo das células
mesenquimais equinas feita por De Schauwer et al. (2011), o baixo numero de
anticorpos especificos para equinos (De MATTOS et al.,, 2009; LOMBANA et al.,
2015) implica em grande dificuldade para a caracterizagdo imunofenotipica das
mesmas. Portanto, as células mesenquimais estudadas neste projeto foram
analisadas conforme o descrito na literatura (CARRADE et al., 2012; BARBERINI et
al., 2014; De SCHAUWER et al., 2014), levando em conta os anticorpos especificos
para equinos disponiveis no mercado.

Células mesenquimais de variadas espécies, incluindo equinos,
sabidamente apresentam expressao de CD44, um receptor de hialuronato que atua
na ativagao dos linfécitos T e MHCI (CARRADE et al., 2011; DE SCHAUWER et al.,
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2011) e n&o apresentam expressao de MHCII e outras moléculas que co-estimulam
linfécitos T, como CD86 (CARRADE et al.,, 2011), porém ha relatos recentes na
literatura de células mesenquimais de medula déssea equinas que apresentam
variaveis niveis de expressdo de MHCII (SCHNABEL et al., 2014).

As células de tecido adiposo, corddo umbilical, medula éssea e fibroblastos
analisadas por nosso grupo apresentaram caracteristica de adesdo quando em
cultivo, morfologia fusiforme e, perante estimulo, foram capazes de se diferenciar in
vitro em linhagens condrogénicas, osteogénicas e adipogénicas (Figura 2). As
linhagens também apresentaram marcacgéo positiva para expressdo de CD44 e
MHCI, e baixa expressao dos marcadores CD86 e MHCII (Tabela1), como descrito
previamente (CARRADE et al., 2011; DE SCHAUWER et al., 2011; BARBERINE et
al., 2014; DE SCHAUWER et al., 2014) ndo havendo diferenga estatistica quando
comparamos a expressao de cada marcador entre as linhagens.

De Schauwer et al. (2014), analisaram imunofenotipicamente células
mesenquimais equinas de fontes ndo invasivas, encontrando taxas meédias de
expressédo de CD44: 97,3%; MHCI: 77,6% e MHCII: 0,8% para células de matriz
cordado umbilical. Ja Carrade et al. (2012) citam os valores médios de CD44: 94,8%
e MHCI: 69,69% e relatam auséncia de expressdao de MHCIl e CD86 em células
mesenquimais de tecido adiposo, medula 6ssea, sangue e tecido de cordao
umbilical. Barberini et al. analisaram, entre outros marcadores, a expressao de CD44
e MHCII em células mesenquimais de tecido adiposo (CD44: 92,4%; MHCII: 3,8%),
medula o6ssea (CD44: 96,2; MHCII: 6,8) e corddao umbilical (CD44: 95,7%; MHCII:
5,9%).

Contudo, pode-se notar que os fibroblastos analisados neste estudo
apresentaram um perfil imunofenotipico e capacidade de diferenciagdo semelhantes
aos das células mesenquimais, o que esta de acordo com Denu et al. (2016), que
mostraram que em humanos, fibroblastos ndo sé possuem o mesmo perfil
imunofenotipico que células mesenquimais, como também apresentam perante
estimulo, potencial de diferenciagdo in vifro em linhagens condrogénicas,
osteogénicas e adipogénica. Este € um indicio de que os métodos de caracterizagao
amplamente utilizados atualmente nao sido especificos para células “tronco”
mesenquimais e da multipotencialidade dos fibroblastos equinos.

Em mamiferos, assim como em outros organismos multicelulares, trés

classes proteicas extracelulares sdo responsaveis por controlar o tamanho, a divisdo
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e a morte celular sendo elas: mitégenos, fatores de crescimento e fatores de
sobrevivéncia. Os mitdgenos sdo responsaveis por atenuar controles negativos
intracelulares que impedem a progressao no ciclo celular, de maneira a estimular a
divisdo das células. Os fatores de crescimento promovem a sintese de variadas
macromoléculas ao mesmo tempo que impedem sua degradacdo, causando um
crescimento celular. Ja os fatores de sobrevivéncia reprimem a apoptose
aumentando a sobrevivéncia e, consequentemente, o numero de células (ALBERTS
et al., 2002). A velocidade em que isso acontece € chamada de taxa de proliferagcao
celular.

Em adigdo a esses fatores, ja foi comprovado que sucessivas passagens in
vitro, assim como a idade do doador afetam a negativamente a taxa de proliferagéao
e a capacidade de diferenciagao de células derivadas de medula 6ssea em murinos
(KRETLOW et al.,, 2008) e humanos (ZAIM et al.,, 2011) e em células de tecido
adiposo humano (CHOUDHERY et al., 2014). A determinagdo da taxa de
proliferagdo celular € importante para os experimentos seguintes neste trabalho,
uma vez que existem indicios de que ela pode afetar a capacidade de
reprogramacéo celular (RUIZ et al., 2011).

Existem variacbes nas taxas de proliferacdo celular entre tipos celulares e
espécies diferentes. Aliborzi et al. (2016), compararam células mesenquimais de
tecido adiposo e de medula 6ssea de porcos da india e identificaram que as células
de tecido adiposo apresentavam menor taxa de proliferacdo. Ja em humanos, Jin et
al. (2013) comparou células derivadas de sangue de cordao umbilical, medula 6ssea
e tecido adiposo e relataram que as células de sangue de corddo umbilical
apresentam menor taxa de proliferacdo quando comparada as demais, enquanto Al-
Nbaheen et al. (2013) compararam células humanas derivadas de tecido adiposo
adulto e pele adulta e de recém-nascidos e encontraram maior taxa de proliferacéo
nas células derivadas de tecido mais jovem. Heidari et al. (2013) compararam
células mesenquimais fetais derivadas de figado, medula éssea e tecido adiposo de
ovinos e notaram que as células derivadas de figado apresentavam maior taxa de
proliferagdo, seguidas por células de medula 6ssea e por ultimo, células de tecido
adiposo.

Em equinos, as taxas de proliferagdo de células derivadas de sangue
periférico, sangue e tecido de corddo umbilical foram comparadas, porém, apesar
das alteragbes entre passagens, os valores nao apresentaram diferengas
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significativas (DE SCHAUWER et al., 2014). Entre as células analisadas neste
estudo, ndo houveram diferengas estatisticamente significativas entre as linhagens
(Figura 4), em cada uma das passagens, provavelmente devido a grande variagéo
entre as replicatas experimentais. Entretanto, é possivel notar que as células de
medula éssea apresentaram menores taxas de proliferacdo, quando comparada as
demais. Ja foram relatadas diferencas entre a taxa de proliferacdo e capacidade de
diferenciagdo de células mesenquimais de medula 6ssea isoladas de grupos de
equinos do mesmo género e idade, indicando um possivel efeito de individuo ou
raca (CARTER-ARNOLD et al.,, 2014). Em nosso trabalho, € possivel que essas
diferengas estejam relacionadas as idades e ragas dos doadores, uma vez que as
células mesenquimais de tecido adiposo, de corddo umbilical e fibroblastos foram
coletados de animais jovens da raga bretd, enquanto as idades e ragas dos
doadores de medula 6ssea sdo desconhecidas.

2.5 CONCLUSOES PARCIAIS

Analisando os resultados obtidos, podemos concluir que foi possivel isolar
células equinas derivadas de tecido adiposo, tecido de corddo umbilical, medula
ossea e fibroblastos utilizando os métodos propostos.

ApOs o processo de caracterizagdo por diferenciagdo e imunofenotipagem,
podemos concluir que, como o esperado e corroborando com a literatura,
(CARRADE et al., 2011; DE SCHAUWER et al., 2011; BARBERINE et al., 2014; DE
SCHAUWER et al., 2014, DENU et al.,, 2016), todas as linhagens estudadas
apresentam potencial de diferenciagdo osteogénica, condrogénica e adipogénica e
apresentam perfil imunofenotipico semelhante, expressando CD44 e MHCI e
apresentando baixa expressao de CD86 e MHCII.
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3 CAPITULO lll: INDUGAO A PLURIPOTENCIA EM CELULAS ADULTAS E DE
CORDAO UMBILICAL DE EQUINOS ATRAVES DA INDUGAO GENICA.
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3.1 INTRODUCAO

As células pluripotentes induzidas, desenvolvidas em 2006 (TAKAHASHI,
YAMANAKA 2006) despertam grande interesse a terapia celular. Porém, sua
utilizagdo na clinica humana ainda € considerada arriscada, o que realca a
importancia dos modelos animais, principalmente os com grandes mamiferos. E por
essas razbes que cada vez mais grupos de pesquisa buscam estudar a fundo e
desenvolver novas técnicas que aprimorem a produgdo das iPS para as mais
variadas espécies animais.

Considerando os indicativos de que as células mesenquimais apresentam
potencial terapéutico limitado e, nos equinos, focado para lesbes musculo
esqueléticas, o interesse por células iPS equinas é intenso e as mesmas ja foram
produzidas por variados grupos de pesquisa, a partir de fibroblastos derivados de
animais de diferentes idades, de queratindcitos e células mesenquimais de tecido
adiposo e utilizado combinagbes dos fatores de reprogramagdo humanos ou
murinos, gerando células dependentes de LIF (leukemia inhibitory fator) e bFGF
(basic fibroblast growth factor) ou apenas LIF (NAGY et al., 2011; KHODADADI et
al.,, 2012; BRETON et al., 2013; SHARMA et al., 2014; WHITWORTH et al., 2014;
LEE et al., 2016 no prelo)®.

Levando em conta os indicios da presengca de uma memoria epigenética
residual em células iPS (KIM et al., 2010), nesta etapa objetivou-se a producéo das
mesmas a partir das variadas linhagens celulares obtidas anteriormente, através da
introdugéo dos fatores OSKM humanos e murinos e a caracterizagao das células iPS
geradas quanto a pluripoténcia celular.

’LEE, E. M.; KIM, A.Y.; LEE, E. J.; PARK, J. K;; PARK, S. |.; CHO, S. G.; KIM, H. K.; KIM, S. Y ;
JEONG, K. S. Generation of equine induced pluripotent stem cells and analysis of their therapeutic
potential for muscle injuries. Cell Transplantation, 2016. (no prelo)
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3.2 REVISAO DE LITERATURA

3.2.1 Reprogramacao Nuclear

Quando bem-sucedido, o processo de desenvolvimento embrionario dos
mamiferos leva ao comprometimento e diferenciagdo celulares, notados através da
formacgao dos diferentes tecidos em um organismo. A primeira diferenciagédo celular
morfologica gera duas linhagens celulares: o trofoblasto e a massa celular interna. O
primeiro da origem aos tecidos extra-embrionarios, enquanto a segunda,
considerada pluripotente, apresenta-se capaz de se diferenciar nos trés folhetos
germinativos embrionarios: a endoderme, a mesoderme e a ectoderme, que por sua
vez dardo origem a centenas tipos celulares (fetais e/ou adultos) durante todo o
desenvolvimento (ROSSANT, 2001; NAFEE et al., 2008; OHGANE; YAGI; SHIOTA;
2008).

Os fatores OCT4 e o NANOG inauguraram a lista dos fatores de transcricéo
necessarios para o desenvolvimento embrionario e para a manutengdo da
pluripoténcia de células-tronco (NICHOLS et al., 1998; MITSUI et al., 2003). Mais
tarde, o fator de transcricdo SOX2 também foi identificado como participante do
processo de regulagdo de genes em células pluripotentes (BOYER et al., 2005).
Hoje sabemos que fatores como OCT4, SOX2 e NANOG sao considerados de
extrema importancia para a manutencdo da pluripoténcia em embrides e células-
tronco (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006), porém n&o estdo sozinhos na regulagcao
das vias génicas de aquisigdo e manutencdo da pluripoténcia (IVANOVA et al.,
2006; LOH et al., 2006).

Todo o procedimento de diferenciagdo celular quer seja ele “natural” ou
‘induzido” sofrera processos moleculares chamados de modificagdes epigenéticas,
que controlam genes especificos de fatores de transcricdo (MANN; BARTOLOMEI,
2002; BEISEL; PARO, 2009). Alguns destes genes possuem padrdes de expressao
associados ao desenvolvimento embrionario e a manutengao da pluripoténcia, tais
como OCT4, SOX2 e NANOG (NICHOLS et al., 1998; MITSUI et al., 2003; BOYER
et al., 2005). Se tratando particularmente de células-tronco, um grande numero de
pesquisadores tem se dedicado a identificar este mecanismo de manutencao e até
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mesmo de indugdo de pluripoténcia celular, desta forma, grupos de pesquisa
(TAKAHASHI; YAMANAKA 2006; MAHEALI et al., 2007; OKITA et al.,, 2007;
WERNIG et al., 2007) mostraram que fatores transcricdo especificos (c-Myc, Kif4,
Oct4 e Sox2) conseguem alterar o perfil transcricional e favorecer a indugéo e
manutencao de pluripoténcia.

A maneira pela qual estes fatores trabalham em conjunto ainda precisa de
maiores esclarecimentos. Aparentemente, eles interagem com fatores de
remodelacdo da cromatina e enzimas modificadoras de histonas para a modulagao
da conformacado da cromatina, o que teria por consequéncia a modulagdo também
da expresséo génica (CHEN; DALEY, 2008).

3.2.2 Aquisigao da pluripoténcia

Em 2006 os pesquisadores Takahashi e Yamanaka, da Universidade de
Kyoto, realizaram uma grande descoberta para o campo da terapia celular,
mostrando ao meio cientifico pela primeira vez um processo de reprogramagao
celular induzido (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006), algo que até entdo, se dava
apenas por fatores oocitarios, mediante técnicas de transferéncia nuclear (MUNSIE
et al., 2000; YANG et al., 2007; HAN; YOON, 2011). Baseados no fato que células
somaticas poderiam ser reprogramadas através das técnicas de transferéncia
nuclear para oodcitos e fusdo de células embrionarias com somaticas, eles
presumiram que havia fatores que apresentavam papel importante na manutencao
da identidade das células embrionarias (Oct4, Sox2, Kif4 e c-Myc: OSKM) também
seriam de igual importéncia para a indugdo de células somaticas a pluripoténcia.
Essa hipotese os guiou ao desenvolvimento das células denominadas células-tronco
induzidas (induced pluripotent stem cell, iPS) murinas (TAKAHASHI; YAMANAKA,
2006). Esta descoberta foi ainda mais celebrada quando em 2007, 0 mesmo grupo
demonstrou que a técnica também poderia ser replicada em fibroblastos humanos
(TAKAHASHI et al., 2007), o gerou um aumento expressivo em pesquisas voltadas
para terapia celular.

Primeiramente, as iPS foram produzidas por mediacido retroviral tendo os

quatro fatores OSKM inseridos diretamente no genoma celular. Desde entdo
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diversos grupos desenvolveram células iPS em diferentes espécies como
camundongo (NAKAGAWA et al., 2008); humano (TAKAHASHI et al., 2007;
NAKAGAWA et al., 2008); rato (CHANG et al., 2010); suino (ESTEBAN et al., 2009),
macaco (LIU et al., 2008; WU et al., 2010), ovinos (BAO et al., 2011; LIU et al.,
2012), bovinos (BRESSAN et al., 2013; MALAVER-ORTEGA et al., 2015), frango
(YU et al., 2014), cdes (KOH; PIEDRAHITA, 2015), caprinos (TAI et al., 2015) e
equinos (NAGY et al., 2011; KHODADADI et al.,, 2012; BRETON et al.,, 2013;
SHARMA et al., 2014; WHITWORTH et al., 2014; LEE et al., 2016 no prelo)4, entre
outros.

As células iPS e células-tronco embrionarias partilham diversos aspectos,
como morfologia, padrao de expressao génica, estado epigenético e capacidade de
diferenciagao in vitro e in vivo. Nos camundongos foram capazes de desenvolver
quimeras adultas e apresentaram competéncia de transmissdo germinativa
(MAHERALI et al., 2007; OKITA et al., 2007; WERNIG et al., 2007). No entanto, foi
observado a formacéo frequente de tumores tanto em quimeras como em progénies
derivadas de células iPS, estando relacionadas com uma possivel reativacdo do
oncogene c-Myc (OKITA et al., 2007). Com o objetivo de excluir este fator negativo,
Nakagawa et al. (2008) e Wernig et al. (2008), conseguiram ent&do gerar células iPS
sem a insergéo do fator c-Myc porém com baixa eficiéncia. Atualmente, foi realizada
a inducdo da pluripoténcia em células humanas e de camundongos sem a
integracdo de transgenes (OSKM) no genoma, através da transfec¢do continua
utilizando plasmideos fechados ou epissomais (OKITA et al., 2008; YU et al., 2009).
No entanto os protocolos atuais ainda apresentam evidéncias de que anomalias
genéticas e epigenéticas ocorrem aleatoriamente durante o processo de indugéo da
pluripoténcia (ZHAO et al., 2010; LAURENT et al., 2011), causando eventos que
podem afetar futuramente as fungdes da célula quando diferenciada.

Desta forma, a producdo destas células ainda precisa ser melhor
fundamentada para que a aplicagao pratica de células induzidas a indiferenciagao
pela modificagdo genética possa ser praticada com seguranga (YAMANAKA et al.,
2007; LIU, 2008).

*LEE, E. M.; KIM, A.Y.; LEE, E. J.; PARK, J. K.; PARK, S. |.; CHO, S. G.; KIM, H. K.; KIM, S. Y ;
JEONG, K. S. Generation of equine induced pluripotent stem cells and analysis of their therapeutic
potential for muscle injuries. Cell Transplantation, 2016. (no prelo)
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3.2.3 iPS equinas

Células iPS equinas ja foram obtidas por alguns grupos de pesquisa. Entre
eles podemos citar Nagy et al. (2011), que obtiveram sucesso na produgéo de iPS
dependentes de bFGF e LIF com um sistema de PiggyBac-transposon associado a
tetraciclina, em fibroblastos fetais usando os fatores de reprogramagao OCT4, KLF4,
SOX2 e C-MYC murinos.

Células iPS equinas dependentes de bFGF e LIF também foram obtidas a
partir introducdo de vetores virais contendo os fatores OSKM murinos em
fibroblastos de potros usando o sistema MMLV (Moloney murine leukemia virus;
BRETON et al.,, 2012). J& Khodadadi et al. (2012) obtiveram células iPS equinas
dependentes de bFGF, LIF e EGF (epidermal growth fator) através da transdugao
retroviral usando o sistema MMLV dos fatores Oct4, KiIf4 e Sox2 humanos em
fibroblastos adultos. Sharma et al. (2014), por sua vez, obteve células eiPS
dependentes unicamente de LIF, através da introdugao dos fatores OSKM murinos
em queratindcitos de potro de 5 meses, usando o sistema MMLV. Withworth et al.
(2014) também produziu eiPS dependentes somente de LIF, usando um sistema de
vetor lentiviral contendo os fatores OSKM humanos, a partir de fibroblastos adultos.
Recentemente, Lee et al. (2016 no prelo)® gerou eiPS a partir de células
mesenquimais de tecido adiposo de um equino jovem, dependentes de LIF, a partir
de um vetor lentiviral induzivel TetO contendo os fatores de reprogramacgao
mOSKM. As linhagens de células eiPS citadas a cima mostraram-se positivas para
fosfatase alcalina, expressdao de OCT4 e NANOG, entre outros marcadores de
pluripoténcia e todas apresentaram potencial de diferenciagdo em ectoderma,
mesoderma e endoderma in vitro e in vivo, com exceg¢ao das células produzidas por
Nagy et al. (2011), que ndo foram testadas in vitro e Withworth et al. (2014), que n&o
foram testadas in vivo.

Nosso grupo obteve sucesso na produgdo de células iPS equinas
dependentes somente de bFGF, por meio da introducdo de fatores relacionados a

pluripoténcia através de vetores lentivirais policistrénicos excisaveis STEMCCA

JLEE, E. M.; KIM, A.Y.; LEE, E. J.; PARK, J. K;; PARK, S. |.; CHO, S. G.; KIM, H. K.; KIM, S. Y ;
JEONG, K. S. Generation of equine induced pluripotent stem cells and analysis of their therapeutic
potential for muscle injuries. Cell Transplantation, 2016. (no prelo)
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(Stem cell cassette) contendo o cDNA de OCT4, KLF4, SOX2 e c-MYC humanos em
células mesenquimais derivadas de tecido adiposo, de tecido de cordao umbilical e
fibroblastos de equinos adultos e com os fatores de reprogramagao murinos, a partir
de células mesenquimais de tecido adiposo. Como se pode notar, todos os dados
envolvendo a producdo de células iPS de equinos sdo recentes e ainda é necessario
estudar tudo que estas células tém a oferecer, principalmente visando a terapia

celular.

3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Producao e caracterizagao células iPS equinas através dos fatores de

transcricao relacionados a pluripoténcia.

A producdo de células iIPS equinas foi realizada conforme protocolo
previamente padronizado em nosso laboratério (BRESSAN, 2013). Para a produgéao
viral, foi utilizada a lipofecgéo (Lipofectamina 3000, Life Technologies). Para isso,
células 293FT foram plaqueadas em placas de cultivo de 100mm na concentragéo
de 5 x 10° células, de modo que apresentassem 90% de confluéncia no momento da
transfecgdo. Foram utilizados 12 pg dos vetores STEMCCA (Figura 5) e 1,2 ug de

cada vetor auxiliar, com excegao do plasmideo VSVG, sendo utilizados 2,4 ug.
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Figura 5 - Mapa do vetor STEMCCA
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Fonte: (BRESSAN, F. F., 2013)
Legenda: mapa do vetor STEMCCA, contendo os fatores de reprogramagédo humanos.

A lipofeccédo foi incubada overnight (de 12 a 16 horas) em contato com as
células, quando houve troca de meio. Apos 48 e 72h o meio coletado foi filtrado e
utilizado na transducgao.

As células equinas foram cultivadas (2 x 10° células por poco de placa de 6
pocos) e transduzidas com o vetor STEMCCA contendo os fatores OSKM humanos
(hOSKM) ou murinos (MOSKM) através de mecanismo lentiviral na presenca de
8ug/ml polibreno (brometo de hexadimetrina, Sigma). Cinco a seis dias apds a
transducédo, as células foram repicadas enzimaticamente com Tryple Express (Life
technologies) e 2,5 x 10* células foram transferidas para pogos de uma placa de 6
pocos contendo uma monocamada de fibroblastos murinos fetais (MEFs)
mitoticamente inativados (Mitomicina C- Sigma). O meio de cultivo de células-tronco
pluripotentes induzidas é constituido de DMEM/F12 (Invitrogen) suplementado com
20% KO-Serum Replacement (Invitrogen), 2mM Glutamina (Invitrogen), 1%
aminoacidos nao essenciais (Invitrogen), 0.055mM beta-mercaptoetanol (Invitrogen),
10ng/mL bFGF (Sigma) e antibioticos. O meio é trocado a cada dois dias, as células
foram avaliadas diariamente quanto a sua morfologia e o primeiro repique de cada

colbnia é feito manualmente e os demais com Tryple Express (Life technologies).
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Cultivos celulares foram recuperados antes da reprogramacao (no dia 0 ou
DO, dia da transducgdo) e apos reprogramagao, apos o repique das colbnias para a
12 passagem, para o acompanhamento da reprogramacéo induzida (Figura 6).

Foram realizadas quatro repeticdes da indugdo a pluripoténcia e a cada
repeticdo foram realizadas contagens das estruturas presentes nas placas de cultivo
e quando estas apresentavam-se com bordas regulares e com populagdo celular
morfologicamente homogénea, foram chamadas de colénias. Os periodos
escolhidos foram os dias 15 e 20 depois da indug&o, periodos em que geralmente ja
existem coldénias propriamente ditas e momento do primeiro repique,

respectivamente.

Figura 6 - Esquema experimental da indugao a pluripoténcia em fung¢édo do tempo de cultivo
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Modelo esquematico experimental do processo de indugéo a pluripoténcia em células
equinas.

3.3.2 Analise estatistica

Para a analise de formagédo de colbnias entre as diferentes linhagens, uma
vez que todas as repeticoes partiram de um mesmo numero de células transduzidas
plaqueadas, foi feita a comparagao entre a quantidade de colénias observadas apds
o periodo de reprogramacdo (p0). Foi aplicado o teste de analise de variancia

seguido por teste de Tukey adotando um critério com 5% de significancia.
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3.3.3 Producao de fibroblastos embrionarios murinos (MEF) para utilizagao de

monocamadas celulares de suporte

Camundongos B6/C57 (5 fémeas e 2 machos) apresentando trés a cinco
meses de idade foram acasalados e a cépula confirmada pela observagcdo da
presenca de tampao vaginal (plug). Aos 13,5 dias de gestagdo, as fémeas foram
eutanasiadas em camara de COZ2 e realizou-se a coleta dos uteros gravidicos que
foram prontamente lavados em solugdo de PBS suplementado com antibidticos e
antifungico. A seguir, os fetos foram recuperados e suas cabegas, membros, 6rgdos
toracicos e abdominais foram removidos (Figura 5); o tecido restante foi macerado e
incubado por 3h a 38,5°C com colagenase IV (0,040g/mL), centrifugado e o pellet
ressuspendido em meio IMDM (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino,
antibidticos e antifungico. Aproximadamente 4 embrides foram cultivados por cada
garrafa de cultivo de 75cm2 e, apds 48h os cultivos foram congelados e estocados
para uso posterior (Figura 7).

Para a producdo de monocamadas de fibroblasto murino inativadas
mitoticamente, garrafas de cultivo de 75cm2 apresentando aproximadamente 80%
de confluéncia foram incubadas com mitomicina-C (10mg/mL, Sigma) por 3h. Apés
este periodo os cultivos foram digeridos enzimaticamente com Tryple Express (Life
technologies) e semeados em placas de cultivo na concentragéo de 0,8 x 10° células

por placa de 35mm (placa de 6 pogos).
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Figura 7 - Processo de isolamento de MEFs
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016).

Legenda: Coleta de embrides murinos com 13,5 dias de gestagdo. A: Uteros gravidicos contendo os
embrides. B: embrides recuperados do utero e placenta. C: embrides sendo dissecados. D: Embrides
apos a retira da cabega, membros e figado. E: Grupo de 4 embrides macerados. F: embriées em
digestao em colagenase.

3.3.4 Deteccgao de fosfatase alcalina, formagao de corpos embridides (CE) e

diferenciacao espontanea in vitro

A atividade da enzima fosfatase alcalina foi observada nas células eiPS
derivadas de células eAdMSC (eiPS-eAdMSC), etCU (eiPS-etCU) e eFibro (eiPS-
eFibro), através do kit de detecgdo de fosfatase alcalina (Leukocyte Alkaline
Phosphatase Kit, Sigma), segundo recomendacgdes do fabricante. Células coradas
em rosa avermelhado foram classificadas como positivas.

Para a formagéo de CE, as células foram enzimaticamente digeridas por 3
minutos e grumos foram cultivados em suspensao em placas cobertas por agarose
0,6% para evitar adesao a placa, em meio de células iPS sem bFGF. Os CEs foram
cultivados por 72h, fotodocumentados. Os CEs formados foram dissociados

mecanicamente e cultivados em IMDM na presenca de 10% de SFB e 1% de
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antibiético para diferenciagdo espontanea in vitro, que foi avaliada por

imunocitoquimica.

3.3.5 Caracterizagao das células eiPS por imunocitoquimica

Para realizacdo dos diferentes protocolos de imunocitoquimica, as células
eiPS foram cultivadas em placas de 24 pocos, com 1,6x 10* MEFs, em meio iPS
padrao até que apresentassem col6nias, momento em que foram fixadas com

paraformaldeido (Synth) por 12 minutos e lavadas com PBS por 3 vezes.

3.3.5.1 OCT4

Para a marcagao nuclear com OCT4 (Sc8628, Santa Cruz), cada pogo foi
lavado com PBS por 5 minutos. A seguir, as células foram permeabilizadas com
solugédo de Tryton X-100 (Labome) 0,1%, por 10 minutos, a temperatura ambiente.
Posteriormente foram lavadas novamente por 3 vezes e bloqueadas com solugao
BSA 1% adicionada de Tween 20 (Biocare medical) 0,1%, por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Foram entdo marcadas com o anticorpo primario (diluicdo
1:100) overnight. Apos 3 lavagens consecutivas com PBS, as células foram
marcadas com o anticorpo secundario (Anti-goat Alex 488, A11078; diluicdo 1:300)
por 1 hora, seguido de 3 lavagens consecutivas e marcagdo com hoechst (33342;
diluigdo 1:1000) por 5 minutos, e ultima lavagem com PBS.

3.3.5.2 NANOG, TRA1-60 e TRA1-81

Para a marcagdo nuclear com NANOG (ab80892; diluicdo 1:200), e
citoplasmatica com TRA1-60 (MAB4360-Millipore; diluicdo 1:50) e TRA1-81
(MAB4381-Millipore; diluicdo 1:50), cada pogo foi lavado com PBS por 5 minutos. A
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seguir, as células foram bloqueadas com solugdo 5% de soro de cabra, por 30
minutos, a temperatura ambiente e foram marcadas com o anticorpo primario diluido
em solugao 3% soro de cabra, overnight. Apos 3 lavagens consecutivas com PBS,
as ceélulas foram marcadas com o anticorpo secundario: NANOG (Anti-rabbit igG
Alex 488; diluicdo 1:500), Tra1-60 e Tra1-81 (Anti-goat IgM Alex 594; diluicdo 1:500)
por 2 horas, seguido de 3 lavagens consecutivas e marcagdo com hoechst (33342;
diluigdo 1:1000) por 5 minutos, e ultima lavagem com PBS.

3.3.5.3 SSEA1 e SSEA4

Para a marcagao citoplasmatica com SSEA1 (MAB4301-Millipore; diluicdo
1:110) e SSEA4 (MAB4304-Millipore; diluigdo 1:110) cada pogo foi lavado com PBS
por 5 minutos. A seguir, as células foram permeabilizadas com solugdo de Tryton
0,1%, por 10 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente foram lavadas
novamente por 3 vezes e bloqueadas com solugdo BSA 1% adicionada de Tween
0,1%, por 30 minutos, a temperatura ambiente. Foram entdo marcadas com o
anticorpo primario, overnight a 4°C. Apds 3 lavagens consecutivas com PBS, as
células foram marcadas com o anticorpo secundario (Anti-goat IgM Alex 594;
diluicdo 1:500) por 2 horas, seguido de 3 lavagens consecutivas e marcagdo com
hoechst (33342; diluicdo 1:1000) por 5 minutos, e ultima lavagem com PBS.

3.3.6 Diferenciagao das células eiPS in vitro

As células tronco embrionarias apresentam caracteristicas importantes,
como a capacidade de autorrenovacao por tempo indeterminado e de diferenciacéo
em todas as linhagens de células somaticas (EVANS; KAUFMAN, 1981). As células
iPS compatilham estes aspectos, e portanto, a habilidade de gerar células dos trés
folhetos embrionarios € essencial para a caracterizagdo das células tronco de
pluripoténcia induzida. As células foram caracterizadas por diferenciagao in vitro de
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duas formas: apos dissociacdo mecanica dos corpos embrioides gerados e com

auxilio dos kits comerciais StemXVivo Endoderm, Ectoderm e Mesoderm.

3.3.6.1 Diferenciagao das células eiPS com kit Ectoderm StemXVivo (R&D systems)

Para a realizacdo desta etapa, foram utilizadas as células eiPS derivadas
das linhagens eFibro, etCU e eAdMSC. Resumidamente, estas células foram
plaqueadas na concentracdo de 1,1x 10° células /cm? em pocos previamente
cobertos com extrato de membrana basal Cultrex® (BME), em meio condicionado
para MEF contendo FGF e cultivadas por 24h, a 37°C e 5% de CO,, até que
atingissem aproximadamente 50% de confluéncia. Neste momento o meio de cultivo
foi trocado por meio de diferenciagao ectodérmica e as células foram incubadas por
12 a 24 horas. A partir do segundo dia em cultivo para diferenciagéo, as trocas de
meio foram diarias, por 4 dias. Apos este periodo, as células estavam prontas para
diferenciagao em tipos celulares especificos ou para analise por citometria de fluxo e

imunocitoquimica.

3.3.6.2 Diferenciacdo das células eiPS com kit Endoderm StemXVivo (R&D

systems)

Para a realizacdo desta etapa, foram utilizadas as células eiPS derivadas
das linhagens eFibro, etCU e eAdMSC. Resumidamente, estas células foram
plaqueadas na concentracdo de 3,3x 10° células /cm?, em pocos previamente
cobertos com extrato de membrana basal Cultrex® (BME), em meio condicionado
para MEF contendo FGF e cultivadas por 24h, a 37°C e 5% de CO,, até que se
apresentassem como uma monocamada de células fortemente justapostas. Neste
momento o meio de cultivo foi reposto por meio condicionado para MEF contendo
FGF fresco e incubado por 2 a 4 horas. Apos este periodo, o meio foi removido, o
poco foi lavado com PBS e adicionou-se o meio de diferenciagdo endodérmica |, que

foi incubado por 12 a 16 horas. A seguir, 0 meio foi substituido por meio de
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diferenciagao endodérmica |l, que foi substituido a cada 12 horas, por 4 dias. Apos
este periodo, as células estavam prontas para diferenciagdo em tipos celulares

especificos ou para analise por citometria de fluxo e imunocitoquimica.

3.3.6.3 Diferenciacdo das células eiPS com kit Mesoderm StemXVivo (R&D

systems)

Para a realizacdo desta etapa, foram utilizadas as células eiPS derivadas
das linhagens eFibro, etCU e eAdMSC. Resumidamente, estas células foram
plaqueadas na concentragdo de 1,1x 10° células/cm?, em pocos previamente
cobertos com extrato de membrana basal Cultrex® (BME), em meio condicionado
para MEF contendo FGF e cultivadas por 24h, a 37°C e 5% de CO,, até que
atingissem aproximadamente 50% de confluéncia. Neste momento o meio de cultivo
foi trocado por meio de diferenciagdo mesodérmica, e as células foram incubadas
por 12 a 16 horas. O meio de cultivo foi reposto no segundo dia em cultivo e, apos
12 a 20 horas, as células estavam prontas para diferenciacdo em tipos celulares

especificos ou para analise por citometria de fluxo e imunocitoquimica.

3.3.7 Confirmacao da reprogramacao celular através da expressao génica de

transcritos relacionados a pluripoténcia

Para a analise de expressao génica foi realizada a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) das células antes e apds a reprogramacéo celular (iPS). Para tal,
as amostras de células coletadas tiveram seu RNA total isolado utilizando-se o kit
RNAeasy (Qiagen, Valencia, CA, USA), como descrito no item 3.3.8, e o cDNA
sintetizado utilizando o kit High capacity RNA to cDNA Reverse Transcription
seguindo instrugdes do fabricante (Applied Biosystems, EUA).

A reacgédo de PCR foi desenvolvida utilizando o termociclador C1000 Touch™
Thermal Cycler (BIO-RAD, California, EUA) com as seguintes condigdes de

ciclagem: 95°C por 30 segundos, 45 ciclos de 95°C por 10 segundos, 60°C por 60
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segundos e 68°C por 30 segundos, e 68°C por 5 minutos. Foram utilizados oligos
iniciadores para especificos para transcritos equinos dos genes NANOG, OCT4 e
GAPDH (Tabela 2), desenhados para este experimento.

Tabela 2 - Relagao de primers utilizados para analise de expresséo génica de genes associados a
pluripoténcia

Alvo Sequéncia Tamanho do fragmento
e0OCT4 FW TAGGGTTAGAGCTGCCCCCTC 199 pb
Rev GTTTGTGTTGTCCCTCCCCCA
eNANOG Fw ACTGCTCATTCAGGACAGCC 200 pb
Rev TCTGCTGGAGGCTGAGGTAT
eGAPDH Fw GTTTGTGATGGGCGTGAACC 205 pb

Rev ATCGCGCCACATCTTCCC
Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016).
Legenda: Relagdo de primers especificos para equinos, desenhados e utilizados para analise de
expressao génica de genes associados a pluripoténcia.

3.3.8 Analise do perfil de miRNAs das células eiPS de derivadas de diferentes
tipos celulares

Para a analise de miRNA, as amostras de células mesenquimais de tecido
de cordao umbilical, fibroblastos, eAdJMSC foram coletadas em dois momentos: no
DO da indugado a pluripoténcia (células ndo induzidas, ou controle da indugéo), a
partir da 5% passagem das colbnias de eiPS (eiPS-etCU, eiPS-eAdMSC, eiPS-
eFibro). Este delineamento (Figura 8) foi idealizado para analizarmos os miRNAs
associados com a aquisi¢ao da pluripoténcia nestas células. O Apéndice A contém a
tabela com os primers utilizados.

As amostras dos cultivos foram peletizadas, lavadas em PBS e congeladas
em nitrogénio liquido seguido por armazenamento a -80° C. O RNA total das
amostras foi extraido com o kit comercial miRNAeasy (Qiagen, Valencia, CA, USA),
seguindo recomendacdes do fabricante, como descrito a seguir.

Adicionou-se 700upl de reagente de lise QIAzol a amostra, que foi
homogeneizada e incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. A seguir,
acrescentou-se 200pl de cloroférmio, agitou-se a amostra vigorosamente por

aproximadamente 15 segundos, para entdo incubar a temperatura ambiente por 3
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minutos e centrifugar por 15 minutos a 12000 x g e 4°C. Com este processo, a
amostra passa a apresentar-se segregada em fases. Foi realizada entdo a
transferéncia da fase aquosa para um novo tubo, evitando coletar qualquer porgao
da interfase e foi adicionado etanol 100% na quantidade de 1,5 vezes o volume da
amostra. Na sequéncia, 700yl de amostra foram pipetados por vez em uma mini
coluna RNeasy®, acoplada a um tubo e centrifugados por 28000 x g, a temperatura
ambiente, por 30 segundos, passo este que foi repetido até que o volume total da
amostra seja centrifugado. A seguir, 700ul de buffer RTW foram adicionados a
coluna, que foi centrifugada por 28000 x g, a temperatura ambiente, por 30
segundos, e o volume filtrado foi descartado. O processo foi repetido utilizando-se
500ul de buffer RPE por duas vezes. A primeira a centrifugagédo foi realizada a
28000 x g, a temperatura ambiente, por 30 segundos e a segunda por 2 minutos.
ApOs este procedimento, a coluna foi transferida para um novo tubo e centrifugada
por 1 minuto, a velocidade maxima, para secar a membrana. Por fim, adicionou-se
30ul de agua livre de RNAse diretamente na membrana da coluna que foi
centrifugada por 28000 x g, a temperatura ambiente, por 1 minuto, para eluir o RNA
isolado. Apos a extracdo, o RNA isolado foi analisado quanto a quantidade e
qualidade (razédo 260/280) usando NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

Para analise do perfil de miRNA foi utilizada a metodologia descrita por
Silveira et al. em 2012. A reacao de transcriptase reversa foi realizada com miScript
(Quiagen n°218193, Venlo, Limburg, Holanda), seguindo instru¢ées do fabricante.
Inicialmente, 200ng do RNA total foram transformados em cDNA num total de 10 ul e
usados na analise de 125 miRNAs. Resumidamente, o RNA foi incubado em 5x
miScript HiFlex Buffer, 10x miScript Nucleic Mix, agua livre de RNase e miScript
reverse transcriptase a 37°C por 1hora e a 95°C por 5 minutos.

A expressédo dos miRNAs foi analisada nas células equinas eFibro, eAMSC
e etCU antes e apds da inducdo a pluripoténcia. As analises foram realizadas em
reacdes de 6 pl contendo 10 uM primer reverse Universal (Quiagen), 10 yM primer
forward especifico de miRNA (Apendice A), 0,03 yl de cDNA e master mix 2x
Quantitec SYBER Green (Quiagen). A reacdo de PCR-tempo real foi analisada
usando QuantStudio 6 Flex PCR System (Applied Biosystems) com as seguintes
condigbes de ciclo: 95°C por 5 minutos, 45 ciclos de 95°C por 10 segundos, 60°C
por 15 segundos e 72°C por 15 segundos, seguida por uma analise de curva de melt
para confirmag¢ao da amplificacdo. A normalizacdo dos valores de amplificagao foi
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realizada pela subtragéo do valor de cycle thrashold (Ct) do miRNA de interesse pelo
valor do Ct no miRNA-99b o qual apresentou expressdo constante em todos os
grupos analisados.

Apos verificar a homologia entre os miRNAs humanos e equinos mediante o
miRBase (hhtp://mirbase.com), foi utilizada a ferramenta DIANA TOOLS (mirPath

v.3) para o estudo das vias reguladas por os miRNAs de interesse.

Figura 8 - Momentos de coleta de material para analise experimental
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Desenho experimental mostrando as coletas de material para andlise comparativa de
miRNA.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Producgao e caracterizagao das células eiPS

As células mesenquimais de tecido adiposo, medula éssea, tecido de cordao
umbilical e fibroblastos equinos foram induzidos a pluripoténcia com os fatores de
reprogramagao OSKM humanos e murinos, com a finalidade de gerar células eiPS e
cada linhagem respondeu de maneira diferente ao processo de reprogramacgao
(Tabela 3).

Quando utilizando os fatores de reprogramagao humanos, as células etCU
exibiram as primeiras colénias com morfologia tipica aproximadamente 11 dias apés

a inducédo (Figura 9). Ja as células eAdMSC comegam a se organizar em coldnias
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com morfologia tipica em 13 dias apos transdugcdo com hOSKM enquanto os
fibroblastos comegam a mostrar este comportamento 15 dias ap6s a indugao (Figura
10). As trés linhagens foram repicadas apds aproximadamente 20 dias poOs-
transducéo (Figura 11). Apenas uma linhagem de eAdMSC foi produzida com os
fatores de reprogramacao murinos (Figura 12).

As células derivadas de medula 6ssea foram induzidas a reprogramacao
com os fatores humanos e murinos, porém nao foi possivel produzir colénias de
células eiPS a partir deste tipo celular.

Tabela 3 - Resumo da producgéo total de células eiPS

Tipo celular Fator de reprogramacédo Total de Colbnias Linhagens Isoladas
eMO hOSKM 0 0
eMO mOSKM 0 0
etCU hOSKM 58 21
etCU mOSKM 0 0
eAdMSC hOSKM 322 33
eAdMSC mOSKM 1 1
eFibro hOSKM 65 30
eFibro mOSKM 0 0

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)

Legenda: Relagao total do numero de colbnias produzido para cada linhagem celular e cada conjunto
de fatores de reprogramagéao



Figura 9 - Colbnias de células eiPS derivadas de etCU

QRS iR .-;".~‘ \ e WS

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016

Legenda: Primeiras col6nias de células eiPS derivadas de etCU, utilizando os fatores de
reprogramacao humanos. A e C com aumento de 100x e B e D com aumento de 200x .
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Figura 10 - Células apds 15 dias em reprogramacgao com os fatores humanos e murinos

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)

Legenda: Células de eAdMSC (A e B), etCU (C e D), eFibro (E e F) e eMO (G e H), 15 dias apds a
inducéo a pluripoténcia no quarto experimento, com os fatores de reprogramacgéo humanos (A, C, E e
G) e murinos (B, D, F, H), em aumento de 200x.
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Figura 11 - Células apés 30 dias em reprogramacao com os fatores humanos e murinos

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016

Legenda: Células de eAdMSC (A e B), etCU (C e D), eFibro (E e F) e eMO (G e H), 30 dias apéds a
inducéo a pluripoténcia no quarto experimento, com os fatores de reprogramagéo humanos (A, C, E e
G) e murinos (B, D, F). Nota-se a auséncia das células de eMO induzidas com os fatores murinos,
devido a contaminagao, em aumento de 200x.
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Figura 12 - Células eiPS produzidas com os fatores de reprogramac¢&o murinos

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Colbnia gerada a partir da reprogramacéao de células eAdMSC com os fatores murinos, em
aumento de 200x.

Compararmos o comportamento dos fatores de transcricio hOSKM e
MmOSKM perante o processo de reprogramacgéao, dentro de cada linhagem celular.
Enquanto os fatores murinos produziram apenas uma linhagem de células iPS
derivadas de eAdMSC, os fatores de reprogramagao humanos foram capazes de
produzir variadas linhagens de células iPS derivadas de eAdMSC, etCU e eFibro
(P<0.05; Figuras 13 e 14).



Figura 13 - Grafico mostrando producéo total de células eiPS com fatores hOSKM
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Média da producéo total de células eiPS das diferentes linhages, usando os fatores de
reprogramacgao humanos.

Figura 14 - Grafico mostrando a produgéo total de células eiPS com fatores mMOSKM

Produgdo total de células eiPS com fatores mOSKM

1,6
14

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

eMO 1 eMO 2 etCU1 etCU 2 etCU 3 eAdMSC1 eAdMSC2 eAdMSC3  eFibro1 eFibro 2 eFibro 3

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Média da producéo total de células eiPS das diferentes linhages, usando os fatores de
reprogramacao mirinos.
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Avaliando a formagao de coldnias para as linhagens celulares estudadas e
produzidas em todos as repeticdes, nota-se maior eficiéncia para células derivadas
de eAdMSC (322, P<0.01) do que para células derivadas de eFibro (65) e etCU
(58), que nao diferiram (P=0.95) e auséncia de células iPS geradas a partir das
linhagens de eMO (Figuras 15 e 16).

Figura 15 - Coldnias de iPS equinas no dia 18 depois da infec¢édo

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Colbnias de iPS equina no dia 18 depois da infecgéo, para as linhagens de Fibroblasto (A),

eAdMSC (B), etCU (C) e auséncia das mesmas para as células de eMO (D), em aumento de 200x.
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Figura 16 - Coldnias de iPS equinas no dia 31 depois da infec¢édo

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Colbnias de eiPS ja na segunda passagem, para as linhagens de Fibroblasto (A), eAdMSC
(B), etCU (C), células de eMO (D) no momento em que foram descartadas, no dia 31 depois da
infecgdo, ainda sem apresentar colénias, em aumento de 200x.

Também analisamos as células geradas no dia 15, quando somente as
células de medula 6ssea nao apresentavam colbénias, e no dia 20, época em que é
feito o primeiro repique das células eiPS. No dia 15, a produgao de colbnias foi maior
para as células derivadas de tecido de tecido adiposo, em média 33+4, seguida por
cordao umbilical, em média 943 colbnias, as linhagens de fibroblasto apresentaram
0,5+0,2 colbnias (P<0.05). Enquanto no dia 20, foram observadas em média 47 +6
colénias para as células eiPS derivadas de eAdMSC; 8 13 colbnias para as células
eiPS derivadas de etCU e 7 %1 colbnias para as células eiPS derivadas de
fibroblastos (P<0.05).

As colbnias clonais testadas das linhagens eiPS derivadas de eAdMSC,
eFibro e etCU apresentaram-se positivas para detecgao de fosfatase alcalina (Figura
17), formagao de corpos embridides (Figura 18), foram testadas para diferenciacao

espontanea in vitro (Figura 19), detecgao imunocitoquimica de OCT4 (Figura 20), e
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as células eiPS derivadas de fibroblastos e de células mesenquimais de tecido
adiposo foram positivas para deteccao de NANOG (Figura 21), TRA1-60 (Figura 22),
algumas ceélulas das colonias derivadas de eFibro e as colonias derivadas de
eAdMSC foram positivas para detecgdo de TRA1-81 (Figura 23). Enquanto as
células eiPS-eFibro foram negativas para deteccado de SSEA1, as eiPS-eAdMSC
foram positivas (Figura 24) e eiPS-eFibro e eiPS-eAdMSC foram negativas para
detecgdo de SSEA4 (Figura 25). Devido a problemas por contaminagdo, nao
pudemos testar as células eiPS derivadas de células mesenquimais de tecido de
cordao umbilical para estes marcadores. As células foram produzidas em variadas

rotinas e cultivadas por cerca de 20 passagens antes de serem criopreservadas.

Figura 17 - Coldnias de iPS equina positivas para detecgéo de fosfatase alcalina

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)

Legenda: Coldnias de iPS equina positivas para a fosfatase alcalina. A, B e C foram induzidas a partir
de 3 linhagens de células de tecido de corddo umbilical equino (passagem 23), 3 linhagens de células
mesenquimais de tecido adiposo (passagem 25) e 3 linhagens de fibroblastos equinos (passagem 24)
respectivamente, em aumento de 100x.

As linhagens que de células eiPS produzidas (eFibro, eAdMSC e etCU)

foram capazes de produzir corpos embridides (Figura 24). Os CEs produzidos foram
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posteriormente dissociados mecanicamente e cultivados em placas de 35 mm de
didmetro em condigdo padrao da estufa, para diferenciagao espontanea (Figura 25),

por pelo menos 10 dias.

Figura 18 - Producéo de corpos embridides a partir das células eiPS
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)

Legenda: Corpos embr|0|des produzidos a partir de colénias de eiPS induzidas a partir de
Fibroblastos (A), tecido de corddo umbilical (B) e tecido adiposo (C), no dia 4, aumento de 100x.

Figura 19 - Diferenciagdo espontanea dos corpos embridides
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)

Legenda: Corpos embridides de eiPS induzidas a partir de células de tecido adiposo (A), de tecido de
cordao umbilical (B) e fibroblastos (C) foram dissociados mecanicamente e plaqueados em cultivo
com meio IMDM por 10 dias para diferenciagéo espontanea in vitro. (1) em aumento de 100x e (2) em

aumento de 200x.
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Figura 20 - Detecgao imunocitoquimica de OCT4 das células eiPS
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L. V. F., 2016)
Legenda: Colbnias de eiPS derivadas de etCU (A) em aumento de 100x, eAdMSC (B) em aumento
de 100x e eFibro (C) em aumento de 200x, positivas para detecgéo de fosfatase alcalina (1) positivas
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Fonte: (PESSOA,

para Oct4/FITC (2) e Hoechst (3).
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Figura 21 - Detecg&o imunocitoquimica de NANOG das células eiPS

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Colbnias de eiPS derivadas de eFibro (A) e eAdMSC (B) positivas para expresséo de

Nanog/FITC (2) e Hoechst (3), em aumento de 100x.

Figura 22 - Detecg&o imunocitoquimica de TRA1-60 das células eiPS

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Colbnias de eiPS derivadas de eFibro (A) em aumento de 200x, e eAdMSC (B) em
aumento de 100x positivas para detecgdo de TRA1-60/PE (2) e Hoechst (3).
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Figura 23 - Detecgao imunocitoquimica de TRA1-81 das células eiPS

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Colbnias de eiPS derivadas de eFibro (A), apresentando algumas células positivas para
detecgdo deTRA-81 e eAdMSC (B) positivas para deteccdo de TRA1-81/PE (2) e Hoechst (3), em

aumento de 200x.

Figura 24 - Detecgao imunocitoquimica de SSEA1 das células eiPS

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Colbnias de eiPS derivadas de eFibro (A), negativas para detec¢cdo de SSEA1 e eAdMSC

(B) positivas para detecgado de SSEA1/PE (2) e Hoechst (3), em aumento de 100x.
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Figura 25 - Auséncia de deteccao imunocitoquimica de SSEA4 das células eiPS

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Colbnias de eiPS derivadas de eFibro (A) e eAdMSC (B) negativas para expresséo de
SSEA4/PE (2) e Hoechst (3), em aumento de 100x.

Analisamos a expressao dos fatores de transcricdo NANOG e OCT4 para as
linhagens celulares estudadas apods a reprogramagao celular. Observamos por PCR
convencional, que apos a inducéo a pluripoténcia, foram detectados transcritos para
os genes NANOG e OCT4 para todas as linhagens de células reprogramadas. Apds
a reprogramacéo houve um nitido aumento da expressao destes fatores (Figura 26),
e o0 aumento na expressao de NANOG nestas células € um importante indicio da
reprogramacgao celular, ja que a expressao deste fator € endogena em nosso

sistema.
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Figura 26 - Expresséo de Oct4, Nanog e do endégeno GAPDH nas células equinas pré e pos indugéo
a pluripoténcia
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)

Legenda: Expresséao dos transcritos NANOG, OCT4 e do endégeno GAPDH em células equinas
derivadas de tecido adiposo (eAdMSC), tecido de corddo umbilical (etCU) e fibroblastos (eFibro)
antes e depois da indugdo a pluripoténcia (iPS). E possivel notar baixa expressdo dos transcritos nas
células pré inducéo e alta expressao apoés a reprogramacao celular.

3.4.2 Analise do perfil global de miRNAs ap6s o processo de inducao a
pluripoténcia

A inducdo a pluripoténcia é alcangada através da insercdo dos fatores
exdégenos OCT4, SOX2, KLF4 e c-MYC nos genomas alvo da célula. Entretanto,
apdés a inducdo, os eventos subsequentes sdo estocasticos e dependem da
eficiéncia de cada fator para estimular a reprogramacao celular. Para avaliar os
eventos moleculares associados a indugéo, nds investigamos os niveis relativos de
miRNAs em fibroblastos, células mesenquimais de corddao umbilical e tecido adiposo
pré e apds indugao a pluripoténcia.

Anadlises nao supervisionadas demonstraram diminuigdo para parte dos
mMiRNAs nas células eiPS investigadas, quando comparadas aos controles, ja que ha
uma tendéncia de agrupamento entre linhagens de células ndo pluripotentes e
linhagens de células pluripotentes (Figura 27). Este mesmo efeito foi observado
quando feita a analise de componente principal (PCA) destas linhagens celulares,
onde ocorreu um agrupamento de acordo com suas semelhangas e diferengas
(Figura 28). E possivel notar que duas linhagens de células iPS derivadas de eFibro
e etCU formaram grupos separados das demais células iPS e proximos aos
controles (Figura 27). Deste modo, o padrédo de miRNA expresso nas células antes e
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depois da inducao é diferente, todavia, algumas linhagens de células eiPS nao
apresentam padrbes completamente semelhantes, o que sugere uma
reprogramacao heterogénea em cada linhagem de eiPS.

Figura 27 - Heatmap da analise do perfil de miRNA das células eiPS e controle
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Heatmap da analise do perfil de miRNA das células antes e ap6s a indugéo a pluripoténcia,

mostrando o agrupamento das células eiPS e controle derivada das linhagens de eAdMSC, etCU e
eFibro.
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Figura 28 - Score plot da analise do perfil de miRNA das células eiPS e controle
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)

Legenda: Score plot representativo da analise PCA de miRNAs das células eiPS derivadas de células
mesenquimais de corddo umbilical, de tecido adiposo e fibroblastos e células controle mesenquimais
de cordado umbilical, de tecido adiposo e fibroblastos. Este grafico apresenta as diferengas ou
similaridades entre os perfis de miRNAs das linhagens analisadas, quanto mais agrupados ou
distantes uns dos outros observa-se maior ou menor similaridade respectivamente.

3.4.2.1 Andlise bioinformatica do perfil de miRNAs para identificacdo de vias

reguladas nas células eiPS derivadas de fibroblastos

Inicialmente foram investigados os niveis de 125 miRNAs equinos em
fibroblastos antes e apds a indugdo a pluripoténcia e, foram identificados 117
mMiRNAs presentes em ambos os grupos. Destes 117 miRNAs, 10 estavam

diferentemente expressos entre os fibroblastos controle e as células eiPS. Cinco
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apresentaram niveis aumentados nas eiPS: eca-miR-92b, eca-miR-486-5p, eca-miR-
494, eca-miR-302b e eca-miR-302d, quando comparadas aos controles (Figura 29).
Entre estes miRNAs destacam-se os integrantes da familia miR-302-367, conhecida
por regular os niveis de marcadores de pluripoténcia (SANDMAIER; TELUGO, 2015)
e 0 eca-miR-92. Estes miRNAs também apresentam expressido aumentada em CTE
e iPS humanas (Wilson et al., 2009; Sharma; Wu, 2013). A analise de bioinformatica
identificou um total de 24 vias preditas como reguladas por miRNAs com niveis
aumentados nas iPS (Apéndice B), entre elas, a via de regulagdo da pluripoténcia
em células tronco (Anexo A).

Ao mesmo tempo outros 5 apresentavam niveis diminuidos nas células
eiPS: eca-let-7d, eca-miR-23a, eca-miR-23b e eca-miR-27a, em comparagao aos
controles (Figura 29). A analise destes miRNAs identificou que eles regulam 56 vias
(Apéndice B). Entre estas vias, € predito que o controle de pluripoténcia em células
tronco seja regulado por miRNAs expressos diferentemente em células eiPS-eFibro
e fibroblastos controle. Os miRNAs aumentados nas células eiPS controlam apenas
41 genes associados a via de regulagédo da pluripoténcia em células tronco (Anexo
A), enquanto 67 genes sao regulados por miRNAs de expressdo aumentada nas
células controle (Apéndice B), também associados a via da pluripoténcia. E
interessante notar que POUSF e MYC sao preditos por serem controlados por
mMiRNAs presentes em células controle e ndo em células eiPS, desta forma, estes
resultados demonstram que a reprogramacgao celular € capaz de alterar niveis de
mMiRNA relacionados a pluripoténcia em células eiPS derivadas de fibroblastos.

Foi ainda avaliado o numero de miRNAs identificados exclusivamente em
cada tipo celular (Figura 30). Destes, foi identificado o total de 608 genes envolvidos
em 18 vias e regulados por miRNAs exclusivamente detectados em células eiPS-
eFibro, entre elas a via de sinalizagdo regulando a pluripoténcia em células tronco,
controlada por cinco miRNAs reguladores de 58 genes. Ja o eca-miR-133a,
exclusivamente detectado em células eFibro, regula 23 genes envolvidos em cinco

vias (Apéndice C).
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Figura 29 - Analise do perfil de miRNA das células eiPS eFibro e controle
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: niveis de expressdo dos miRNA diferentemente expressos entre as células eiPS e os
fibroblastos controle.

Figura 30 - Diagrama de Venn mostrando os miRNAs expressos em cada grupo
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: MiRNAs exclusivamente expressos em cada grupo das células controle e eiPS-eFibro.
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3.4.2.2 Andlise bioinformatica do perfil de miRNAs para identificacdo de vias

reguladas nas células eiPS derivadas de mesenquimais de corddo umbilical

A analise dos 125 miRNAs das células mesenquimais de corddo umbilical
antes e apds a indugao a pluripoténcia mostrou a presenca de cinco miRNAs
exclusivamente detectados nas células eiPS-etCU enquanto 120 miRNAs foram
comumente detectados entre os dois grupos celulares.

Dos 120, trés miRNAs foram diferentemente detectados entre as células
controle e eiPS. O eca-miR-302d, predito que esteja relacionado a regulagdo de
genes de 11 vias, entre elas a via de sinalizagdo da Wnt (Apéndice D), encontrou-se
aumentado em células eiPS quando comparado ao etCU controle. Ja os eca-miR-
23a e eca-miR-99a, estavam aumentados em etCU em comparagao as células eiPS
(Figura 31). Ap6s a analise dos miRNAs mir-23a e miR-99a, pudemos relaciona-los
a regulacao de 20 vias (Apéndice D). Dentre as vias envolvidas, duas reguladas
pelos miRNAs diferentemente expressos grupos eiPS e etCU controle parecem ter
papel interessante por estarem envolvidas no controle da sinalizagdo da Wnt e da
biossintese de acidos graxos. Portanto, tais resultados sugerem diferentes
mecanismos controlando a indug&o a pluripoténcia dentro das linhagens celulares.
Contudo, é importante ressaltar que o baixo numero de miRNAs diferentemente
expressos entre essas duas linhagens celulares pode sugerir um processo de
indugao a pluripoténcia incompleto.

Ja os cinco miRNAs exclusivamente detectados nas células eiPS-etCU
(Figura 32) regulam 837 genes relacionados a 35 vias, entre elas a via de
sinalizagao regulando a pluripoténcia em células tronco (Anexo A), controlada por
cinco miRNAs responsaveis pela regulacéo de 38 genes (Apéndice E).
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Figura 31 - Analise do perfil de miRNA das células eiPS etCU e controle

101

o Bl etCUCTR
6- W etCU eiPS
4+

2-

272-DCt

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Niveis de expressdo dos miRNA diferentemente expressos entre as células eiPS e as
células mesenquimais de cordao umbilical controle.

Figura 32 - Diagrama de Venn os miRNAs expressos em cada grupo
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e eca-mir-28-5p
eca-mir-30b
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Fonte: (PESSOA, L.V.F., 2016)
Legenda: MiRNAs exclusivamente expressos em cada grupo das células controle e eiPS-etCU.
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3.4.2.3 Andlise bioinformatica do perfil de miRNAs para identificacdo de vias

reguladas nas células eiPS derivadas de mesenquimais de tecido adiposo

Inicialmente foram investigados os niveis de 124 miRNAs em células
mesenquimais de tecido adiposo antes e apods a indugdo a pluripoténcia. Nossas
analises revelaram um total de 123 miRNAs comuns entre as células eiPS e as
células mesenquimais de tecido adiposo do grupo controle, e um miRNA (eca-miR-
1), exclusivamente expresso nas células eAdMSC (Figura 33). O eca-miR-1 regula
72 genes relacionados a 8 vias sem correlagdo direta com mecanismos para
aquisicao e/ou manutencéo de pluripoténcia (Apéndice F). Dentre os 124 miRNAs
avaliados, 48 miRNAs detectados apresentaram expressdo aumentada nas células
eAdMSC controle, quando comparadas as células eiPS (Figura 34). Analises destes
48 miRNAs predizem que eles estejam envolvidos na regulagdo de 68 vias
(Apéndice G).

Entre estas vias, foram identificados 119 alvos pertencentes a vias
reguladoras de pluripoténcia em células tronco (Anexo A). Como esperado, miRNAs
de expressao aumentada nas células do grupo controle regulam genes como SOX2,
NANOG, POUSF assim como de resposta das células eiPS como, PCGF2, FGF2,
TGF3, SKIL, REST, KAT6A, LEFTY2, PAX6, HOXB1, HAND1, NEUROG1 e ISL1.
Esta expressdo diminuida destes 48 miRNAs nas células eiPS derivadas de
eAdMSC indicam que houve uma diminui¢gdo no controle da expressao dos fatores
de pluripoténcia, sugerindo um processo de reprogramacao eficiente. Entretanto, a
familia miR-302 ndo esta diferentemente expressa na linhagem eiPS-eAdMSC,
como nas demais linhagens de eiPS estudadas. Como mostra a figura 35, tais
mMiRNAs estdo expressos neste grupo, porém existe uma variacdo entre as

linhagens, que provavelmente fez com que ndo houvesse diferengas estatisticas.
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Figura 33 - Diagrama de Venn mostrando os miRNAs expressos em cada grupo
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: MiRNAs expressos exclusivamente em cada grupo das células controle e eiPS-eAdMSC.

Figura 34 - Analise do perfil de miRNA das células eiPS eAdMSC e controle
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)
Legenda: Niveis de expressdo dos miRNA diferentemente expressos entre as células eiPS e as
células mesenquimais de tecido adiposo controle.
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Figura 35 - Niveis de expressao da familia eca-miR-302 nas eiPS e controle
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Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)

Legenda: Expressdo dos miRNAs associados a manutengdo da pluripoténcia da familia miR-302. E
possivel notar a expressao dos miRNAs desta familia em todas as células eiPS, apesar da mesma
nao ser significativa estatisticamente nas células eiPS-eAdMSC.

3.4.3 Discussao

As células iPS equinas ja foram produzidas por alguns grupos (NAGY et al.,
2011; KHODADADI et al.,, 2012; BRETON et al.,, 2013; SHARMA et al., 2014
WHITWORTH et al.,, 2014; LEE et al., 2016 no prelo)®, seguindo diferentes
metodologias a partir de fibroblastos equinos derivados de fetos, de animais jovens e
adultos, a partir de queratinécitos e de células mesenquimais de tecido adiposo.

Como descrito anteriormente, células eiPS foram produzidas a partir de
fibroblastos fetais por Nagy et al. (2011), com um sistema de PiggyBac-transposon
associado a tetraciclina. Fibroblastos de equinos adultos foram induzidos a eiPS por
Khodadadi et al. (2012), através da transducéo retroviral dos fatores OCT4, KLF4 e
SOX2 humanos, dispensando assim o uso de c-MYC. Ainda usando fibroblastos de
equinos adultos e os fatores hOSKM, Whitworth et al. (2014), produziram eiPS

dependentes de LIF. Enquanto Breton et al. (2013) obtiveram sucesso na produgao

®LEE, E. M.; KIM, A.Y.; LEE, E. J.; PARK, J. K;; PARK, S. |.; CHO, S. G.; KIM, H. K.; KIM, S. Y ;
JEONG, K. S. Generation of equine induced pluripotent stem cells and analysis of their therapeutic
potential for muscle injuries. Cell Transplantation, 2016. (no prelo)
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de eiPS a partir de fibroblastos de potros e vetores virais contendo os fatores OSKM
murinos e mais tarde, 0 mesmo grupo produziu, com o0 mesmo sistema, eiPS a partir
de queratinécitos (SHARMA et al., 2014). Recentemente, Lee et al. (2016 no prelo)’
produziu eiPS a partir de células mesenquimais de tecido adiposo de um cavalo
jovem, usando um vetor lentiviral induzivel TetO contendo os fatores de
reprogramagdao mOSKM. Todas as linhagens descritas acima sdo dependentes de
suplementacao com LIF.

Primeiramente nosso grupo obteve sucesso na produgédo de células iPS
equinas a partir de células mesenquimais de tecido adiposo, por meio da introducéo
dos fatores OCT4, SOX2, KLF4 e c-MYC humanos através de vetores lentivirais
policistrénicos excisaveis STEMCCA (SOMMER et al., 2009), cultivaveis em MEFs
ou matrigel e independentes de suplementagdo com LIF, 2i ou a combinagdo de
ambos, sendo dependentes unicamente de bFGF (BRESSAN, 2013). Neste
trabalho, fomos capazes de aplicar a mesma técnica em células de outras fontes,
como mesenquimais de tecido de cordao umbilical e fibroblastos adultos, e a partir
dos fatores OSKM murinos introduzidos em células mesenquimais derivadas de
tecido adiposo (Tabela 2). As células eiPS produzidas neste estudo s&o
morfologicamente mais semelhantes as células iPS humanas.

Entre as linhagens de células iPS produzidas, as derivadas de células de
tecido de cordao umbilical foram as que mais rapidamente apresentaram colbnias,
as primeiras, 11 dias apos a infeccdo com hOSKM, as eiPS derivadas de tecido
adiposo apresentaram colbnias 13 dias depois da infecgdo e as colbnias derivadas
de fibroblastos surgiram 15 dias apo6s a infecgao.

O comportamento diferenciado entre linhagens celulares reprogramadas era
esperado, uma vez que ja foi demonstrado que mesmo apos a reprogramacgao, as
células iPS mantém uma “memoria epigenética residual” que pode afetar sua
capacidade de reprogramacao e diferenciagao (KIM et al., 2010). Miura et al. (2009)
também relataram que as linhagens utilizadas para produgcédo de células iPS de
camundongo também influenciam a capacidade de formac&o de teratomas. Estes
dados nos levaram a crer que as diferentes linhagens deste projeto estdo sujeitas a

esse tipo de efeito. Uma vez que as células mesenquimais de tecido adiposo e de

"LEE, E. J.; PARK, J. K.; PARK, S. |.; CHO, S. G.; KIM, H. K_; KIM, S. Y.; JEONG, K. S. Generation of
equine induced pluripotent stem cells and analysis of their therapeutic potential for muscle injuries.
Cell Transplantation, 2016. (no prelo)
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corddo umbilical sdo menos diferenciadas que os fibroblastos (HACKETT et al.,
2012), esperavamos que as mesmas fossem reprogramadas com maior eficiéncia.
Ainda, existem relatos de que fibroblastos humanos apresentam baixa eficiéncia de
reprogramacao resultando em uma formacao de coldnias tardia quando comparada
a outros tipos celulares (RAAB et al., 2014) e o mesmo foi confirmado por Sharma et
al. (2014) que obtiveram maior eficiéncia na produgdo de eiPS a partir de
queratinécitos do que de fibroblastos.

Quanto a resposta das linhagens celulares em relagdo ao processo de
reprogramacao induzida a partir dos fatores hOSKM e mOSKM apds 15 e 20 dias de
cultivo, foram observados diferentes comportamentos entre as linhagens e fatores
de reprogramacdo. Nao houve formacéo de coldnias no D15 quando utilizamos os
fatores murinos. Entretanto, quando usados os fatores humanos a linhagem de
células derivadas de eAdMSC apresentou o maior numero de coldnias, seguido
pelas células derivadas de etCU e, por ultimo, as células eiPS derivadas de
fibroblastos.

Este resultado foi repetido no D20, quando pudemos observar que as
células eiPS derivadas de eAdMSC apresentaram maior numero de coldnias,
seguidas pelas células eiPS derivadas de etCU e novamente, com o menor numero
de colbnias, as eiPS derivadas de fibroblastos (P<0.05).

Em relagdo a comparacéo entre todas as linhagens para os sistemas de
indugdo humano e murino, encontramos diferengcas entre todas as linhagens
(P<0.05). Era esperada uma eficiéncia superior do hOSKM aos fatores mOSKM,
uma vez que fatores equinos sdo mais similares aos fatores humanos do que os
fatores murinos. Entretanto, quando comparamos fatores de transcricdo hOSKM e
mMOSKM com os bovinos, notamos que a maior similaridade também €& entre os
fatores bovinos e hOSKM, porém, em nosso laboratério, a produgao das iPS bovinas
foi possivel somente a partir de mOSKM (BRESSAN, 2013). Neste contexto, &
importante ressaltar que a similaridade pode n&o ser o fator principal que acarreta
uma reprogramacdo adequada, por outro lado, estudos especificos sobre a
interacado destes fatores de transcrigdo e seus alvos nas diferentes espécies ainda
sdo necessarios. Também é importante ressaltar que a baixa eficiéncia de
reprogramacgao relacionada aos fatores de reprogramagdo murinos pode estar
associada a auséncia de suplementacdo com LIF, presente nos demais trabalhos

que utilizaram com sucesso este sistema de indugao a pluripoténcia.
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Em células embrionarias e iPS humanas, o fator de crescimento de
fibroblasto (bFGF ou FGF2) é essencial para a manutengdo do fendtipo de
indiferenciacdo (DING et al., 2010) através da ativagéo, via receptores de FGF
(FGFR) das vias MAPK, MEK, ERK e PI3K, sendo importante para manutengao da
autorrenovagao nestas células (ONUMA et al., 2015). J&a em camundongos, é sabido
que a fungédo do FGF é antagbnica a fungédo exercida em humanos, uma vez que foi
mostrado que FGF é necessario para que as células embrionarias saiam do estado
de autorrenovacdo e comecem a se diferenciar (KUNATH et al., 2007) e que a
inibicdo da via do FGF melhora a eficiéncia das células tronco embrionarias murinas
(LANNER; ROSSANT, 2010).

Sabe-se que o LIF é essencial a manutencdo da capacidade de
autorrenovacao e indiferenciacado de células tronco embrionarias murinas em cultivo
in vitro, sem monocamada de fibroblastos (SMITH et al., 1988; WILLIAMS et al.,
1988; NIWA et al., 1998). Também ja se sabe que LIF é necessario para a obtencéo
e manutencédo de células iPS murinas (XU et al., 2010). O LIF, assim como os
demais membros de sua familia (Interleukin-6 cytokine) ativam fatores de transcri¢ao
(STAT3) que sao conhecidos por exercer papel importante na proliferacdo de células
tronco (ONISHI; ZANDSTRA, 2015). O mesmo ja nao pode ser dito para células
tronco embrionarias humanas, ja que o LIF n&o é capaz de manter seu estado de
indiferenciacdo, devido a baixa expressdo do receptor de LIF (DAHERON et al.,
2004; WEI et al., 2005).

Quanto a falha na inducéo a pluripoténcia das células derivadas de medula
0ssea, existem relatos na literatura que mostram que a eficiéncia de reprogramacgao
a pluripoténcia em células humanas, assim como a manutengao desta pluripoténcia
e da autorrenovacgao destas células, esta diretamente relacionada a altas taxas de
proliferagdo celular, e que ha um aumento da taxa de reprogramagédo quando ha
estimulo desta proliferagdo (RUIZ et al., 2011). Sendo assim, considerando que as
células mesenquimais de medula dssea apresentaram a menor taxa de proliferacéo
entre os tipos celulares analisados neste estudo, este pode ser um dos fatores que
geraram a ineficiéncia de reprogramagao das células eMO.

Todas as linhagens de células eiPS testadas foram positivas para expressao
de fosfatase alcalina, para produgéo de corpos embridides, detecgado imunoldgica de
OCT4, e as células eiPS derivadas de fibroblastos e de células mesenquimais de
tecido adiposo foram positivas para deteccdo de NANOG e TRA1-61. Algumas
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células eiPS-eFibro e as colbnias eiPS-eAdMSC foram positivas para deteccido de
TRA1-81. As linhagens foram negativas para deteccdo de SSEA4 e as células eiPS-
eFibro foram negativas para detecgdo de SSEA1, enquanto as eiPS-eAdMSC foram
positivas. Os resultados encontrados nao corroboram completamente com o
observado na literatura para as demais células eiPS, uma vez que as células eiPS
se apresentam positivas para estes marcadores (NAGY et al., 2011; KHODADADI et
al.,, 2012; BRETON et al., 2013; SHARMA et al., 2014 WHITWORTH et al., 2014;
LEE et al., 2016 no prelo)®. Novos testes serdo realizados para confirmar os
resultados, entretanto, este pode ser um sinal de que as células eiPS-eFibro foram
apenas parcialmente reprogramadas.

Foi analisada a presenga de transcritos para os genes NANOG e OCT4 em
células eAdMSC, etCU e eFibro antes e apds a indugao a pluripoténcia. Esteves et
al. (2014) mostraram apds analise de express&o génica de variados tecidos equinos
(embrides em fase inicial, células eiPS, tecido de testiculo, células mesenquimais de
medula Ossea, tecido adiposo e queratindcitos), que o0s unicos marcadores
exclusivos de pluripoténcia para equinos sado LIN28A, TRET e REX1. Os demais
genes analisados no trabalho (OCT4, NANOG, SOX2, DNMT3B) apresentam
variados niveis de expressao nos tecidos analisados: queratinécitos ndo expressam
NANOG e OCT4; tecido adiposo e de medula éssea nao apresentam SOX2 e todos
os tecidos analisados possuem expressdo de DNMT3B. Lee et al. (2016 no prelo)®,
também encontraram baixa expressdo de OCT4, SOX2, NANOG, LIN28 e REX1 em
células mesenquimais de tecido adiposo equinas antes da indug&o a pluripoténcia. A
expressdo de NANOG também foi detectada em humanos, em diferentes tipos
celulares diferenciados, sugerindo que baixos niveis de expressdo de NANOG sejam
necessarios para a manutengcdo da funcdo celular, mesmo em células ja
diferenciadas (AMBADY et al., 2010). Esses resultados corroboram com os
encontrados em nosso estudo, uma vez que os grupos pré indugao a pluripoténcia
apresentaram expressdo baixa de NANOG. Todas as linhagens de eiPS
apresentaram alta expressao dos dois marcadores de pluripoténcia analisados,
gquando comparadas a expressao das células pré indugdo, como o encontrado pelos

demais grupos de pesquisa que desenvolveram células iPS equinas (NAGY et al.,

%9LEE, E. J.; PARK, J. K;; PARK, S. |.; CHO, S. G.; KIM, H. K_; KIM, S. Y.; JEONG, K. S. Generation
of equine induced pluripotent stem cells and analysis of their therapeutic potential for muscle injuries.
Cell Transplantation, 2016. (no prelo)
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2011; KHODADADI et al., 2012; BRETON et al.,, 2013; SHARMA et al.,, 2014
WHITWORTH et al., 2014; LEE et al., 2016 no prelo)™.

Os miRNAs séo pequenas sequéncias de RNA nao-codificante, altamente
preservados entre as espécies que possuem papel importante na regulagdo da
expressao génica, seja por clivagem, por repressao translacional ou por sequestro
do mRNA, dependendo do grau de complementariedade entre as sequéncias
(BARTEL, 2004; VALENCIA-SANCHEZ et al., 2006; SANDMAIER; TELUGO, 2015),
controlando mais de 33% dos genes codificadores de proteinas humanos, em nivel
pos-transcricional (BENTWICH et al., 2005). Tém importante papel na manutengéo
de uma célula, controlando fungdes essenciais como proliferagdo e morte, podendo
ainda atuar como oncogenes, como supressores de tumor ou ainda como ambos
(LEE; DUTTA, 2009; ROMANO et al., 2012; SANDMAIER; TELUGO, 2015). O perfil
de miRNAs de células iPS ja foi analisado em outras espécies como humanos
(WILSON et al., 2009; RAZAK et al., 2013; SHARMA; WU, 2013; GREENE et al.,
2014; WANG et al., 2015), murinos (PORCIUNCULA et al., 2013) e suinos (ZHANG
et al., 2016).

Uma vez que existem indicacbes de que eles possuem papel na
manutengdo da pluripoténcia em células tronco embrionarias (HOUBAVIY et al.,
2003), ja foram utilizados em associagdo aos fatores de reprogramagao OCT4,
SOX2 e KLF4 para melhorar a eficiéncia de producdo de células iPS murinas
(JUDSON et al., 2009; WANG et al., 2013) e até mesmo gerar células iPS humanas
e de camundongos, sem os demais fatores de reprogramacao (LIN et al., 2008;
ANOKYE-DANSO et al., 2012).

Considerando que miRNAs sdo expressos de uma maneira tecido-especifica
(LEE; DUTTA, 2009), analisamos o perfil de miRNAs nas diferentes linhagens de
células eiPS produzidas para tentar compreender mais a fundo o processo de
reprogramagao celular. Nossas analises mostraram alguns miRNAs com a
expressdo alterada que foram brevemente descritos a seguir, assim como alguns
dos miRNAs intimamente relacionados aos genes envolvidos no processo de
reprogramacao celular, listados na tabela 4.

"LEE, E. J.; PARK, J. K; PARK, S. I.; CHO, S. G.; KIM, H. K.; KIM, S. Y.; JEONG, K. S. Generation
of equine induced pluripotent stem cells and analysis of their therapeutic potential for muscle injuries.
Cell Transplantation, 2016. (no prelo)
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Tabela 4 - Lista dos miRNAs relacionados a regulagdo dos genes envolvidos no processo
reprogramacao a pluripoténcia em humanos

OCT4 NANOG SOX2
miR-34a-5p miR-34a-5p miR-21-5p
miR-128-3p miR-34b-3p miR-34a-5p
miR-145-5p miR-128-3p miR-34b-5p
miR-355-5p miR-134-5p miR-34c-5p

miR-145-5p miR-122-5p
miR-181-3p miR-126-3p
miR-302a-3p miR-128-3p
miR-320a miR-140-5p
miR-145-5p
miR-340-5p

miR-429
miR-522-3p
miR-625-5p

miR-638

miR-1181

Fonte: (PESSOA, L. V. F., 2016)

Legenda: MiRNAs relacionados a regulacdo dos genes envolvidos no processo de indugdo a
pluripoténcia, destacados em negrito os que séo diferentemente expressos nas células analisadas
neste estudo.

Sabe-se que alguns grupos de miRNAs, como miR-302 e miR-209 s&o
essenciais para processos celulares-chave em células tronco embrionarias, como
conservagao da pluripoténcia, diferenciagéo e proliferagao celular (BAR et al., 2008;
MORIN et al., 2008; BARROSO-DEL JESUS et al., 2009; STADLER et al., 2010;
MATHIEU; RUOHOLA-BAKER., 2013). A familia miR-302-367 é conhecida por atuar
no retardamento do processo de diferenciacdo celular e, consequentemente, na
manutengao da pluripoténcia em células tronco embrionarias humanas (BARROSO-
DEL JESUS et al., 2011) e é sabidamente a familia mais abundante em células iPS
e tronco embrionarias humanas (LIN et al., 2008; WILSON et al., 2009; KUO et al.,
2012) por atuarem regulando os niveis de tradicionais marcadores de pluripoténcia,
como OCT4, SSEA3/3, SOX2 e NANOG (SANDMAIER; TELUGO, 2015).
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O grupo miR-209 foi relacionado a transferéncia celular da fase G1 para a
fase S, consequentemente promovendo proliferacdo celular em células tronco
embrionarias (WANG et al., 2008). Além disso, existem indicios de que esta familia
previna a diferenciacdo de CTE murinas in vitro, através do controle da via Dkk-1,
que inibe a via Wnt (ZOVOILIS et al., 2009). O miR-432 é um supressor de tumor
que regula varios pontos da cascata de sinalizagdo Wnt/B-catenina, controlando a
proliferagdo, crescimento e sobrevivéncia celular (JIANG et al., 2015).

A familia de miRNA let-7 é conhecida por ser uma das primeiras familias
miRNAs identificadas e mais intensamente estudados em humanos, € um grupo de
miRNAs pré-diferenciacdo e alteragdes na sua expressdo estdo associadas a
canceres agressivos (ROUSH; SLACK, 2008; SU et al., 2012; PORCIUNCULA et al.,
2013). A familia miR-17/92 é conhecida por estar associada a uma variedade de
tipos de cancer, uma vez que € importante para proliferagcdo, apoptose e ciclo celular
(MOGILYANSKY; RIGOUTSOS, 2013). Assim como o oncomir miR-494, que
apresenta uma relagcdo inversa com a proteina BIM, que atua promovendo a
apoptose de células cancerosas (ROMANO et al., 2012), além dos miRNAs miR-23
a-3p, miR-23 b-3p e miR-149-5p, que regulam a expressdo das proteinas pro-
apoptoticas da familia Bcl-2 (DP5 e PUMA — GRIECO et al.,, 2016 no prelo)”, o]
oncomir miR-197, que foi associado a cancer de pulmao (FIORI et al., 2014) e o
oncomir miR-21 é intimamente associado a glioblastomas (CIAFRE et al., 2005).

Variados miRNAs apresentam funcbdes supressoras de tumor, como a
familia miR-29 é conhecida por suas fungdes pro-apoptéticas (KRIEGEL et al.,
2012), o miR-486 é um supressor de tumor, cujo aumento de expressao leva a
diminui¢cdo da proliferagcéo celular, apoptose e paralizagdo do ciclo celular (PENG et
al., 2013) assim como a familia miR-99, que é composta por miR-99 a, miR-99 b e
miR-100, em variados tipos de cancer em humanos (SUN et al., 2011; ZHANGa et
al., 2016), o grupo miR-15/16, regula variados oncogenes (AQEILAN; CALIN;
CROCE, 2010), o miR-199b-5p regula a expressao de proteinas associadas a
leucemia mieloide aguda (FAVREAU; CROSS; SATHYANARAYANA, 2012), a
familia miR-379/miR 656, miR-122, miR-128-3p e miR-145-5p, que tem sua
expressado diminuida em variados tipos de cancer em humanos (LADDHA et al.,

'""GRIECO, F. A.; SEBASTIANI, G.; JUAN-MATEU, J.; VILLATE, O.; MARROQUI, L.; LADRIERE, L.;
TUGAY, K.; REGAZZI, R.; BUGLIANI, M.; MARCHETTI, P.; DOTTA, F.; EIZIRIK, D. L. MicroRNAs
miR-23a-3p, miR-23b-3p and miR-149-5p regulate the expression of pro-apoptotic BH3-Only
proteins DP5 and PUMA in human pancreatic beta cells. Diabetes, Oct. 2016. (no prelo)
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2013; DONZELLI et al., 2015; ERGUN et al., 2015; HUANG et al., 2015) e a familia
miR-34, que controla proliferacdo, migracdo e invasao celular, além de reprimir
metastases em variados tipos de cancer (ROKAVEC et al., 2014).

Ja os miRNAs miR-26, miR-27 a-3p e miR-125 podem apresentar fungéo
oncogénica ou supressora de tumor, dependendo do tipo de tumor (GAO; LIU, 2011,
SUN; LIN; CHEN, 2013; ZHAO et al., 2016). Os miR-21-5p, miR-346 e miR-138
foram descritos em células de cancer de cérvix em humanos. Foi descoberto que
eles apresentam fung¢des antagOnicas: os primeiros promovem a proliferagdo em
células cancerosas enquanto o ultimo funciona como um supressor tumoral (HAN et
al., 2015; SONG et al., 2015).

Wilson et al. (2009) e Sharma e Wu (2013), compararam CTE, iPS e
fibroblastos humanos e encontraram nas células iPS e CTEs aumento dos miRNAs
da familia miR-302/367 e miR-92, enquanto os miRNAs miR-23, miR-27, miR-30 e a
familia let-7 estavam aumentados nos fibroblastos controle. Expressoes
semelhantes foram encontradas nas células eiPS estudadas neste trabalho e em
seus respectivos controles.

Ja Zhang et al. (2016) compararam fibroblastos e células iPS suinas,
encontrando expressao aumentada, entre outros miRNAs, de miR-21, miR-23 e miR-
206 em fibroblastos suinos, assim como os resultados encontrados em nossas
células controle. Ainda, notaram que as células iPS suinas que apresentavam maior
expressao da familia miR-302, apresentavam maior eficiéncia de reprogramacao.

Porciuncula et al. (2013) observaram em células iPS murinas produzidas a
partir de fibroblastos, niveis elevados dos grupos de miRNAs miR-290/295 e miR-
302/367, acompanhada da baixa expressao da familia let-7, que se apresentou alta
nos fibroblastos controle, assim como as familias miR-10/100 e miR-196, associadas
a tecidos diferenciados.

As analises de perfil de miRNA das células estudadas neste trabalho (Figura
27) mostram uma segregacgao entre as células iPS geradas a partir de eAdMSC, a
linhagem de células iPS geradas de fibroblasto (eiPSe-Fibro 3) e a linhagem de iPS
gerada a partir de etCU (eiPS-etCU 2), quando comparada as demais linhagens de
iPS e células dos grupos controle (Figura 28). Esses resultados vao de encontro as
observagdes feitas durante o cultivo e caracterizagdo destas células. As linhagens
de eiPS derivadas de eAdMSC foram as que melhor responderam ao processo de
reprogramacao. Ja as células eiPS derivadas de corddo umbilical e fibroblasto que
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ficaram agrupadas com as células eiPS-eAdMSC foram as que apresentaram maior
eficiéncia de formacgéo de corpos embridides em seus respectivos grupos, o que é
um forte indicio de reprogramacado. Este pode ser um sinal de que as células eiPS
agrupadas com as ceélulas controle estejam apenas parcialmente reprogramadas ou
que suas coldnias apresentem niveis de reprogramagao mais heterogéneos que as
demais linhagens.

Também podemos notar a presenca de miRNAs que regulam genes
relacionados a pluripoténcia nas células apds inducdo (Figuras 29, 31 e 34). E
interessante observar que os miRNAs da familia miR-302/367 estdo aumentados
nas células iPS derivadas de fibroblastos e tecido de corddo umbilical, porém nao
nas ceélulas iPS derivadas de tecido adiposo. Esta provavelmente €& uma
consequéncia da grande variagao apresentada pelas células eiPSe-AdMSC, como é
possivel observar na figura 35. Enquanto que os miRNAs miR-21, miR-122, miR-128
e da familia miR-34, todos reguladores de expressdo dos genes OCT4, NANOG e
SOX2 (Tabela 4), estdo aumentados nas células mesenquimais de tecido adiposo
controle, diferentemente do encontrado nas células eiPS-eAdMSC derivadas deste
mesmo tipo celular. Este resultado condiz com o encontrado por Porciuncula et al.
(2013) em células de camundongo, o que denota o processo de reprogramagao pelo
qual as células induzidas a pluripoténcia foram submetidas. Também €& possivel
observar nas células dos grupos controles aumento dos miRNAs miR-23, miR-27 e a
familia let-7, exatamente como observado por Wilson et al. (2009) em suas células
diferenciadas, e a diminuicdo destes miRNAs nas células eiPS € um indicio da
reprogramagao. A familia let-7 €& considerada um grupo de miRNAs pro-
diferenciagao e também foi observado nos fibroblastos estudados por Porciuncula et
al. (2013).

E importante ressaltar que os miRNAs ndo sé sdo relevantes para a
regulagdo da reprogramagdo e manutencdo da pluripoténcia, como podem
apresentar padrbes de expressao variados, de acordo com diferentes estados de
pluripoténcia (ZHANG et al., 2016).
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3.5 CONCLUSOES PARCIAIS

Podemos concluir que € possivel produzir células eiPS a partir de células
equinas derivadas de tecido adiposo, tecido de corddo umbilical e fibroblastos,
usando um sistema baseado em fatores de transcri¢cao interespecificos relacionados
a pluripoténcia, e que a utilizagdo dos fatores humanos gera maior eficiéncia em
comparagao aos fatores murinos.

A utilizacdo de células mesenquimais de tecido adiposo para indugédo a
pluripoténcia apresentou maior eficiéncia quando comparada as taxas de geragéo de
células eiPS a partir de células mesenquimais de tecido de corddo umbilical e
fibroblastos. As células eiPS-eAdMSC ainda apresentaram detec¢gdo do maior
numero de marcadores de pluripoténcia. Nao foi possivel induzir as células de
medula 6ssea a reprogramacgao celular utilizando o sistema padronizado em nosso
laboratério. Estes resultados corroboram com a hipotese que a deferentes tipos
celulares podem responder de maneira distinta ao processo de reprogramacao,
afetando a pluripotencialidade das células iPS geradas.

Concluimos a partir da analise dos perfis de miRNAS das células induzidas
a pluripoténcia que as células eiPS-eAdMSC apresentam um perfil de miRNAs mais
homogéneo que as células eiPS-eFibro e eiPS-etCU, o que sugere uma
reprogramacgao heterogénea nas linhagens de eiPS estudadas neste trabalho.

Ainda, no nosso conhecimento, este é o primeiro relato de producédo de
células eiPS unicamente dependentes de bFGF, sem necessidade de
suplementacao com LIF.
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Apéndice A- Primers utilizados para analise de perfil de miRNA em células eiPS

Continua
. A Numero de pares de
miRNA Sequéncia basg
eca-let-7a ugagguaguagguuguauaguu 22
eca-let-7c ugagguaguagguuguaugguu 22
eca-let-7d agagguaguagguugcauaguu 22
eca-let-7f ugagguaguagauuguauaguu 22
eca-let-7g ugagguaguaguuuguacaguu 22
eca-mir-1 uggaauguaaagaaguauguau 22
eca-mir-10a uacccuguagauccgaauuugug 23
eca-mir-10b uacccuguagaaccgaauuugug 23
eca-mir-15b uagcagcacaucaugguuuaca 22
eca-mir-19a ugugcaaaucuaugcaaaacuga 23
eca-mir-20a uaaagugcuuauagugcagguag 23
eca-mir-24 uggcucaguucagcaggaacag 22
eca-mir-25 cauugcacuugucucggucuga 22
eca-mir-26a uucaaguaauccaggauaggcu 22
eca-mir-27b uucacaguggcuaaguucugc 21
eca-mir-28-5p aaggagcucacagucuauugag 22
eca-mir-29b uagcaccauuugaaaucaguguu 23
eca-mir-29c uagcaccauuugaaaucgguua 22
eca-mir-30b uguaaacauccuacacucagcu 22
eca-mir-30c uguaaacauccuacacucucagc 23
eca-mir-31 aggcaagaugcuggcauagcu 21
eca-mir-33a gugcauuguaguugcauugca 21
eca-mir-33b gugcauugcuguugcauugc 20
eca-mir-34 uggcagugucuuagcugguugu 22
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Numero de pares de

mMiRNA Sequéncia
base
eca-mir-92a uauugcacuugucccggccugu 22
eca-mir-92b uauugcacucgucccggcecucc 22
eca-mir-95 uucaacgggucuuuauugagca 22
eca-mir-96 uuuggcacuagcacauuuuugcu 23
eca-mir-98 ugagguaguaaguuguauuguu 22
eca-mir-99b cacccguagaaccgaccuugcg 22
eca-mir-105 ucaaaugcucagacuccuguggu 23
eca-mir-106b uaaagugcugacagugcagau 21
eca-mir-122 uggagugugacaaugguguuug 22
eca-mir-125b ucccugagacccuaacuuguga 22
eca-mir-127 ucggauccgucugagcuuggcu 22
eca-mir-128 ucacagugaaccggucucuuu 21
eca-mir-130a cagugcaauguuaaaagggcau 22
eca-mir-130b cagugcaaugaugaaagggcau 22
eca-mir-132 uaacagucuacagccauggucg 22
eca-mir-133a uuugguccccuucaaccagcug 22
eca-mir-133b uuugguccccuucaaccagcua 22
eca-mir-135a uauggcuuuuuauuccuauguga 23
eca-mir-135b uauggcuuuucauuccuauguga 23
eca-mir-137 uuauugcuuaagaauacgcguag 23
eca-mir-138 agcugguguugugaaucaggccg 23
eca-mir-141 uaacacugucugguaaagaugg 22
eca-mir-145 guccaguuuucccaggaaucccu 23
eca-mir-148a ucagugcacuacagaacuuugu 22
eca-mir-148b-3p ucagugcaucacagaacuuugu 22
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Continuagao

miRNA Sequéncia Numero de pares de base
eca-mir-149 ucuggcuccgugucuucacuccce 23
eca-mir-150 ucucccaacccuuguaccagug 22
eca-mir-151-5p ucgaggagcucacagucuagu 21
eca-mir-153 uugcauagucacaaaagugauc 22
eca-mir-155 uuaaugcuaaucgugauaggggu 23
eca-mir-184 uggacggagaacugauaagggu 22
eca-mir-186 Caaagaauucuccuuuugggcu 22
eca-mir-187 ucgugucuuguguugcagccgg 22
eca-mir-190 ugauauguuugauauauuaggu 22
eca-mir-190b ugauauguuugauauuggguu 21
eca-mir-191 caacggaaucccaaaagcagcug 23
eca-mir-193a-5p  ugggucuuugcgggcgagauga 22
eca-mir-194 uguaacagcaacuccaugugga 22
eca-mir-196a uagguaguuucauguuguuggg 22
eca-mir-197 uucaccaccuucuccacccagc 22
eca-mir-199b-5p  cccaguguuuagacuaucuguuc 23
eca-mir-200c uaauacugccggguaaugaugga 23
eca-mir-204b uucccuuugucauccuaugccu 22
eca-mir-205 uccuucauuccaccggagucug 22
eca-mir-206 uggaauguaaggaagugugugg 22
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Numero de pares de

miRNA Sequéncia
base
eca-mir-208a auaagacgagcaaaaagcuugu 22
eca-mir-208b auaagacgaacaaaagguuugu 22
eca-mir-214 acagcaggcacagacaggcagu 22
eca-mir-216a uaaucucagcuggcaacuguga 22
eca-mir-216b aaaucucugcaggcaaauguga 22
eca-mir-222 agcuacaucuggcuacugggu 21
eca-mir-223 ugucaguuugucaaauacccca 22
eca-mir-302b uaagugcuuccauguuuuaguag 23
eca-mir-302c uaagugcuuccauguuucagugg 23
eca-mir-302d uaagugcuuccauguuuuagugu 23
eca-mir-324-5p  cgcauccccuagggcauuggugu 23
eca-mir-328 cuggcccucucugcccuuccgu 22
eca-mir-331 gccccugggcecuauccuagaa 21
eca-mir-335 ucaagagcaauaacgaaaaaugu 23
eca-mir-346 ugucugcccgcaugccugccucu 23
eca-mir-361-5p  uuaucagaaucuccagggguac 22
eca-mir-362-5p  aauccuuggaaccuaggugugagu 24
eca-mir-365 uaaugccccuaaaaauccuuau 22
eca-mir-369-3p  aauaauacaugguugaucuuu 21
eca-mir-370 gccugecugggguggaaccuggu 22
eca-mir-374a uuauaauacaaccugauaagug 22
eca-mir-374b auauaauacaaccugcuaagug 22
eca-mir-376a aucauagaggaaaauccacgu 21
eca-mir-377 aucacacaaaggcaacuuuugu 22
eca-mir-379 ugguagacuauggaacguagg 21
eca-mir-381 uauacaagggcaagcucucugu 22
eca-mir-382 gaaguuguucgugguggauucg 22
eca-mir-383 agaucagaaggugauuguggcu 22
eca-mir-409-5p  agguuacccgagcaacuuugcau 23




Conclusao
RNA Sequéncia Numero de pares de
base
eca-mir-410 aauauaacacagauggccugu 21
eca-mir-423-5p  ugaggggcagagagcgagacuuu 23
eca-mir-432 ucuuggaguaggucauugggugg 23
eca-mir-433 aucaugaugggcuccucggugu 22
eca-mir-448 uugcauauguaggaugucccau 22
eca-mir-449a uggcaguguauuguuagcuggu 22
eca-mir-450a uuuugcgauguguuccuaauau 22
eca-mir-450b-5p uuuugcaauauguuccugaaua 22
eca-mir-454 uagugcaauauugcuuauagggu 23
eca-mir-486-5p  uccuguacugagcugccccgag 22
eca-mir-487b aaucguacagggucauccacuu 22
eca-mir-490-3p  caaccuggaggacuccaugcug 22
eca-mir-491-5p  aguggggaacccuuccaugagg 22
eca-mir-494 ugaaacauacacgggaaaccuc 22
eca-mir-495 aaacaaacauggugcacuucuu 22
eca-mir-499-5p  uuaagacuugcagugauguuu 21
eca-mir-500 uaauccuugcuaccugggugaga 23
eca-mir-502-3p  aaugcaccugggcaaggauuca 22
eca-mir-505 cgucaacacuugcugguuuccu 22
eca-mir-16 uagcagcacguaaauauuggcg 22
eca-mir-21 uagcuuaucagacugauguuga 22
eca-mir-23a aucacauugccagggauuucc 21
eca-mir-23b aucacauugccagggauuacc 21
eca-mir-27a uucacaguggcuaaguuccgc 21
eca-mir-93 caaagugcuguucgugcagguag 23
eca-mir-99a aacccguagauccgaucuugug 22
eca-mir-125a-5p ucccugagacccuuuaaccuguga 24
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Apéndice B- Vias reguladas por miRNAs aumentados em fibroblastos controle e
eiPS

Pathways regulated by miRNAs increased in Genes number | miRNAs number
Fibroblast CTR

Proteoglycans in cancer 111 5
Adherens junction 52 5
TGF-beta signaling pathway 49 5
Hipoo signaling pathway 75 5
Hepatitis B 79 5
Prion diseases 15 5
Viral carcinogenesis 102 5
Lysine degradation 28 5
Glioma 40 5
Thyroid hormone signaling pathway 67 5
Pathways in cancer 189 5
ECM-receptor interaction 34 5
Oocyte meiosis 64 5
Renal cell carcinoma 39 5
Chronic myeloid leukemia 45 5
Cell cycle 70 5
Protein processing in endoplasmic reticulum 87 5
FoxO signaling pathway 75 5
Bacterial invasion of epitelial cells 44 5
Ubiquitin mediated proteolysis 76 5
Transcriptional misregulation in cancer 82 5
AMPK signaling pathway 66 5
Fatty acid biosynthesis 4 5
mTor signaling pathway 38 5
Prostate cancer 51 5
Focal adhesion 103 5
Blader cancer 27 5
Estrogen signaling pathway 49 5
Endocytosis 95 5
Neurotrophin signaling pathway 63 5
Thyroid cancer 18 5
Shigellosis 37 5
Colorectal cancer 34 5
Endometrial cancer 29 5
p53 signaling pathway 38 5
HIF-1 signaling pathway 55 5
Signaling pathways regulating pluripotency of stem 67 5
cells

Insulin signaling pathway 69 5
Small cell lung cancer 45 5
Regulation of actin cytoskeleton 93 5
ErbB signaling pathway 45 5
Phosphatidylinositol signaling system 41 5
Pancreatic cancer 36 5
Non-small cell lung cancer 30 5
Wht signaling pathway 63 5
Sphingolipid signaling pathway 56 5
GnRH signaling pathway 45 5
Inositol phosphate metabolism 28 5
Melanoma 34 5
Acute myelois leukemia 29 5
Central carbono metabolismo in cancer 31 5
Progesterone-mediated oocyte maturation 44 5
HTLV-I signaling pathway 112 5
PI3K-Akt signaling pathway 142 5
TNF signaling pathway 53 5
MAPK signaling pathway 104 5
Apoptosis 38 5
Gap junction 40 5




Pathways regulated by miRNAs increased in Fibroblast
iPS

Gene number

MiRNAs number

Fatty acid biosynthesis 3 2
Lysine degradation 17 5
Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 41 5
Proteoglycans in cancer 46 5
TGF-beta signaling pathways 25 5
Colorectal cancer 21 5
Fatty acid metabolism 9 3
Oocyte meiosis 27 5
FoxO signaling pathway 36 5
Adherens junction 22 5
Pathways in cancer 71 5
Whnt signaling pathway 33 5
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 2 2
Hippo signaling pathway 38 5
Chronic myeloid leukemia 20 5
Cell clycle 29 5
Endocytosis 39 5
Endometrial cancer 15 5
Non-small cell lung cancer 14 5
Focal adhesion 47 5
Prostae cancer 22 5
Thyroid cancer 8 5
p53 signaling pathway 18 5
Prolactin signaling pathway 17 5
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Apéndice C- Vias reguladas por miRNAs exclusivos em fibroblastos controle e eiPS

Pathways regulated by miRNAs exclusive to Fibroblast CTR

Genes number

miRNAs number

ECM-receptor interaction 5 1
Sulfur relay system 1 1
Adrenergic signaling in cardiomyocytes 8 1
Amphetamine addiction 6 1
Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy 3 1

Pathways regulated by miRNAs exclusive to Fibroblast iPS

Genes number

miRNAs number

Fatty acid biosynthesis 4 2
ECM-receptor interaction 35 5
Amoebiasis 24 3
Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 58 5
Glioma 29 5
Protein digestion and absorption 26 2
Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 16 3
Lysine degradation 9 4
Mucin type O-Glican biosynthesis 77 3
Focal adhesion 7 1
Fatty acid metabolism 61 3
Proteoglicans in cancer 76 4
PI3K-Akt signaling pathways 5 2
Glycosaminoglycan biosynthesis - heparan sulfate/heparin 20 2
Melanoa 25 2
TGF-beta signaling pathway 37 4
Pathways in cancer 67 2
Prostate cancer 27 2
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Apéndice D- Vias reguladas por miRNAs aumentados em etCU controle e eiPS

Pathways regulated by miRNA Increased in umbilical CTR Gene MiRNAs number
number

Prion deseases 9 2
Fatty acid biosynthesis 1 1
Proteoglycans in cancer 51 2
Adherens junction 21 2
p53 signaling pathway 23 2
Viral carcinogenesis 45 2
Fatty acid metabolism 7 2
Glycosphingolipid biosynthesis — lacto and neolacto series 2
Phosphatidylinositol signaling system 20 2
Glioma 18 2
HIF-1 signaling pathway 28 2
Pathways in cancer 76 2
mTor signaling pathway 18 2
Renal cell carcinoma 17 2
Thyroid hormonesignaling pathway 30 2
Non-small cell lung cancer 15 2
Central carbon metabolism in cancer 16 2
Cell cycle 29 2
Focal adhesion 45 2
Regulation of actin cytoskeleton 44 2
Pathways regulated by miRNA Increased in umbilical iPS Gene MiRNAs number
(eca-mir-302d) number

Lisine degradation 4 1
Whnt signaling pathway 8 1
Mucin type O-Glyan biosynthesis 2 1
Hippo signaling pathway 11 1
Proteoclicans in cancer 8 1
Prolactin signaling pathway 4 1
Oocyte meiosis 5 1
Endocytosis 6 1
Non-small cell lung cancer 2 1
Pathways in cancer 7 1
Colorectal cancer 3 1
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Apéndice E- Vias reguladas por miRNAs exclusivos em etCU eiPS

Pathways regulated by miRNAs exclusive to etCU iPS Genes number miRNAs number
Fatty acid biosynthesis 4 2
Mucin type O-Glican biosynthesis 7 3
Long term depression 19 3
Gap junction 21 4
Fatty acid metabolism 10 4
Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 38 5
Ubiquitin mediated proteolysis 39 5
Proteoglicans in cancer 44 5
Glioma 18 4
Neurotrophin signaling pathway 35 5
FoxO signaling pathway5 34 4
Axon guidance 35 5
Non-smal cell lung cancer 17 5
cGMP-PKG signaling pathway 40 5
Lysine degradation 11 3
Cocaine addiction 13 4
Prolactin signaling pathway 18 5
Prostate cancer 23 3
AMPK signaling patway 30 5
oocyte meiosis 29 5
p53 signaling pathways 20 5
Progesterone-mediated oocyte maturation 24 5
Ras signaling pathway 46 5
mTOR signaling pathway 18 4
Melanoma 19 3
Glycerophospholipid metabolism 21 4
TGF-beta signaling pathway 17 4
Regulation of actin cytoskeleton 46 5
Glycosaminoglycan biosynthesis - heparan sulfate/heparin 4 2
B cell receptor signaling pathway 19 3
Rap1 signaling pathway 45 5
Adrenergic signaling in cardiomyocytes 31 5
Amphetamine addiction 15 5
Focal adhesion 44 5
Long-term potentation 18 5




Apéndice F- Vias reguladas por miRNAs exclusivos em eAdMSC controle

Pathways regulated by miRNAs exclusive to eAdMSC CTR

Genes number

miRNAs number

Glycosphingolipid biosynthesis - lacto and neolacto series 2 1
Morphine addiction 9 1
Lysine degradation 5 1
Gap junction 7 1
MicroRNAs in cancer 15 1
Transcriptional misregulation in cancer 17 1
Bacterial invasion of epthelial cells 10 1
Cocaine addiction 7 1
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Apéndice G- Vias reguladas por miRNAs aumentados em eAdMSC controle

Continua

Pathways regulated by miRNAs increased in Mesenquimal CTR Gene MiRNAs
number number

MiRNAs in cancer 155 47
Proteoglycans in cancer 185 47
Pathways in cancer 339 48
Renal cell carcinoma 65 46
Glioma 62 45
ECM-receptor interaction 73 39
TGF-beta signaling pathway 76 45
Hippo signaling pathway 134 45
Hepatitis B 123 46
Pancreatic cancer 63 45
Cell cycle 113 47
Focal adhesion 186 47
Non-small cell lung cancer 52 42
Other types O-glycan biosynthesis 29 29
Transcriptional misregulation in cancer 151 48
Acute myeloid leukemia 55 41
Ubiquitin mediated proteolysis 122 46
Endocytosis 179 44
Protein processing in endoplasmic reticulum 146 43
PI3K-Akt signaling pathway 275 48
Prostae cancer 82 45
Chronic myeloid leucemia 71 44
N-Glycan biosynthesis 45 39
Insulin signaling pathway 124 44
ErbB signaling pathway 78 45
Melanoma 64 44
Adherens junction 68 46
Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 119 45
Thyroid hormone signaling pathway 105 46
Endocmetrial cancer 49 43
Bacterial invasion of epithelial cells 69 45
Thyroid cancer 28 38
Steroid biosynthesis 19 30
p53 signaling pathway 64 43
Neurotrophin signaling pathway 106 44
Phosphatidylinositol signaling pathway 70 43
Axon guidance 106 43
FoxO signaling pathway 117 47
Prion deseases 28 35
Glycosaminoglycan biosynthesis — keratan sulfate 14 25
Small cell lung cancer 75 45
Lysine degradation 45 37
Glycosaminoglycan biosynthesis — chondroitin sulfate/ dermatan sulfate 17 26
Blader cancer 35 41
Colorectal cancer 59 44
Central carbon metabolismo in cancer 59 42
Estrogen signaling pathway 85 45
Spliceosome 109 46
Oocyte meiosis 93 45
Regulation of actin cytoskeleton 173 46
Circadian rhythm 29 31
mTor signaling pathway 56 44
Progesterone mediated oocyte maturation 76 44
RNA transport 139 47
Ras signaling pathway 181 46
Long-term potentation 58 42
Salmonella infection 67 41
Sphingolipid signaling pathway 100 45
Rap1 signaling pathway 169 46
Prolactin signaling pathway 61 44
Inositol phosphate metabolismo 53 41
Fatty acid elongation 20 30
Gap juntion 72 42
Whnt signaling pathway 116 45
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Concluséao
Dorso-ventral axis formation 25 38
Ribosome 111 39

Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchor biosynthesis 22 25
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4 CAPIiTULO V: CONCLUSOES GERAIS




130

4.1 CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que foi possivel
gerar células pluripotentes induzidas equinas a partir das células isoladas de tecido
adiposo, tecido de corddo umbilical e fibroblastos, utilizando fatores de
reprogramagao humanos. Também é possivel concluir que, usando o sistema de
indugdo padronizado em nosso laboratorio, a utilizagdo de fatores humanos na
reprogramacao direta gera uma maior eficiéncia na produgéo de células iPS equinas
quando comparados com fatores murinos. Fato este observado devido a maior
quantidade de colbnias encontradas nas células reprogramadas por fatores
humanos e a auséncia de reprodutibilidade da produgao de células eiPS a partir dos
fatores murinos. Ainda, no nosso conhecimento, as células eiPS produzidas neste
estudo sao as primeiras unicamente dependentes de bFGF, sem necessidade de
suplementacao com LIF.

A utilizag&do de células mesenquimais de tecido adiposo para reprogramacgao
celular apresentou maior eficiéncia quando comparada as linhagens induzidas a
partir de células mesenquimais de tecido de corddo umbilical e fibroblastos.
Resultado este corroborado pela analise do perfil de miRNAs das linhagens
estudadas, pré e pos reprogramagao, que mostrou que duas linhagens de células
eiPS-etCU e de eiPS-eFibro apresentavam um perfil mais semelhante aos seus
controles do que as demais linhagens de células eiPS geradas, podendo ser um
indicio de linhagens parcialmente reprogramadas. Ainda, as células eiPS-eAdMSC
apresentaram deteccdo de um numero maior de marcadores de pluripoténcia,
quando comparadas as demais células estudadas. Nao foi possivel induzir as
células mesenquimais de medula o6ssea a pluripoténcia utilizando o sistema
padronizado em nosso laboratério. Estes resultados estdo em acordo com a
hipétese que os tipos celulares estudados neste trabalho respondem de maneira
diferente ao processo de reprogramacgao celular, efeito mostrado na eficiéncia de
indugdo a pluripoténcia e nas caracteristicas exibidas pelas linhagens de células
eiPS geradas.

A utilizagdo das células eiPS de maneira pratica é desejavel, porém ainda
nao € considerada uma realidade, uma vez que estas células apresentam, entre os

fatores de reprogramagao, genes associados a formagdo de tumores, que
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representariam um risco para a saude de pacientes. Portanto os préximos objetivos
sdo novos estudos visando excisar a sequéncia do vetor STEMCCA, que contém os
fatores de reprogramacgdo das células eiPS, acompanhada da avaliagdo da
manutengdo de pluripoténcia, o que caminharia no sentido da utilizagdo pratica

destas células.
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