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RESUMO

PESSOA, L. V. F. Controle do nimero de copias de DNA mitocondrial em células
bovinas: um modelo baseado na deplecdo. [Control of mitochondrial DNA copy number in
bovine cells: a model based on depletion]. 2012. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012,

As mitocondrias sdo organelas semiautonémicas, portadoras do proprio DNA, o0 mtDNA e
responsaveis pela producdo de energia celular na forma de ATP, através do processo de
fosforilacdo oxidativa. Atualmente, diferentes tipos de doencas, como distrofias musculares e
diversos tipos de cancer, estdo associadas a alteracdo nas moléculas de mtDNA. Na década de
70 um modelo a partir do cultivo celular com brometo de etidio (EtBr) foi desenvolvido com
0 objetivo de se criar uma linhagem celular depletada de cépias de mtDNA. Desde entdo os
mais variados estudos foram realizados e diversos tipos celulares foram submetidos a
deplecdo do mtDNA. Este projeto teve como objetivos criar um modelo de cultivo celular
somatico na espécie bovina com deplecdo de copias de mtDNA para investigar a resposta da
célula a esta condicdo; avaliar como as células depletadas se comportam na auséncia de EtBr,
além da utilizacdo destas células no processo de reprogramacao celular por inducao génica na
tentativa de avaliar o efeito do numero de cépias de mtDNA na inducdo na espécie bovina.
Para tanto foram desenvolvidos trés experimentos; Experimento 1- Deplecdo de mtDNA a
partir da utilizacdo do brometo de etideo; Experimento 2 — Replecdo do mtDNA; e
Experimento 3 — Ultilizacdo de células bovinas depletadas no sistema de reprogramacéo
nuclear. Todos os experimentos foram avaliados quanto a quantidade de cdpias de mtDNA e
expressao génica para os genes Bax, Bcl2 e Tfam. Ademais, 0s experimentos 1 e 2 foram
avaliados quanto a viabilidade celular e apenas o experimento 1 foi avaliado quanto ao
crescimento e morfologia celular. O experimento 1 foi avaliado durante o cultivo celular nos
periodos DO, D4, D7, D10 e D13, com os grupos experimentais controle (EtBr-C) e tratado
com 100 ng/mL de brometo de etidio (EtBr-T), quanto a niero de cépias do mtDNA, o grupo
EtBr-T diferiu do grupo EtBr-C (P=0,0459), apresentando menor numero de copias de
mtDNA; menor taxa crescimento celular (P<0,05), porém sem alteracdo na morfologia
celular, e na expressdo dos genes descritos acima. No experimento da replecdo, ndo houve
diferenga no nimero de copias de mtDNA, entre os grupos EtBr-T e EtBr-R, indicativo de
gue as células atingiram o estado rho O ou que necessitam de mais tempo para ativar a
replicacdo do mtDNA,; quanto a viabilidade celular, houve diferenca entres os grupos, quanto

a expressdo génica, com aumento do Bax e do Bcl-2 para o grupo EtBr-T; O grupo EtBr-R



apresentou queda do Bcl-2; para o Tfam houve aumento para o grupo EtBr-T e uma queda
para o grupo EtBr-R. Quanto ao experimento 3, ndo foi possivel observar sinais de
pluripoténcia, porém foi detectada uma queda na quantidade de mtDNA dos dois grupos
tratados por EtBr (EtBr com e sem Stemcca) e o grupo controle com Stemcca. Para analise de
expressao génica, ndo houve diferengas entre os grupos em relagdo ao Tfam. Quanto ao Bax,
0s grupos controle com Stemcca, controle sem Stemcca e EtBr sem Stemcca néo diferiram, e
o ultimo também ndo apresentou diferenca quando comparado ao grupo EtBr com Stemcca.
Para o Bcl-2, os grupos controle sem Stemcca e EtBr com Stemcca ndo apresentaram
diferencas entre si; o grupo controle sem Stemcca ndo apresentou diferenca quando
comparado aos grupos controle com Stemcca e EtBr sem Stemcca. Concluindo, este trabalho
no nosso conhecimento, descreve pela primeira vez a producdo de células bovinas Rho 0 e

discute sobre a relacdo da fungdo mitocondrial e o processo de reprogramacéo celular.

Palavras-chave: Mitocondria. Deplecdo. Replecdo. Mesenquimal. Pluripoténcia.



ABSTRACT

PESSOA, L. V. F. Control of mitochondrial DNA copy number in bovine cells: a model
based on depletion. [Controle do nimero de copias de DNA mitocondrial em células
bovinas: um modelo baseado na deplecéo]. 2012. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2012.

Mitochondria are semi autonomic organelles which present their own DNA (mtDNA); are in
charge of cell energy production as ATP through oxidative phosphorylation. Currently,
different types of diseases like muscular distrofy; different types of cancer are associated to
alterations of mtDNA molecules. In the 70's a model based on cell culture with ethidium
bromide (EtBr) was developed in order to create a cell line depleted of mtDNA. Since then, a
variety of studies were realized; diverse cell types were submited to mtDNA depletion. This
project had as objective creating a model of somatic cell culture in bovine species with
depletion of mtDNA copies, in order to investigate cell response to this condition; to analyze
depleted cell behavior in the absence of EtBr, besides using this depleteded cell in a
reprogramming cell process by genic induction in order evaluate the effect of the number of
mtDNA copies during induction in bovine species. Therefore three experiments were
developed: Experiment-1 Depletion of mtDNA using ethidium bromide. Experiment-2
repletion of mtDNA; Experiment-3 usage of depleted bovine cells in reprogramming nuclear
system. Cell experiments were analyzed according to the quantity of mtDNA copies; genic
expression for Bax, BCI2; Tfam genes. Also, experiments 1; 2 were analyzed on cell viability;
only experiment 1 was analyzed regarding cell morphology; growth. Experiment-1 was
analyzed during cell culture on periods DO, D4, D7, D10, D13, with control experimental
groups (EtBr-C),; treated with 100 ng/mL ethidium bromide (EtBr-T); relating to mtDNA
quantification the EtBr-T group differed from EtBr-C (P=0,0459) presenting a smaller
number of mtDNA copies; smaller growth rate (P<0,05); although there was no differences on
cell morphology as there was also no difference related to genic expression of the previous
stated genes. Repletion experiment showed no differences about the number of mtDNA
copies between EtBr-T; EtBr-R groups, indicating this cells reached RhoO state or that they
need more time to activate mtDNA replication; about cell viability, there were no differences
among the groups; relating to genic expression there was an increase of Bax; BCI-2 for EtBt-
T group; EtBr-R group showed decrease of BCI-2; for Tfam there was an increase for EtBr-T
group; a decrease for EtBr-R. Relating to Experiment-3 it was impossible to notice signs of

pluripotency, but we could see a decrease in the amount of mtDNA in both groups treated



with EtBr (EtBr with; without STEMCCA) as in control group with STEMCCA. Genic
expression analysis didn't show differences related to Tfam. Regarding to BAX, both control
groups (with; without STEMCCA); EtBr without STEMCCA didn't differ from each other,;
the last one also didn't show any difference when compared to EtBt with STEMCCA group.
For BCI-2, control group without STEMCCA,; EtBr with STEMCCA didn't show differences
among each other; control group without SEMCCA didn't show differences when compared
to control group with STEMCCA; EtBr without STEMCCA. Concluding, this work,
regarding our knowledge, describes for the first time, production of bovine RhoO cells;
debates about the relationship among mitochondrial function; the process of cell

reprogramation.

Key-words: Mitochondria. Depletion. Repletion. Mesenchymal. Pluripotency.
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ACTB: actina

ATP: adenosina tri-fosfato
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DNA: &cido desoxirribonucleico
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IPSc: célula-tronco de pluripoténcia induzida
mtDNA: DNA mitocondrial

NDNA: DNA nuclear

NRF-1: fator nuclear respiratorio
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TFAM: fator de transcricdo mitocondrial A
p°: RhoO — Célula sem mtDNA
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1 INTRODUCAO

As mitocondrias sdo organelas responsaveis pela producdo energética das células em
forma de ATP (ALBERTS et al., 2008). Apresentam heranca materna (ANDERSON et al.,
1981) e material genético préprio (mtDNA), sendo seu mtDNA o responsavel por sintetizar
13 polipeptidios essenciais para a atividade mitocondrial (SHADEL; CLAYTON, 1997).
Cada célula apresenta entre 1-10 mitocéndrias, com mdultiplas copias de mtDNA, nimero
relacionado com a capacidade de producédo de energia de uma determinada célula (REYNER
etal., 2001).

Um dos mecanismos celulares que controlam o nimero de copias de mtDNA de uma
célula é o fator de transcricdo mitocondrial A (TFam; GARSTKA et al., 1994) que é
responsavel por controlar a transcri¢do e a replicacdo mitocondrial (MONTOYA et al., 1997;
WEBER et al., 2004). No mtDNA, a ordem dos genes € extraordinariamente preservada entre
0s vertebrados, porém, a sequéncia de nucleotideos e a organizacdo dos elementos
regulatérios do mesmo, envolvidos na transcri¢do e replicacdo do genoma variam vastamente
(SHADEL; CLAYTON, 1997). Uma série de alteracbes celulares e doencas estdo
intimamente associadas a mutacdes nas cépias de mtDNA celular (KING; ATTARDI, 1996;
SCARPULLA, 2008). Uma forma de mimetizar in vitro estas alteracbes relacionadas ao
namero de cépias do mtDNA, é o processo de deplecao mitocondrial de células por exposicdo
ao brometo de etidio (EtBr) durante o cultivo celular (NASS, 1970).

O EtBr é uma droga amplamente utilizada em modelos de estudo envolvendo o
envelhecimento celular e cancer (VILLA et al., 2012). Segundo Nass, 1970, o brometo de
etidio gera deplecdo no numero de copias de mtDNA na célula, devido a uma interferéncia na
incorporagéo da timidina ao DNA circular. Células depletadas apresentam ainda mitocondrias
com uma morfologia extremamente particular, sendo maiores que mitocéndrias normais,
porém fragmentadas e exibindo uma crista espagada e mal desenvolvida (NASS, 1970;
MARUSICH et al., 1997). Tais caracteristicas sdo também observadas em outros tipos
celulares, como em células pluripotentes (SATHANANTHAN; PERA; TROUNSON, 2002;
RAMALHO-SANTOS et al., 2009; FACUCHO-OLIVEIRA; ST JOHN, 2009).

As células pluripotentes, ou células-tronco embrionarias, possuem um potencial de se
diferenciar em qualquer um dos folhetos germinativos embrionério: a endoderme, a
mesoderme e a ectoderme, que por sua vez dardo origem a mais de 200 tipos celulares (fetais
e/ou adultos) durante todo o desenvolvimento (EVANS; KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981;
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THOMSON et al., 1998; NAFEE et al., 2008; OHGANE; YAGI; SHIOTA, 2008). Entre estes
tipos celulares citados anteriormente, estdo as células mesenquimais, que sdo classificadas
como multipotentes, j& que as mesmas também possuem um potencial de diferenciacéo,
porém inferior as células-tronco embrionarias. Para que uma linhagem celular possa ser
considerada mesenquimal, além de poderem ser encontradas em praticamente todo o
organismo (MOSNA; SENSEBE; KRAMPERA, 2010), a mesma deve possuir algumas
caracteristicas particulares, dentre elas, a total capacidade de se diferenciar em adipdcitos,
condroblastos e ostedcitos (DOMINICI et al., 2006).

A utilizacdo de células-tronco pluripotentes € de extrema importancia para o
entendimento de estudos relacionados aos mais variados tipos, porém sua aplicacdo pratica
esbarra em uma série de dificuldades. Como uma tentativa de solucionar tais problemas,
foram desenvolvidas as células-tronco de pluripoténcia induzida (células iPS) através da
transducdo retroviral dos fatores OCT3/4, SOX2, KLF4 e c-MYC no genoma. Estas células
passam por um processo de desdiferenciacdo ou reprogramacao nuclear, em que leva de um
estado diferenciado a indiferenciado (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006).

Baseado nos fatos citados acima, a intencdo do projeto foi estudar os mecanismos
responsaveis pelo controle da replicacdo de mtDNA durante um processo de deplecédo
mediado por EtBr em celulas mesenquimais. Também foi testado o efeito do EtBr durante o
processo de inducdo de iPS bovinas.

Espera-se deste estudo uma contribuicdo para o conhecimento dos mecanismos
replicacionais do mtDNA, o que pode ter implicacdes para o entendimento de muitas doencas
mitocondriais (POULTON et al., 2010).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MITOCONDRIAS

As mitocondrias sdo comumente caracterizadas como estruturas semelhantes a
bactérias, sendo cilindricas, rigidas e com diametro variavel (0,5-1um). Sdo delimitadas por
duas membranas que definem dois espacos, 0 espaco interno da matriz e 0 espaco
intermembranas (ALBERTS et al., 2008), sendo que a membrana externa a delimita e separa
do citosol, e a membrana interna, invaginada, forma a crista (TAANMAN, 1998). Séo
organelas celulares consideradas essenciais para a evolugdo, uma vez que na sua auséncia, 0s
organismos dependeriam de glicélise anaerdbia para a producdo de adenosina tri-fosfato
(ATP; ALBERTS et al., 2008). Apresentam heranca materna (ANDERSON et al., 1981) e séo
compostas por cerca de 1.500 polipeptidios e responsaveis pela producdo, através da
fosforilacdo oxidativa (OXPHOS), da maior parte da energia da célula na forma de ATP
(REYNER et al., 2001; CHIARATTI et al., 2010).

Enquanto o DNA nuclear (nDNA) codifica a maioria das proteinas da cadeia
respiratdria e todas as enzimas e proteinas que regulam a replicacdo e transcricdo do DNA
mitocondrial (MtDNA; JENG et al., 2008), o mtDNA sintetiza 13 polipeptidios componentes
da cadeia respiratéria (SHADEL; CLAYTON, 1997; CHIARATTI et al., 2010). O material
produzido no ndcleo é importado via translocases proteicas especializadas da membrana
mitocondrial externa, através do citoplasma (ALBERTS et al., 2008). Essa associa¢do dos
componentes implica em uma origem genética dupla para os integrantes da OXPHOS e
demonstra a complexidade do sistema (MARUSICH et al., 1997).

Apesar da contribuicdo do mtDNA ser pequena no quadro proteico mitocondrial geral,
0s 13 componentes produzidos por ele sdo considerados essenciais para a atividade das
mitocondrias (e.g. OXPHOS; SHADEL; CLAYTON, 1997), além de codificar tRNAs e
rRNAs necessarios para a traducdo dos mRNAs codificados pelo mtDNA. A comunicagdo
nucleo/ mitocdndria, no que diz respeito ao controle da replicacdo e transcricdo do mtDNA é
dirigida, principalmente por dois fatores de transcrigcdo: o fator nuclear respiratorio (NRF-1) e
o fator de transcrigdo mitocondrial A (TFAM; MIRANDA et al., 1999).

O TFAM é um componente essencial do complexo de iniciacdo da transcricdo

mitocondrial (JENG et al., 2008). E caracterizado como um gene de cépia nuclear Gnica que
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regula a replicacdo e a transcricdo do mtDNA (D'ERRICO et al., 2005; CHIARATTI et al.,
2010) e é regulado pelo NRF-1, assim como diversos outros genes de atuacdo mitocondrial
(MIRANDA et al., 1999).

O numero de copias de mtDNA na célula estd relacionado com a capacidade de
producdo de ATP e essa sintese pode ser comprometida quando o mtDNA sofre mutacdes
(CHIARATTI et al., 2010). Problemas relacionados a ATPase e a cadeia respiratoria causam
efeitos colaterais em funcGes celulares e teciduais (MARUSICH et al., 1997) e o baixo
namero de copias de mtDNA ja foi relacionado com varios tipos de células que apresentavam
disfuncdo mitocondrial e caracteristicas celulares alteradas. Essa alteracdo na quantidade de
copias de mtDNA estd amplamente associada a distirbios como carcinoma hepato-celular,
cancer renal, estresse oxidativo e cardiomiopatia (JENG et al., 2008), sendo amplo o nimero
de doencas humanas relacionadas a defeitos mitocondriais (KING; ATTARDI, 1996).

O modelo de deplecdo do DNA em resposta ao tratamento das células em cultivo com
Brometo de Etidio (EtBr) é descrito desde os anos 70 (NASS, 1970) e amplamente utilizado
em experimentos para avaliacdo da contribuicdo do mtDNA em doencas como cancer (LEE;
CHANG; CHI, 2010) e no envelhecimento celular (SCHROEDER et al., 2008). De acordo
com Nass (1970), células tratadas com EtBr apresentaram menor numero de coOpias de
mtDNA, com moléculas mais lineares (e ndo circulares como o0 mtDNA saudavel) quando
comparadas com as mesmas células, sem o tratamento. Isso ocorre devido a exposi¢do ao
EtBr, que afeta a incorporacdo de timidina ao DNA circular. Outros estudos também mostram
que células com baixa contagem de mtDNA tendem a manifestar resisténcia a
quimioterdpicos (OHTA, 2006) e que o DNA mitocondrial tem papel importante na
manutenc¢do do fendtipo maligno em células tumorais (VILLA et al., 2012).

A geracdo de um modelo animal de deplecdo do mtDNA em bovinos pode ser
utilizado para teste de resisténcia a quimioterapicos, replecdo de mtDNA exdgeno por fusdo
de ceélulas depletadas (KHAN; SMIGRODZKI; SWERDLOW, 2007) ou mesmo o
desenvolvimento de modelos de mutacdo de mtDNA de forma semelhante as encontradas em
doencas relacionadas ao mtDNA. A grande vantagem do sistema ndo murinho é que ele tem
uma vida mais longa, o que permitiria estudos de efeito do tempo e da senescéncia a
semelhanca do que ocorre no humano.

As mitocondrias tém papel importante na homeostase, no metabolismo energético e na
morte celular programada (CHIARATTI et al., 2010). A capacidade de fosforilagdo oxidativa
da mitocondria é determinada por uma associac¢ao dos genes mitocondriais e nucleares (JENG

et al., 2008), sendo assim, o controle da biogénese e da funcdo mitocondrial é dependente de
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um processo extremamente complexo que exige uma variedade de bem orquestrados
mecanismos regulatorios (GARESSE; VALLEJO, 2001).

Apesar de relativamente bem compreendido ndo ha até o momento um estudo que
tenha caracterizado o controle do nimero de copias de mtDNA em uma célula e sua regulagéo

frente & oferta de oxigénio e de substrato, por exemplo.

2.2 MTDNAE CELULAS P°

As células somaticas de mamiferos apresentam uma enorme variacdo no niamero de
mitocondrias, cada uma delas apresentando entre 1-10 copias de mtDNA (REYNER et al.,
2001). Esse numero que varia com tipos celulares dependendo da necessidade energética da
célula (BROWN; CLAYTON, 2002), um exemplo é o o6cito, que apresenta um ndmero
muito maior de mitocondrias que o espermatozoide (DIEZ-SANCHEZ et al., 2003). Esta
variacdo também pode ser observada em relacdo a idade do animal (SCHWARK;
CAVELIER; CORTOPASSI, 2006).

Acredita-se que o0 mtDNA seja organizado numa estrutura conhecida por nucledide,
um complexo nucleo-protéico composto por fatores envolvidos na regulagdo da replicagdo e
transcricdo do mtDNA e suas multiplas cépias (CHIARATTI et al., 2010). Existem ainda
evidéncias in vivo e in vitro que atestam que o TFAM ndo seja s6 um participante do processo
de transcricdo do mtDNA, mas sim um elemento chave desse mecanismo (GARSTKA et al.
1994), sendo essencial para sua manutencdo (KANKI et al.,, 2004), j& que controla a
transcricdo e a replicagcdo mitocondrial (MONTOYA et al., 1997). A descoberta que mutacdes
do mtDNA podem ser patogénicas para 0s humanos intensificou o interesse em entender o
mecanismo de manutenc¢do do mtDNA (SHADEL; CLAYTON, 1997).

Células que nédo se dividem ou de diviséo lenta, como neurdnios, apresentam maiores
taxas de mutacdo no mtDNA que células de divisdo répida e esses defeitos mitocondriais
estdo diretamente relacionados com algumas doengas neuromusculares (BRENNER et al.,
1998). Tais defeitos podem ainda contribuir indiretamente com vérias outras doencas
degenerativas (SCARPULLA, 2008).

Com algumas excecOes, a ordem dos genes no mtDNA € notavelmente preservada
entre as espécies de vertebrados, entretanto, a sequéncia de nucleotideos e a organizacdo dos

elementos regulatorios do mtDNA envolvidos na transcricdo e replicacdo do genoma variam
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amplamente (SHADEL; CLAYTON, 1997). A transcricdo e replicacdo do mtDNA séo passos
importantes para a biogénese mitocondrial, entretanto, a regulagdo desses processos in vivo
ainda nao esta totalmente clara (WEBER et al., 2004).

Acredita-se que a expressdo e a replicacdo do mtDNA ocorram através de fatores
codificados pelo nacleo e importados para a mitocéndria (BONAWITZ; CLAYTON;
SHADEL et al., 2006). Existem dois fatores chaves para o inicio da replica¢cdo do mtDNA: o
TFAM e a POLG mitocondrial-especifica (LLOYD et al., 2006), que é uma DNA polimerase
especifica que conduz a replicacdo do mtDNA (CHIARATTI et al., 2010).

Nos animais vertebrados, a molécula de mtDNA apresenta uma regido ndo codificante
que ancora 0s promotores para dar inicio a transcricdo e originar a replicacdo da fita pesada
(H-strand) do DNA (SHADEL; CLAYTON, 1997). Nestes animais a transcricdo ocorre
através de dois promotores adjacentes: o promotor de fita leve (light strand promoter - LSP) e
o promotor de fita pesada (heavy strand promoter - HSP), dependendo de qual serve de molde
(GENSLER et al., 2001). O TFAM apresenta alta afinidade com os fatores de promog¢éo da
transcricdo de ambas as fitas (KANKI et al., 2004). Cada fita de mtDNA circular é transcrita
através de uma RNA polimerase do tipo bacteri6fago produzindo grandes transcritos
policitrénicos que sdo processados gerando rRNAs, tRNAs e mMRNAs maduros, o que permite
a expressdo de informacdo genética mitocondrial (SHADEL; CLAYTON, 1997; LEE;
CLAYTON, 1998). A replicacdo do mtDNA esta intimamente ligada a sua transcrigdo. Tem
inicio com um Unico promotor na fita leve e resulta em uma forma estavel de um hibrido de
RNA:DNA (BROWN; CLAYTON, 2002) conhecido como R-Loop (LEE; CLAYTON,
1998).

Os tratamentos com drogas que levam a deplecdo do mtDNA como o EtBr, séo
largamente aplicados nos estudos de fungédo e heranca mitocondrial. Aparentemente as drogas
agem inibindo o complexo de transcricao/replicacdo do mtDNA, sem efeito sobre o nimero
de organelas que passam a funcionar sem parte da maquinaria de OXPHOS (KING;
ATTARDI, 1996). No entanto tem-se que estas células, desde que suplementadas com
uridina, tem capacidade de manutencg&o in vitro de maneira semelhante as células que contem
o0 mtDNA (JENG et al., 2008).
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2.3 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS, EMBRIONARIAS E DE PLURIPOTENCIA
INDUZIDA

Mencionadas pela primeira vez na década de 60 (FRIEDENSTEIN et al., 1968), as
células-tronco mesenquimais formam um grupo diversificado de células com a capacidade de
se diferenciar em variados tipos celulares (STRIOGA et al., 2012). Existem divergéncias
guanto a utilizacdo da expressao células-tronco em sua definicdo, uma vez que esse termo
implicaria na multipoténcia e na capacidade crescer indefinidamente mantendo sua aptidéo de
se diferenciar nos demais tipos celulares (BIANCO; ROBEY; SIMMONS, 2008).

Para que sejam consideradas células mesenquimais, as mesmas devem obedecer certos
critérios: aderéncia a placa em condi¢cdes padrdes de cultivo; diferenciacdo in vitro em
adipdcitos, condroblastos e ostedcitos, mediante estimulos (DOMINICI et al., 2006).

Sdo amplamente distribuidas pelo organismo, podendo ser encontradas em
praticamente qualquer 6rgdo (MOSNA; SENSEBE; KRAMPERA, 2010) e como sua
obtencdo é mais facil que a de células-tronco embrionarias e IPS, e apresentam menor risco de
derivagdo de tumores, séo amplamente utilizadas para a pesquisa (SAMPAIO et al., 2010).

As células-tronco embrionérias sdo células derivadas das células embrionarias
totipotentes de embrides no inicio do desenvolvimento (blastocistos), que apresentam a
capacidade de se diferenciar em células das trés camadas germinativas, além de crescer
indefinidamente mantendo sua pluripoténcia (EVANS; KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981;
THOMSON et al, 1998), além disso, as células-tronco embrionérias apresentam
caracteristicas morfoldgicas especificas como formato arredondado, ndcleo grande e
citoplasma escasso (THOMSON et al., 1998; TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006).

A utilizacdo destas células € de suma importancia para a pesquisa relacionada a terapia
celular, porém, devido aos problemas éticos relacionados a obtencéo das células embrionarias
humanas, foi necessario desenvolver outros metodos que gerassem células semelhantes e
atuassem da mesma forma. Foi assim que surgiram os estudos relacionados as células IPS.

Como uma tentativa de superar problemas éticos para a obtencdo de células tronco
embrionarias em 2006, os pesquisadores Takahashi e Yamanaka, da Universidade de Kyoto,
realizaram uma grande descoberta para o campo da terapia celular. Baseados no fato que
células somaticas poderiam ser reprogramadas através das técnicas de transferéncia nuclear
para oocitos e fusdo de células embrionarias com somaticas, eles conjeturaram que havia

fatores que apresentavam papel importante na manutencdo da identidade das células
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embrionarias também seriam de igual importancia para a indugdo de células somaticas a
pluripoténcia. Essa hipotese os guiou ao desenvolvimento de células tronco de pluripoténcia
induzida (células IPS; TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006).

Ainda segundo tais resultados, células IPS sdo células somaticas que apresentam um
estado indiferenciado através da transducao retroviral de fatores de indiferenciacdo (OCT3/4,
SOX2, KLF4 e C-MYC- também conhecidos por OSKM) no genoma de camundongos e
humanos. Esses fatores foram escolhidos dentre 24 genes selecionados inicialmente por serem
importantes para a manutencdo da identidade de células tronco embrionarias (MARTIN,
1981; EVANS; KAUFMAN, 1981; TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; JAENISCH;
YOUNG, 2008).

As células IPS apresentam caracteristicas semelhantes as células-tronco embrionarias,
tais como nucleo grande, formato arredondado e pouco citoplasma, além da capacidade de se
diferenciar em células das trés camadas germinativas. Ja foram geradas células IPS das mais
variadas espécies, incluindo primatas, ratos, cédes, suinos, coelhos, ovinos e equinos (LIU et
al., 2008; LI et al., 2009; SHIMADA et al., 2009; WU et al., 2009; HONDA et al., 2010; LI et
al., 2011, NAGY et al., 2011) porém a producdo de células IPS de bovinos ainda nédo foi bem
sucedida.

As mitocondrias de células depletadas de mtDNA (células p°) apresentam-se
aumentadas, porém fragmentadas; enquanto sua crista é espacada e mal desenvolvida (NASS,
1970; MARUSICH et al., 1997; ARMAND et al., 2004), podendo estar ausente, no caso de
tratamento longo com EtBr (NASS, 1970). Neste aspecto, se assemelham as células-tronco
embrionarias, uma vez que a analise estrutural de suas mitocondrias, assim como em células
depletadas de mtDNA, suas mitocondrias se apresentavam escassas € com a crista
mitocondrial mal desenvolvida (SATHANANTHAN; PERA; TROUNSON, 2002;
RAMALHO-SANTOS et al., 2009; FACUCHO-OLIVEIRA; ST. JOHN, 2009).
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3 HIPOTESES

1) E possivel obter células depletadas em mais de 90% do seu contetido original de
mMtDNA, capazes de se manter vivas in vitro, por tratamento com EtBr;

2) Ocorre, nas células depletadas de mtDNA (grupo EtBr-T), a aumento expressdo do
TFAM, gene envolvido no controle da replicacdo e expressao do mtDNA, quando
comparadas as células do grupo EtBr-C;

3) Ocorre a diminuicdo do crescimento celular, da viabilidade celular nas células
depletadas de mtDNA (grupo EtBr-T) em relagéo ao grupo EtBr-C;

4) Ha recuperacdo do nimero de cépias de mtDNA apés a remocdo do EtBr do meio
de cultivo das células depletadas de mtDNA,;

5) A transducdo de fatores de reprogramacdo em células bovinas tratadas com EtBr

potencializa o efeito da reprogramagao.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Criar um modelo de cultivo celular somatico na espécie bovina com deplecdo de

copias de mtDNA para investigar a resposta da célula a esta condicao.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estabelecer linhagens de células mesenquimais bovinas depletadas de mtDNA por
tratamento com EtBr (Grupo EtBr-T);

2) Remover o EtBr do meio de cultivo das células depletadas para observar a
replecdo das copias de mtDNA.

3) Expor células bovinas depletadas de mtDNA por tratamento com ETBR as

condicOes adequadas para a producdo de células IPS;
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Morfofisiologia Molecular e do
Desenvolvimento (LMMD), no Departamento de Ciéncias Bésicas da Faculdade de Zootecnia
e Engenharia de Alimentos (FZEA) da Universidade de S&o Paulo (USP), Campus de
Pirassununga-SP.

5.2 REAGENTES E MEIOS

Exceto quando mencionado, reagentes e meios foram adquiridos junto a Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). De maneira geral, os procedimentos in vitro foram
executados em incubadoras umidificadas mantidas a 38,5°C, em ar com 5% CO..

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para os experimentos realizados foram utilizadas células mesenquimais bovinas com
ou sem adicdo de EtBr ao meio de cultivo para investigar seus efeitos em relacdo ao
comportamento celular. Os diferentes grupos foram cultivados in vitro e o material utilizado
para realizacdo das analises propostas no item Material e Métodos foi coletado durante os
repiques das células, quando foram centrifugados e o pellet obtido foi congelado. Os
experimentos realizados estdo descritos a seguir. Um esguema resumido encontra-se nas

figuras 1 a 3.

Experimento 1: Obtencéo de células depletadas de mtDNA. Neste experimento 4x10°
células mesenquimais foram semeadas em placas de 100mm de didmetro durante 13 dias,

divididas em 2 grupos: grupo controle (EtBr-C) e um grupo tratado com brometo de etidio
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(EtBr-T). Repiques foram realizados nos dias 4, 7, 10 e 13e a cada repique gerou dados para
andlise de crescimento celular e foram coletadas amostras utilizadas para as analises de

quantificacdo de mtDNA e expressao génica.

Figura 1- representacdo esquematica do experimento 1

Experimento deplegdo:

Msc+meio Msc+meio c/ EtBr

Cultivo por 13 dias

Fonte: Elaboracéo propria.

Experimento 2: Replecdo do mtDNA das células obtidas no experimento 1 através da
remocao do EtBr do meio de cultivo. Neste experimento, apds os 13 dias de cultivo com EtBr,
as células foram repicadas e semeadas em placas de 35mm de didmetro. As células
provenientes do grupo EtBr-C foram plaqueadas em 6 placas enquanto as células do grupo
EtBr-T foram plaqueadas em 12 placas, das quais 6 tiveram o meio com EtBr substituido
depois de 24 horas (totalizando 14dias de cultivo), por meio igual ao do grupo EtBr-C. A
partir deste momento, esse grupo é denominado EtBr-R. Essas células foram coletadas em
seis diferentes estagios (Oh, 3h, 6h, 12h, 24h, 48h) sendo o primeiro ponto 0 momento em que
ocorreu a troca do meio do grupo EtBr-R. Essas amostras foram utilizadas para as analises de

quantificacdo de mtDNA e expressao génica.



Figura 2- representagdo esquematica do experimento 2

Msc+meio

Grupo EtBr-C

Experimento replegdo:

Grupo EtBr-T

Cultivo por 13 dias

Msc+meio ¢/ EtBr

Grupo EtBr-R )
Apds 24 horas em

cultivo, retira-se o
EtBr do meio.

|

Fonte:

Elaboracdo propria.
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Experimento 3: Transducdo lentiviral (STEMCCA- que contém os fatores Oct-4;

Sox-2; C-Myc e KLF-4) as células depletadas de mtDNA. Neste experimento células

mesenquimais previamente tratadas como no experimento 1 foram semeadas em placas de

seis pocos, separadas em quatro grupos: grupo 1 (controle Stemcca), grupo 2 (controle), grupo

3 (EtBr Stemcca) e grupo 4 (EtBr) e cultivadas por 20 dias. Foram entdo repicadas e as

amostras utilizadas para as analises de quantificacdo de mtDNA e expressdo génica.

Figura 3 - representacdo esquematica do experimento 3

Transdugao de fatores de reprogramacgao em células bovinas

tratadas com EtBr

Msc+meio

Msc+meio c/EtBr

Cultivo por 13 dias

Fonte:

Elaboracdo prépria.

Cultivo por 20 dias
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5.4 ESTABELECIMENTO DE LINHAGEM CELULAR

As células mesenquimais foram obtidas de tecido adiposo da base da cauda de bovinos
adultos. O isolamento e cultivo dessas células foram realizados como descrito previamente
(SAMPAIO et al., 2010). De maneira sucinta, um fragmento de tecido adiposo foi coletado
imediatamente apds abate, de uma fémea Nelore (B. indicus), portadora de marcador de
mtDNA B. indicus. O tecido foi lavado em solugdo salina 0,9% fria, contendo 5% de
antibidtico (estreptomicina e penicilina) e reduzido em pequenos fragmentos antes da
incubacdo em 0,001% de colagenase por 3 h.

Apos inativacdo da colagenase com alpha minimal essential medium (MEM)
suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB), o precipitado de células foi ressuspendido
em meio de cultivo Eagle Dulbecco modificado (DMEM) (Life Techonologies), suplementado
com 15% de soro fetal bovino (SFB), 100 pg/ml de piruvato e 1% de antibi6tico e, cultivado
em placas de 35 mm de didmetro a 38,5°C em atmosfera de 5% de CO, e méxima umidade
(condicdo padrdo da estufa de cultivo). O meio de cultivo foi trocado a cada dois dias. As
células foram repicadas antes de atingirem 90% de confluéncia e crio-preservadas em varias
aliquotas na terceira passagem para serem utilizadas para os tratamentos visando o estudo da
deplecéo e replicacdo do mtDNA.

Durante os experimentos, incluindo os grupos controle, as células foram cultivadas em
placas de 100 mm de diametro em IMDM na presenca de 10% de SFB, 1% de antibidtico
Penicilina/Spectromicina (Gibco), e 50 pg/ml de uridina conforme sugerido por King e
Attardi (1996). As ceélulas foram contadas em Camara de Newbauer a cada passagem para
avaliacdo do crescimento celular. Além disso, a morfologia celular foi observada por
microscopia 6ptica a cada passagem quanto ao efeito dos tratamentos.

Durante o experimento preliminar descrito nesta etapa a multiplicacdo celular foi
acompanhada atraves de trés passagens, seguindo o protocolo sugerido por Bruder; Jaiswal;
Haynesworth, (1997). Nesse caso 4x10° células foram semeadas em placas de 100mm e

repicadas a cada 3 dias.
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5.5 TRANSDUCAO DE VETORES PLURIPOTENTES E CULTIVO

5.5.1 Producao dos Vetores
Os vetores plasmidiais STEMCCA foram previamente preparados e cedidos pelo
LMMD.

5.5.2 Cultivo das células transduzidas

As células transduzidas foram previamente cultivadas durante 13 dias em meio IMDM
na presenca de 10% de SFB, 1% de antibiotico Penicilina/Streptromicina (Gibco), e 50 pg/ml
de Uridina, exatamente nas mesmas condicGes que as células dos demais experimentos, na
presenca (grupo EtBr) ou auséncia (grupo controle) de brometo de etidio. Apds este periodo,
as células foram transferidas para um cultivo na presenca de monocamada de fibroblastos
murinos fetais (MEFs) mitoticamente inativados por mitomicina-C em meio DMEM/F12
(Invitrogen) suplementado com 20% KO-Serum Replacement (Invitrogen), 2mM Glutamina
(Invitrogen), 1% non-essential amino acids (Invitrogen), 0.055mM beta-mercaptoetanol
(Invitrogen), 10ng/mL bFGF (Sigma) e antibidticos, ainda na presenca ou auséncia de
bromento de etidio.

5.6 EXPOSICAO AO BROMETO DE ETIDIO

Nesta etapa experimental as linhagens celulares foram divididas em dois grupos;
Controle (EtBr-C — sem adicéo de EtBr ao meio de cultivo) e Brometo (EtBr-T — na presenga
de EtBr no meio de cultivo). Os grupos foram cultivados simultaneamente sob as mesmas
condic@es de cultivo descritas no item para estabelecimento de linhagem celular, porém com
adicéo de uridina ao meio de cultivo (50 pg/ml).

Para definicdo da concentracdo a ser utilizada durante o experimento de deplecéo
mitocondrial, um experimento preliminar foi desenvolvido com diferentes concentragdes de
EtBr (50, 100, 200 e 400 ng/mL) sendo submetidas a cinco passagens, conforme sugerido por
King e Attardi (1996).
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A primeira e a segunda passagens foram realizadas a cada 72h. A partir da terceira
passagem, devido ao efeito do EtBr no crescimento celular (KING; ATTARDI, 1996), as
células foram repicadas a cada 168h.

As doses de EtBr utilizadas foram avaliadas quanto a sua eficiéncia de deplecédo e
efeito no crescimento celular. A dose mais eficiente e com menor efeito no crescimento
celular foi escolhida para os tratamentos subsequentes. As células tratadas (EtBr-T) e do
grupo controle (EtBr-C) foram expandidas e crio-preservadas em varias aliquotas numa
mesma passagem celular para uso nos demais experimentos.

Apos analise dos dados obtidos, a dose de EtBr selecionada foi a de 100ng/ml. Nesse
caso 4.0x10° células foram semeadas em placas de 100 mm e replaqueadas a cada 3 dias. As
células foram expostas ao tratamento por 13 dias a partir do dia seguinte ao que foram
semeadas, para que pudesse aderir a placa de cultivo, e a cada passagem foram colhidas

amostras utilizadas para as anlises do experimento.

5.7 REMOCAO DO ETBR

Ao final dos 13 dias de tratamento com EtBr, as células cultivadas do grupo EtBr-C
foram repicadas e semeadas em 6 placas com 35mm de didmetro enquanto as células do grupo
EtBr-T foram semeadas em 12 placas 5.13x 10 células Apds 48 horas em cultivo, o meio de
seis placas originadas do grupo EtBr-T foi trocado por meio idéntico ao do controle,
formando um novo grupo chamado de “Replegao” (EtBr-R).

A partir do momento da troca de meio (chamado de 0 hora) foram efetuadas coletas de
grupos de placas formados por 1 placa EtBr-C, 1 placa EtBr-T e 1 placa EtBr-R nos intervalos
de 0 hora 3 horas, 6 horas, 12 horas 24 horas e 48 horas. Em cada um destes pontos foram
colhidas amostras utilizadas para determinacdo do numero de copias de mtDNA e para anéalise

de expressao génica.

5.8 DETERMINACAO DO NUMERO DE COPIAS DE MTDNA
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O numero de cdpias de mtDNA serd estimado a cada passagem celular como descrito
previamente (NICKLAS et al.,, 2004). Resumidamente, as amostras armazenadas foram
submetidas ao método de extracdo total de DNA a base de NaCl seguindo protocolo (anexo
1), previamente padronizado pelo grupo, e quantificadas por espectrofotometria (NanoDrop
2000) e armazenadas em freezer -80°C. Os ensaios para quantificacdo de mtDNA foram
realizados em termociclador para PCR em Tempo Real (Applied Biosystems, 7500 Fast Real
Time PCR System; Foster City, CA, EUA) utilizando o sistema TagMan® Assays (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) seguindo instrucGes do fabricante. As amostras foram

analisadas em duplicatas utilizando como controle enddgeno o gene da beta actina (ACTB).

5.9 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT PCR)

Para tal procedimento as amostras de células foram peletizadas e armazenadas em
freezer -80°C. Em seguida as amostras foram submetidas ao processo de extracdo de RNA
total por meio do protocolo utilizando o reagente TRYzol® (Invitrogen), seguindo
metodologia do fabricante para extracdo de material bioldgico do tipo células peletizadas. O
RNA extraido foi submetido a transcricdo reversa utilizando o High Capacity RNA-to-cDNA
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) seguindo orientacGes do fabricante. As
amplificacdes foram realizadas em termociclador para PCR em tempo real (Applied
Biosystems, 7500 Fast Real Time PCR System; Foster City, CA, EUA). Nas reac0es para
quantificacdo relativa dos genes selecionados (Bax, Bcl2 e Tfam; Quadro 1) e o controle
enddgeno (Actb), foi utilizado o sistema SYBR® Green PCR (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) e 0,2 uM de cada oligonucleotideo iniciador em reacdo de 20uL. A reagédo
teve inicio com incubagdo a 50°C por 2 minutos, seguida de desnaturacdo a 95°C por 10
minutos e 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Cada amostra foi avaliada

em duplicata para todos os genes em todas as reagoes.



Quadro 1- Relacdo dos Primers utilizados nas reacdes de PCR
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Target Assay Primer ou Sequéncia Produto

probe
(Genbank) (5°-3") (bp)
ACTB ACTB-f GGCACCCAGCACAATGAAGA 67
(NM_173979.3) ACTB-r GCCAATCCACACGGAGTACTT

ACTB-FAM FAM-TCAAGATCATCGCGCCCCC-NFQ'
Mt-RNR 2 bMT3010-f GCCCTAGAACAGGGCTTAGT 87
(AY526085/ bMT3096-r GGAGAGGATTTGAATCTCTGG
AY126697)

bMT3030- FAM-

FAM AAGGTGGCAGAGCCCGGTAATTGC-

BHQ1

BCL-2 BCL-2-f GCACCTGCACACCTGGAT 72
(XM _586976.4) BCL-2-r CGCATGCTAGGGCCATACAG
BAX BAX-f GTTGTCGCCCTTTTCTACTTTGC 89
(XM _586976.4) BAX-r CAGCCCATGATGGTCCTGATC
TFAM TFAM-f TTGGAAAAAGAAATCATGCAGAAACGT | 96
(NM_001034016.2) | TFAM-r TGAGCGAGGTCTTTTCGGTTTT

Fonte: Elaboragdo propria.

5.10 ANALISE DOS DADOS DE PCR

Para validacdo dos genes foram considerados os dados da curva padrdo com a amostra
controle em 5 dilui¢des seriadas 1:1. A partir da inclina¢do da curva (Slope) e valores de “Ct”,
pdde-se calcular a eficiéncia de amplificacdo (E=10""SFOPEDD) individualmente para cada
gene estudado. Em seguida estes valores obtidos foram submetidos a um procedimento
matematico proposto por Livak e Schmittgen (2001), para que as eficiéncias fossem validadas

frente ao gene enddgeno.

5.11 VIABILIDADE CELULAR POR ENSAIO DE MTT

A viabilidade celular foi avaliada usando 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 4-diphenyl-
tetrazolium bromide assay (MTT). Este método é baseado em um ensaio colorimétrico, onde a
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reducdo dos sais amarelos de tetrazolium pela atividade metabdlica celular forma cristais
insoliveis de formazan, de coloracdo roxa, que se acumulam em células viaveis
(MOSMANN, 1983). De maneira sucinta, ao final dos 13 dias de tratamento com o EtBr, as
células foram repicadas e plaqueadas em placas de 96 pocos, cada tratamento plagueado na
densidade de 2x10° células, em 6 replicatas, com 100pL de meio de cultivo idéntico ao que
foi usado nos demais experimentos. Foram feitas colunas de meio sem células para evitar que
a placa secasse. As células dos grupos EtBr-T e EtBr-C foram cultivadas por 60 horas. Para as
células do grupo EtBr-R, o meio de cultivo contendo EtBr foi substituido por meio idéntico ao
do grupo EtBr-C, 24 horas antes do teste.

O processo que possibilitou a leitura das placas iniciou-se ap6s essas 60 horas, com a
adicdo de 11ul do reagente MTT na concentracdo de 5mg/ml em cada um dos pocos validos
da placa (incluindo a coluna branca) e incubacdo a estufa por 3 horas para a reacdo de
formacdo dos cristais de formazan, que ocorreu apenas nas células vivas. Ap0ds esse periodo,
todo o liquido contido nas placas foi esgotado com o auxilio de papel absorvente. O alcool
isopropilico foi utilizado nos poc¢os validos no volume de 100ul por pogo para dissolver 0s
cristais de formazan formados na reacdo, possibilitando a leitura espectrofotométrica pelo
equipamento Thermo Scientific Multiskan FC (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA),
com 57nm de comprimento de onda. Os valores de absorbéncia s&o expressos como
porcentagem em relacdo ao grupo controle.

5.12 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram estatisticamente analisados pelo software Statistical
Analysis System (SAS) com 5% de nivel de significancia. Como teste primario foi utilizado a
analise de variancia (ANOVA) e quando necessario 0 pos-teste “T de student” para
quantificacdo relativa para expressdo génica dos genes alvos e “Tukey” para a quantificagdo

de mtDNA. Todos os experimentos foram repetidos de 3 a 4 vezes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 EXPERIMENTO 1

6.1.1 Deplecdo

Apesar de notar-se uma varia¢ao na quantidade de copias de mtDNA no grupo EtBr-C
(Figura 4) em relacdo ao experimento de deplecdo apos 13 dias de tratamento com EtBr, 0s
resultados da quantificacdo do mtDNA mostram que as celulas foram depletadas em
aproximadamente 90% de seu contedo original de mtDNA, quando comparadas ao grupo
EtBr-C (P=0,0459). Quando os periodos (DO, D4, D7, D10 e D13) foram analisados
separadamente entre os tratamentos, DO foi o Unico ponto que ndo apresentou diferenca
significativa (P>0,05). J& quando os periodos de um mesmo tratamento foram comparados
entre si, ndo houve diferenca para o grupo controle (P=0,51) e houve para o grupo EtBr
(P=0,0001). Tal fato pode ser notado na figura 4, onde observamos uma queda acentuada da
quantidade de mtDNA entre os periodos DO e DA4.

O resultado encontrado era esperado, uma vez que como o descrito por King e Attardi
(1996), usando células 143BTK (linhagem humana de osteosarcoma), como a replicacdo do
mtDNA € inibida, o nimero inicial de copias de mtDNA ¢ dividido por dois a cada divisdo
celular. Nass, (1970), usando fibroblastos de camundongos e Marusich et al. (1997) |,
fibroblastos humanos (MRC5), Seidel-Rogol e Shadel (2002), células Hela e Armand et al.
(2004), usando celulas linfoblastoides T (MOLT-4), também obtiveram células p° atraves do
cultivo com 50ng/uL de EtBr. Por sua vez, Jeng et al. (2008) obteve celulas p°® a partir do
tratamento de células 143BTK com EtBr, poréem utilizou a concentragdo de 100ng/pL, assim

como nos.
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Figura 4- Figura comparando o cultivo celular em funcdo do tempo, entre os grupos Controle (EtBt-C) e
tratamento com EtBr (EtBr-T)
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Fonte:Elaboracéo prépria.

6.1.2 Morfologia das células Depletadas

Ao contrario do observado por Jeng et al. (2008), ndo encontramos alteracdes
morfoldgicas nas células do grupo EtBr-T quando comparadas ao grupo EtBr-C (Figura 5).
Jeng et al. (2008) relatou alteragdes morfoldgicas em células 143BTK depletadas de mtDNA,
independentemente do metodo de deplecdo (tratamento com EtBr ou iIRNA para nocautear a
expressao do TFAM). As células 143BTK™ ndo depletadas de mtDNA apresentam uma
morfologia arredonda e as células depletadas de mtDNA apresentaram-se morfologicamente
mais alongadas. Essa diferenca provavelmente esta relacionada as diferentes linhagens

celulares utilizadas nos experimentos.
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Figura 5 - Fotos ao microscopio invertido de fluorescéncia no aumento 40x dos grupos EtBr-C, EtBr-T apés 13
dias em cultivo

Fonte: Elaboragdo propria.

6.1.3 Multiplicacdo Celular

Quanto a multiplicacdo celular (Figura 6), o grupo tratado (EtBr-T) diferiu
estatisticamente do grupo controle (EtBr-C), que apresentou um crescimento celular mais
elevado, para 0 mesmo periodo, o que foi confirmado pelo tempo de duplicacdo celular mais
longo das células tratadas. Armand et al. (2004), observou que as células MOLT-4,
apresentaram um crescimento celular mais lento quando cultivadas com EtBr; Magda et al.
(2008) com células A549 (células de adenocarcinoma pulmonar) depletadas por exposi¢do ao
EtBr e Mineri, et al. (2009), com células 143BTK" e A549 também tratadas com EtBr
encontraram resultados semelhantes.
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Figura 6 - Multiplicagdo celular média dos grupos EtBr-C e EtBr-T em relagdo aos dias de cultivo. Pode-se
observar gue o crescimento celular foi maior para o grupo controle
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Fonte: Elaboragdo propria.

6.1.4 Expressdo Genica

Os genes Bcl-2 e Bax sdo intimamente associados, uma vez que o primeiro é um anti-
apoptotico enquanto o segundo é um pré-apoptético, e a relagcdo entre os dois é determinante
para o destino de uma célula (NAGATA, 1997). Ja o Tfam, de acordo com Schauen, (2006), é
um gene que representa a quantidade de cépias de mtDNA de uma célula, porém, também
existem evidéncias que atestam que no caso de uma diminuicdo da quantidade de cdpias de
mtDNA ocorre aumento da expressdo do Tfam (SCRAPULLA, 1997; St. JOHN et al., 2010).

No experimento da deplecdo, ndo houve diferenca estatistica significativa para os trés
genes-alvo, na comparagéo entre os grupos EtBr-C e EtBr-T, apesar dos resultados atestando
que houve deplecdo. Ja na relacdo Bcl-2/Bax, houve um aumento da expressdo do Bax para o
grupo EtBr-T. Este fato talvez esteja associado a influéncia da auséncia de mtDNA no
metabolismo celular e pode estar refletido no crescimento celular, mais baixo para as células

tratadas.

6.2 EXPERIMENTO 2

6.2.1 Remocao do EtBr
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O meio de cultivo contendo EtBr foi removido de parte das células (grupo EtBr-R)
apos os 14 dias de cultivo. Esperdvamos que ocorresse uma replecdo do nimero de copias do
mtDNA, ou seja, uma recuperacao das copias do DNA mitocondrial. Entretanto, os resultados
foram contrérios aos esperados, e 0 numero de cdpias de mtDNA se manteve semelhante ao
das células que foram mantidas em cultivo com EtBr, como € possivel visualizar na figura 7,
onde houve diferencas estatisticamente significantes entre o grupo EtBr-C quando comparado
com os demais, porém ndo houve entre os grupos EtBr-T e EtBr-R. A figura 8 mostra a
porcentagem de coOpias de mtDNA dos trés grupos. Seidel-Rogol e Shadel (2002), que
alcancaram aproximadamente 90% de deplecdo de células Hela em 6 dias de tratamento com
EtBr, obtiveram sucesso na replecdo do mtDNA de suas células, quando as mesmas ficaram
sem exposicdo a droga por aproximadamente 12 dias, entretanto identificaram uma fase de
cerca de 6 dias na qual a replicacdo manteve-se lenta, antes que houvesse a recuperagéo total
da quantidade de DNA mitocondrial. Para confirmar o efeito permanente da deplecdo das
células tratadas com EtBr deixamos as células do grupo EtBr-R por mais 10 dias em cultivo
na auséncia de EtBr. Ao final do experimento, como se pode ver na figura 9, as células ndo

apresentaram replecdo das cOpias de mtDNA.

Figura 7 - Comparacdo entre 0s grupos EtBr-T, EtBr-C e EtBr-R considerando o nimero de copias de mtDNA
durante o experimento de Replecéao
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Fonte: Elaboragdo prépria.
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Figura 8 - Grafico exibindo porcentagem de cépias de mtDNA das células dos grupos EtBr-C, EtBr-T e EtBr-R,

durante o cultivo celular, em relacéo as etapas de coleta
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Fonte: Elaboragdo propria.

Figura 9 — Gréfico exibindo nimero de copias de mtDNA das células dos grupos EtBr-C e EtBr-R,

durante 12 dias de cultivo celular.
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6.2.2 Ensaiode MTT

Ao analisar os dados referentes aos ensaios de MTT, como podemos ver na Figura 10,
concluimos que ndo houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos EtBr-C, EtBr-
T e EtBr-R. Como é possivel visualizar na figura 11, existem mais células coradas no grupo
EtBr-C quando comparado aos outros dois. Uma vez que o tratamento prolongado com EtBr
afeta o crescimento celular (vide resultados crescimento celular), é esperado que existam
menos células nos grupos tratados, porém, os resultados dos ensaios de Mtt mostram que,
uma vez que o meio de cultivo seja suplementado com uridina, o tratamento ndo afeta a
viabilidade celular, como demonstrado por Nass (1970) que observou que o tratamento com
EtBr em baixas concentracdes, como a utilizada no experimento, afeta apenas 0 mtDNA e nédo
0 nDNA.

Figura 5 - Gréfico exibindo dados referentes aos ensaios de MTT, que mostram a viabilidade celular
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Fonte: Elaboragdo propria.
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Figura 6 - Fotos ao microscopio invertido de fluorescéncia no aumento 20x dos grupos EtBr-C (A), EtBr-T (B) e
EtBr-R (C) durante o ensaio de MTT, antes da leitura pelo espectrofotémetro

Fonte: Elaboragao propria.

6.2.3 Expressdo Genica

A andlise de expressdo genica para o experimento da replecdo mostra que houve
aumento da relacdo Bax: Bcl-2 para os grupos EtBr-T e EtBr-R quando comparado ao grupo
controle. A associagdo destes genes controla os mecanismos de apoptose (NAGATA, 1997),
no caso, para os grupo EtBr-T e EtBr-R, a relagdo entre os dois mostra a expressdo de Bax
aumentada quando comparada ao controle, 0 que mostra que estas células apresentam um
aumento na tendéncia a morte celular. As semelhancas entre os grupos EtBr-T e EtBr-R
mostram que a retirada do EtBr do meio de cultivo ndo foi suficiente para alterar o
comportamento da célula, que se manteve semelhante ao das células em contato com o EtBr,
0 que pode ser um indicio de transformagdo das mesmas em células p°. Quando 0 gene
analisado foi o Tfam, apesar de haver uma variacdo durante o cultivo celular, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos ao final do experimento. Esses resultados contradizem a
literatura consultada, uma vez que de acordo com Scrapulla (1997) e St. John (2010) a
diminuicdo da quantidade de copias de mtDNA gera aumento da expressdo do Tfam enquanto
Schauen (2006) atesta que o Tfam é um gene que representa a quantidade de copias de
mtDNA de uma célula, e, portanto, para células com uma baixa quantidade de mtDNA
haveria baixa expressao do Tfam.
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6.3 EXPERIMENTO 3

6.3.1 Células induzidas a pluripoténcia

As semelhancas entre as mitocondrias de células pluripotentes e de células depletadas
de mtDNA, como aumento de volume acompanhado da fragmentacdo mitocondrial e 0 mal
desenvolvimento da crista (NASS, 1970; MARUSICH et al., 1997; ARMAND et al., 2004)
nos levaram a acreditar que a utilizacdo das células depletadas para inducdo a pluripoténcia
facilitaria o processo de reprogramacdo, uma vez que estas células ja apresentariam certos
aspectos de células indiferenciadas.  Entretanto, ndo foi possivel observar formacdo de
coldnias de formato arredondado ou qualquer outra caracteristica de célula iPS nas células dos
grupos EtBr-T e EtBr-C transduzidas com vetores lentivirais plasmidiais STEMCCA (Figura
12).

Ainda, apesar de ndo apresentar diferencas estatisticamente significativas, ao
analisarmos os dados de quantificacdo de mtDNA, identificamos que, tanto os grupos de
células tratadas por EtBr (Grupos 3 e 4) quanto o grupo controle com Stemcca (grupo 1)
apresentaram diminui¢cdo do numero de copias de mtDNA (Figura 13), o que pode ser um
sinal de reprogramacado, uma vez que o baixo nimero de copias de mtDNA é encontrado em

células-tronco embrionarias e em células iPS (KELLY et al., 2011).
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Figura 7 - Fotos ao microscopio invertido de fluorescéncia no aumento 40x dos grupos Controle sem Stemcca;
Controle com Stemcca; EtBr sem Stemcca e EtBr com Stemcca mostrando células sem sinais caracteristicos de
pluripoténcia

Fonte: Elaboragdo propria.

Figura 8 - Quantidade de copias de mtDNA dos grupos Controle sem Stemcca, Controle com Stemcca, EtBr sem
Stemcca e EtBr com Stemcca
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Fonte: Elaboragéo propria.
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6.3.2 Expressdo Genica

Para a analise de expressao génica das células depletadas de mtDNA que passaram por
transducdo de fatores de inducdo a pluripoténcia, ndo houve diferencas entre 0s grupos em
relacdo ao Tfam, o que ndo era aguardado, uma vez que altos niveis de expressdo de genes
associados a pluripoténcia, esperado para o caso, considerando a transdugdo com Stemcca,
estdo associados a baixos niveis de expressdo de fatores de replicacdo de mtDNA, como o
Tfam (FACUCHO-OLIVEIRA; ST. JOHN, 2009).

A relacdo Bcl-2/Bax também ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas
entre 0s grupos estudados. Este pode ser um sinal de que tanto a transducdo quanto o
tratamento com EtBr levam a diminuicdo do nimero de copias de mtDNA, mas nao sao

suficientes para gerar uma reprogramacao total, nem isoladamente, nem em conjunto.
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7 CONCLUSAO

Foi possivel obter células depletadas em mais de 90% do seu contetdo original de
mtDNA, capazes de se manter vivas in vitro, por tratamento com EtBr mas ndo houve, nas
células depletadas de mtDNA (grupo EtBr-T), a aumento da expressdo do Tfam. Conforme
hipdtese proposta, observa-se a diminuicdo do crescimento celular das células tratadas com
EtBr, sem diferencas quanto a viabilidade celular nas células do grupo EtBr-T em relacdo ao
grupo EtBr-C. O experimento da replecdo mostrou que, em 48 horas sem a exposi¢do ao EtBr
ndo hé& recuperacdo do numero de copias de mtDNA das células depletadas de mtDNA.
Quanto ao experimento 3, a transducdo de fatores de reprogramacdo em ceélulas bovinas
tratadas com EtBr levou a Diminuicdo do nimero de cépias de mtDNA, assim como a
transducdo dos vetor de pluripotencia porém em niveis muito maiores, todavia nenhum
tratamento resultou em reprogramacéo completa.

Concluindo, este trabalho no nosso conhecimento, descreve pela primeira vez a
producdo de células bovinas Rho O e discute sobre a relacdo da funcdo mitocondrial e o
processo de reprogramacdo celular entretanto, maiores estudos sdo necessarios para esses

mecanismos sejam totalmente esclarecidos.
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APENDICE A - METODO DE EXTRACAO DE DNA TOTAL

1- Para cada microtubo (amostra), preparar a solucéo:
80 uL da solucédo de tampdo de proteinase K - dar suporte para poder agir
280 uL de agua ultrapura
10 uL de SDS 20% -> detergente que extrai lipideos
8,0 uL de proteinase K (25 mg/mL) - atuante sobre as proteinas
Volume total de 378 puL.
2- Distribuir o conteudo nos microtubos que ja estdo com os nacleos que contém DNA.
3- Aquecer a 55°C, agitando periodicamente, durante 3 horas ou até que a solucao fique
completamente transparente [Shaker (210 rpm), Banho-Maria ou Banho Seco]. Procurar
manter os nucleos em suspensao agitando devagar (com os dedos). Opcional: 37°C overnight.
4- Manter a 4°C durante aproximadamente 15 minutos, para evitar choque térmico com a
solucéo de NaCl gelada.
5- Adicionar nos microtubos 120 uL de solucdo de NaCla 5 M.
6- Passar cada amostra no agitador, em velocidade méaxima, por 08 segundos.
7- Centrifugar a 13.000 rpm durante 10 minutos em temperatura ambiente, para peletizacao da
proteina desnaturada.
8- Preparar e identificar novos microtubos de acordo com o nimero de amostras que se esta
analisando.
9- Transferir 400 uL do sobrenadante, usando ponteira de 1000 uL, para seu respectivo tubo
pré-preparado. Cuidado para ndo pipetar a proteina (fio branco).
10- Adicionar 1,0 mL de etanol 95% ou absoluto.
11- Homogeneizar por inversao 2 ou 3 vezes.
12- Manter no freezer a —80°C durante 15 minutos.
13- Centrifugar a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4°C (centrifuga refrigerada).
14- Manter no freezer a —20°C durante, no minimo, 30 minutos ou a —80°C durante 20
minutos. Cuidado para ndo mover bruscamente.
15- Centrifugar a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4°C (centrifuga refrigerada).
16- Descartar o sobrenadante tomando cuidado para nao descartar o pellet.
17- Opcional: adicionar 1,0 mL de etanol 70% gelado e centrifugar a 14.000 rpm durante 10
minutos.
18- Descartar o0 sobrenadante tomando cuidado para ndo descartar o pellet. Deixar invertido
sobre papel absorvente para retirar 0 excesso de alcool.
19- Secar a vacuo por 30 minutos:

> Colocar as amostras no dessecador;

-> Tampar e abrir a valvula de escape de ar;

-> Ligar a bomba para retirada do ar até que a tampa do dessecador fique com
dificuldade de ser removida (+ 60 na bomba);

> Desligar a bomba e fechar a valvula de escape;

-> Aguardar 30 minutos.
20- Adicionar 50 uL de agua ultrapura e homogeneizar com a ponteira ou com 0s dedos.
21- Aquecer a 37°C durante 1 hora para fazer a diluicdo do DNA [shaker (100 rpm), banho-
Maria ou banho seco].

SOLUCOES

Solucéo para lise de hemacias
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Componente Laboratorio/Codigo  Concentracao Paral,0 L
Sacarose (PM = Synth/S1002.01.AH 0,32 M 109,6 g
342,30)

TrissHCI1 M -pH  Solucédo 2 12 mM 12,0 mL

7,5

MgCl, 1 M Solucéao 3 5,0 mM 5,0 mL
Triton x-100 Amersham/22686 1% 10,0 mL
Aguaultrapura e completar 1L

Procedimento

Preparar a solucdo em vidraria limpa e estéril;

Num copo de Becker, acrescentar aproximadamente 600 mL de agua ultrapura autoclavada;
Pesar a sacarose e dissolver na agua sob agitacéo;

Adicionar a solugéo de tris-HCI, MgCl, e triton e aguardar completa homogeneizacéo;
Completar o volume para 1,0 L em baldo volumeétrico;

Identificar o frasco de armazenagem e estocar a 4°C.

Solucéo de Tris-HCI 1 M (PM = 121,14)

Componente Laboratério/Cédigo  Concentracdo Para 500 mL
Tris Amersham/US75825 1,0M 60,57 g
Aguaultrapura e completar 500 mL

Procedimento

Preparar a solucdo em vidraria limpa e estéril;

Num copo de Becker, acrescentar aproximadamente 300 mL de agua ultrapura autoclavada;
Pesar 0os componentes e dissolver na agua sob agitacao;

Na capela: corrigir o pH para 7,5 adicionando aproximadamente 30 mL de HCI PA (pH
inicial = 10,35) e aguardar completa homogeneizagéo;

Completar o volume para 500 mL em baldo volumétrico;

Identificar o frasco de armazenagem e estocar a 4°C.

Solugio de MgCl,.6H,0 1 M (PM = 203,30)

Componente Laboratorio/Codigo  Concentragao Para 50 mL
MgCl,.6H.0 Reagen 1,0M 10,16 g
Aguaultrapura e completar 50 mL

Procedimento

Preparar a solu¢do em vidraria limpa e estéril;

Num copo de Becker, acrescentar aproximadamente 30 mL de dgua ultrapura autoclavada;
Pesar 0os componentes e dissolver na agua sob agitacao;

Completar o volume para 50 mL em baldo volumétrico;

Identificar o frasco de armazenagem e estocar a 4°C.



Solucdo de NaCl 5 M (PM = 58,44)
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Componente Laboratério/Cédigo  Concentracéo Para 50 mL
NaCl Amersham/21618 50M 1461¢g
Aguaultrapura e completar 50 mL

Procedimento

Preparar a solucdo em vidraria limpa e estéril;

Num copo de Becker, acrescentar aproximadamente 30 mL de &gua ultrapura autoclavada;
Pesar os componentes e dissolver na agua sob agitacao;

Completar o volume para 50 mL em bal&o volumétrico;

Identificar o frasco de armazenagem e estocar a 4°C.

Tampdo para proteinase k

Componente Laboratério/Cédigo  Concentracdo Para 50 mL
NaCl5M Solucédo 4 0,375 M 3,759
EDTA0,5MpH 8,0 Solucéo 6 0,12 M 12,0 mL
Aguaultrapura s completar 50 mL

Procedimento

Preparar a solucdo em vidraria limpa e estéril;

Num copo de Becker, acrescentar aproximadamente 30 mL de gua ultrapura autoclavada;
Adicionar os demais componentes e homogeneizar sob agitacao;

Completar o volume para 50 mL em bal&o volumétrico;

Identificar o frasco de armazenagem e estocar a 4°C.

Solucéo de EDTA 0,5M, pH=8,0
EDTA.Naz.ZHzo = C10H14N2N8.208.2H20 (PM = 372,24)

Componente Laboratério/Cédigo  Concentracéo Paral1l,0L
Na,EDTA Amersham/US75825 0,5M 186,12 g
Agua ultrapura e completar 1L

Procedimento

Preparar a solucdo em vidraria limpa e estéril;

Num copo de Becker, acrescentar aproximadamente 500 mL de agua ultrapura autoclavada;
uL Pesar o EDTA e dissolver na 4gua sob agitacéo;

Corrigir o pH para 8,0 com solucdo de NaOH 10 N (aproximadamente 10 mL — solugéo 8);
Apenas alterando o pH, é que havera dissolugdo do EDTA. Conforme o EDTA vai
dissolvendo, o pH tende a cair novamente, portanto deve-se controlar o pH até a completa
dissolucdo do EDTA.

Completar o volume para 1,0 L em balao volumetrico;

Identificar o frasco de armazenagem e estocar a 4°C.
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Solucdo de NaOH 10 N (corrigir pH)

Componente Laboratorio/Codigo  Concentracao Para 50 mL
NaOH PA Nuclear/311913 10N 20,09
Aguaultrapura e completar 50 mL

Homogeneizar e estocar a 4°C.

Solucdo de SDS 20% (PM = 288,38)

Componente Laboratorio/Codigo  Concentragao Para 10 mL
SDS Amersham/US75819  20% 2090
Aguaultrapura e completar 10 mL

Homogeneizar e estocar a 4°C.
Procedimento

Preparar a solucdo em vidraria limpa e estéril;

Num copo de Becker, acrescentar aproximadamente 7 mL de dgua ultrapura autoclavada;
Pesar 0 SDS e dissolver na dgua sob aquecimento a 68°C, agitando com a espatula;
Corrigir o pH para 7,2 com solu¢do de HCI;

Completar o volume para 10 mL em bal&o volumétrico;

Identificar o frasco de armazenagem e estocar em temperatura ambiente.

Solucéo de proteinase k 25 mg/mL

Componente Laboratdrio/Codigo  Concentracao Frasco de 100 mg
Proteinase k 25 mg/mL 100 mg
Agua ultrapura e 4,0 mL

Homogeneizar e estocar a -20°C em aliquotas de 500 pL.



	Dissertação LAIS 050213
	Modelo de Folha de Rosto - versão corrigida
	FICHA_CATALOGRAFICA verso folha de rosto
	Comissão de ética - pagina 4
	Comissão de Ética - pag 5
	Dissertação LAIS 050213



