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RESUMO

GONCALVES, N. N. Geragéo de celula-tronco pluripotente canina: fatores envolvidos no
estabelecimento da reprogramacéo por inducdo génica. [Generation of canine pluripotent stem
cells: factors involved in the establishment of reprogramming by gene induction]. 2015. 130 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2015.

A producdo de celulas-tronco induzidas (iPSC) a partir de fibroblasto fetal canino abre
caminhos para a obtencdo de células pluripotentes e o estudo de sua aplicabilidade para
terapias alternativas na medicina veterinaria. Neste contexto, este trabalho investigou
metodologias adequadas avaliando a eficiéncia destas, para a producdo de células-tronco
pluripotentes no modelo canino in vitro (CTE-like), uma vez que a producéo de células-tronco
embrionarias verdadeiras, cultivadas a partir da MCI de blastocistos, ainda ndo foi
completamente caracterizada em animais domesticos. Os experimentos visaram 0 aumento do
conhecimento de fatores envolvidos no processo de reprogramacdo em cées, bem como a
producdo de tais linhagens e sua completa caracterizagdo. No primeiro experimento, foi
comparada a infec¢do retroviral, ja& padronizada por diversos grupos, com a reprogramacao
epissomal, inédita para a espécie, na tentativa de induzir células a pluripoténcia sem a integracéo
viral, e ainda, estratégias para 0 aumento da eficiéncia de reprogramacdo, onde o plasmideo
epissomal foi somado a fatores de transcricdo. A reprogramacao epissomal gerou col6nias quando
acrescida do fator c-MYC, que provavelmente, aumentou a proliferacdo destas células produzindo
colénias iPS com morfologia tipica e positivas para o teste da fosfatase alcalina. Tais resultados,
ainda preliminares pra conclus@es, sdo essenciais para o processo de obtencdo de linhagens sem a
integracdo viral, aumentando a aplicabilidade na terapia celular. No segundo experimento
objetivou-se avaliar os fatores OCT4 e SOX2 associados a proteinas repérteres. Os fibroblastos
que receberam estes fatores, foram analisados por citometria de fluxo, permitindo a avaliacédo
da influéncia de cada fator no processo de reprogramacao, além de permitir a separacéo
(sorting) das células que integraram o gene, aumentando a eficiéncia de reprogramacéo e o
conhecimento biolégico dos mecanismos de integragéo rastreados por uma proteina reporter.
A anélise por microscopia de fluorescéncia revelou que a distribuicdo de proteinas reporteres
foi semelhante entre as duas diferentes construcdes proteicas e que ndo se restringe a uma
regido da célula em particular. OCT4 e SOX2 mostraram uma elevada expressao exdgena de
cada gene alvo, bem como células dupla positivas. No entanto, nenhuma interacdo foi

observada pelo menos 6 dias apds a transdugdo. O ultimo capitulo experimental descreveu o



mecanismo de reprogramacdo por integracdo lentiviral para indugdo da pluripoténcia em
fibroblastos fetais de c&o. As linhagens obtidas e completamente caracterizadas neste estudo
foram independentes de LIF ou qualquer outra suplementacdo com inibidores, resistentes ao
repique enzimatico (Tryple Express), sendo apenas bFGF dependentes. Foram obtidas 66
linhagens clonais, das quais 10 (7 h+mOSKM e 3hOSKM) se mantiveram por 15 ou mais
passagens e foram utilizadas para todos os testes de caracterizagdo in vitro, com eficiéncia
méaxima de reprogramacao de 0,001%. Todas as coldnias foram positivas para o teste da
fosfatase alcalina, bem como formaram corpos embridides e se diferenciaram de forma
espontanea, além de expressarem altos niveis dos fatores endégenos OCT4 e SOX2. In vivo, as
colbnias foram capazes de desenvolver tumor 120 dias ap6s a inocula¢do (confirmado por
analise histopatolégica) comprovando sua origem predominantemente mesodérmica. A
integridade cromossomal das linhagens foi avaliada por hidridizacdo FISH, que néo
evidenciou qualquer tipo de anomalia. A completa caracterizagdo de tais linhagens, bem como
0s experimentos ndo integrativos e com fatores associados a proteinas reporteres, aumentam o
conhecimento da tecnologia de reprogramacdo, estabelecendo novas estratégias para inducéo
da pluripoténcia de forma mais eficaz e segura para seu uso em testes clinicos e terapia

celular.

Palavras-chave: iPSC. Reprogramagcdo. Pluripoténcia. Células-tronco.



ABSTRACT

GONGCALVES, N. N. Generation of canine pluripotent stem cells: factors involved in the
establishment of reprogramming by gene induction. [Geracdo de célula-tronco pluripotente
canina: fatores envolvidos no estabelecimento da reprogramagéo por inducéo génica]. 2015.
130 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2015.

The production of induced pluripotent stem cells (iPSC) from canine fetal fibroblast opens
new ways for obtaining pluripotent cells and study its applicability for alternative therapies in
veterinary medicine. In this context, this study investigated appropriate methods for
producing pluripotent stem cells using a in vitro canine model (ESC-like), so far the
production of true embryonic stem cells from ICM cultured blastocysts has not been fully
characterized in domestic animals. The experiments aimed at increasing knowledge of the
factors involved in reprogramming process in dogs, as well as the production of such strains
and complete characterization. In the first experiment, a retroviral infection was compared to
episomal reprogramming (never done for this specie) in an attempt to induce cells to
pluripotency state without viral integration, also to observe the development of cells receiving
separately the episomal plasmid plus transcription factors. The generation of colonies was
possible only in the episomal plus c-MYC factor group, leading to increased cell proliferation
producing iPS colonies with typical morphology and positive for the alkaline phosphatase
detection. These results, so far as preliminary conclusions, are essential to obtaining strains
without viral integration, increasing its applicability for clinical cell therapy. In the second
experiment, we aimed to evaluate the OCT4 and SOX2 factors associated with fluorescent
reporter proteins. These were analyzed by flow cytometry allowing the performance
evaluation of each factor on the reprogramming process the fluorescence activated separation
of cells containing the integrated gene, increasing the enriching the efficiency of
reprogramming. Fluorescence microscopy analysis showed that the distribution of reporter
protein was similar between the two different protein structures and not restricted to a
particular cell region. OCT4 and SOX2 showed a high exogenous expression of each target
gene, and double positive cells. However, no colony formation was observed at least 6 days
after transduction. The last experimental chapter aimed to described the reprogramming
mechanism of lentiviral integration to induce pluripotency in dog fetal fibroblasts. The lines

obtained were fully characterized in this study, showing independency of LIF or any other



supplemental inhibitors, resistance to enzymatic process (Tryple Express) and bFGF
dependency only. A total of 66 clonal strains were obtained (hOSKM and h+mOSKM) while
10 (7 h+m and 3h) were maintained for 15 or more passages and used for in vitro
characterization tests, with maximum efficiency of reprogramming 0.001% . All colonies
were positive for the alkaline phosphatase detection, embryoid bodies formation,
spontaneously differentiated and expressed high levels of endogenous OCT4 and SOX2. In
vivo, the colonies were able to developed tumors 120 days after inoculation (confirmed via
histopathology analysis), with predominantly mesodermal tissues. Chromosomal evaluations
were made by FISH hybridization showing no chromosomal abnormality in iPSCs canine
lines. The fully characterization of such lines as well as non-integrated experiments and
factors associated via reporter proteins increases the knowledge of the iPSCs technology,
establishing new strategies for more efficient and safe induction of pluripotency for potential

use in cell therapy and clinical trials.

Key words iPSC. Reprogrammation. Pluripotency. Stem cell.
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1 INTRODUCAO

A definicdo a respeito de células-tronco embrionarias (CTE) tem sido alterada ao
longo dos anos, especialmente apds a caracterizacdo em humanas (THOMSON et al., 1998),
onde propde-se que tais células sdo verdadeiras quando se auto renovam extensivamente in
vitro, mantém um cariétipo estavel e normal, se diferenciam em tecidos provenientes dos trés
folhetos embrionérios, expressam OCT4 e um painel de outros marcadores pluripotentes, e
apresentam atividade de telomerase (HOFFMAN; CARPENTER, 2005). Infelizmente,
algumas das caracteristicas das CTEs que comprovam a sua pluripoténcia sdo as mesmas
capazes de levar a uma diferenciacdo descontrolada, resultando muitas vezes em formacoes
tumorais (WAKITANI et al., 2003; ARNHOLD et al., 2004), deixando sua aplicabilidade
controversa e cercada por muitos desafios.

As importantes conquistas alcancadas com células-tronco embrionarias foram
recentemente celebradas com o prémio Nobel. Em 1962 Gurdon evidenciou pela primeira vez
a capacidade de células diferenciadas retornarem ao estado de pluripoténcia, e entdo diversos
cientistas derivaram estas células e delinearam a funcdo dos genes relacionados a tal condicédo
pluripotente (EVANS; KAUFMAN, 1981; DOETSCHMAN et al.,, 1987; THOMAS;
CAPECCHI, 1987). No entanto, estes aspectos das células-tronco tem sido arduamente
pesquisado e o publico continua aguardando a préxima grande conquista: que elas sejam
capazes de prover uma fonte ilimitada de material para medicina regenerativa. Aparentemente
é dificil dizer quando isso ocorrera, porém as pesquisas ainda sdo ambiciosas ao redor deste
assunto e destas células tdo promissoras, apesar de tdo dificeis de serem caracterizadas. A
persistente falta de métodos padronizados para a derivacao, caracterizacdo e manutencdo de
tais células, em especial para os animais domésticos, continua estimulando a busca por
caminhos alternativos (BREVINI et al., 2008).

Diversos pesquisadores estdo envolvidos principalmente no sentido de esclarecer e
tornar real sua aplicabilidade na terapia celular. Com a evolucao das técnicas de fertilizacéo,
maturagcdo e transplante de embrifes de diversas espécies, o estudo das celulas-tronco
embrionarias tem se tornado uma metodologia palpavel (DENNING; PRIDDLE, 2003;
JEWGENOW,; PARIS, 2006; MIGLINO et al., 2006; HOSKEN et al.,, 2007; NOWAK-
IMIALEK et al., 2011; BLOMBERG; TELUGU, 2012). Muitos trabalhos relatam com
sucesso o isolamento de CTE derivadas de blastocisto de camundongos (MARTIN, 1981),
humanos (AMIT; ELDOR, 2002), e primatas (THOMSON et al., 1995). Nos ultimos anos,

muitos esforgos foram feitos neste sentido, porém escassos trabalhos referentes a carnivoros
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(especialmente os canideos) sdo relatados, alegando-se dificuldades de isolamento nestes
animais (TRAVIS et al., 2009; URANIO et al., 2011), algumas revisdes descrevem tal
dificuldade além de retratarem as perspectivas para 0s animais domésticos neste aspecto
(GONGALVES et al., 2014; KOH; PIEDRAHITA, 2014).

Dentre estes caminhos, células sométicas podem adquirir propriedades de CTE
através da reprogramacdo nuclear. Os maiores enfoques incluem a transferéncia nuclear
(TNCS), fusdo celular e a introducdo de fatores de transcricdo especificos, reprogramando
células somaticas ao estado de pluripoténcia. A reprogramacédo, como enfoque mais recente,
foi reportado por Yamanaka et al. (2006), que juntamente com Gurdon, receberam o Nobel de
Medicina em 2012, demonstrando que a expressao combinada dos fatores de transcri¢do
OCT4, SOX2, KLF4 e c-MYC eram capazes de reprogramar células somaticas para a condicao
de CTE-like, nomeadas como células de pluripoténcia induzida (iPSCs). Desde sua
descoberta, esta metodologia tem atraido muitos pesquisadores ao redor do mundo por sua
relativa simplicidade e grande potencial na medicina regenerativa (LIANG; ZHANG, 2013).

A introducdo destes genes de pluripoténcia exdgenos induzem a expressao de genes
enddgenos da rede autorregulatdria transcricional de pluripoténcia e o silenciamento total dos
fatores exogenos estabelece o limiar entre células iPS totalmente ou parcialmente
reprogramadas, sendo que o quadro ideal para as totalmente reprogramadas € o silenciamento
exogeno e a manutencdo da pluripoténcia passa a ser funcdo do circuito endégeno (HOTTA,;
ELLIS, 2008; JAENICH; YOUNG, 2008).

Os esforcos dos trabalhos mais recentes comecam a se voltar para a correcdo de
doencgas, antes sem nenhuma perspectiva de cura, como a corregdo de mutagOes génicas.
Recentemente, Li et al. (2015) demonstraram a corre¢do precisa da distrofia muscular de
Duchenne em células iPSC humanas com o uso das tecnologias de edicdo génica TALEN e
CRISPR-cas?.

Neste momento da ciéncia, 30 anos ap6s o primeiro isolamento de CTE em
camundongos, ainda ndo existe um relato de CTE completamente caracterizada em animais
domeésticos. Os recentes avangos na tecnologia iPS prové a oportunidade de compreender a

rede regulatoria da pluripoténcia e elucidar as diferencas entre espécies (KOH el al., 2014).
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2 HIPOTESES

1. Ainducédo da pluripoténcia na espécie canina, bem como sua manutencao, é possivel
in vitro, a partir de fibroblastos fetais, usando fatores génicos exdgenos que induzam
essa reprogramacéo.

2. E possivel a formagdo de colonias iPS caninas sem a suplementacdo usualmente
requerida (LIF e/ou inibidores)

3. Anomalias cromossomais podem ocorrer como consequéncia do processo de

reprogramacao induzida.
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3 OBJETIVO

Compreender os fatores envolvidos na integracao de genes reporteres e na reprogramacao por
vetor epissomal, sem integracéo viral, delineando os fatores envolvidos no estabelecimento da
inducdo a pluripoténcia. Além de obter linhagens estaveis de iPS canina geradas a partir de
fibroblastos fetais, por infecgéo lentiviral e caracterizar tais linhagens in vivo e in vitro, bem

como avaliar possiveis alteragdes cromossomais resultantes de tal reprogramacao.

3.1 Objetivos especificos

v Auvaliar a integracdo dos genes reporteres associados a OCT4 e SOX2 e a expressao de
tais fatores exdgenos relacionados a pluripoténcia no modelo canino.

Avaliar se a reprogramacao por vetor epissomal em células caninas é possivel e eficaz.
Estabelecer uma linhagem geneticamente induzida de células-tronco de cées (ciPSC).

Caracterizar in vitro tais linhagens.

D N NI NN

Comprovar a capacidade de diferenciacdo destas células nos folhetos embrionérios in

vivo, com a formacdo tumoral, comprovando sua pluripoténcia.

v" Desenvolvimento da tecnologia de inducdo a pluripoténcia no modelo canino, de
forma otimizada, aumentando a eficacia e confiabilidade de testes clinicos.

v Avaliar a presenca ou ndo de anomalias cromossomais decorrentes do processo de

reprogramacao.
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4 JUSTIFICATIVA

Estudos com modelos animais tém mostrado que transplantes de células-tronco
embrionarias ou pluripotentes podem ter sucesso para tratamento e cura de diversas doencas,
muitas delas extremamente complexas. Porém o estudo de diferentes linhagens se faz
necessario, com vistas a aquisicdo de culturas com baixa incidéncia carcinogénica. A
medicina regenerativa amparada pelo desenvolvimento de biotecnologias emerge com futuro
promissor, sendo uma das opcdes terapéuticas mais almejada. Nos Gltimos anos, tem ocorrido
um significativo aumento de pesquisas nesta area e muito progresso ja foi feito, o que justifica
o aprofundamento do conhecimento e o desenvolvimento de competéncias em biotecnologia
para dar sequéncia a estas pesquisas.

Neste contexto, este trabalho propde a investigacdo dos fatores envolvidos com a
inducdo da pluripoténcia, bem como uma metodologia adequada e eficiente para obtencdo de
células-tronco no modelo canino. Com o estabelecimento de culturas in vitro que se
desenvolvam com padrbes de expressdao génica e epigenéticos semelhantes as células
derivadas do modelo animal. Desenvolvendo desta forma, uma biotecnologia otimizada para a
espécie em questdo, contribuindo com a medicina regenerativa, através da derivagdo e cultivo

corretos das células-tronco embrionarias reprogramadas.
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A revisdo de literatura desta tese foi baseada no artigo de revisdo publicado em 2014 com o
Dr. Jorge Piedrahita, da Universidade da Carolina do Norte, em parceria UGPN (The
University Global Partnership Network/USP processo 13.1.4148.1.5)

Gongalves, N. N.; Ambrosio, C. E.; Piedrahita, J. A. Stem Cells and Regenerative Medicine
in Domestic and Companion Animals: A Multispecies Perspective. Reproduction in
Domestic Animals, v. 49, p. 2-10, 2014. (Anexo 1)
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5 REVISAO DE LITERATURA

5.1 Celulas-Tronco: conceito e classificacdo

Em geral, uma ceélula tronco se define como uma célula que tem a capacidade de
dividir-se (auto replicar-se) por periodos indefinidos durante toda a vida de um individuo e
que, em condi¢cbes apropriadas e sinais corretos de microambiente, podem dar origem
(diferenciacdo) a diferentes linhagens com caracteristicas e funcGes especializadas. Em geral,
0 tipo celular mais amplo séo as totipotentes, capazes de gerar um organismo completo,
incluindo as membranas extra embrionarias, até as células-tronco unipotentes como um
progenitor muscular, que pode se diferenciar em apenas um tipo celular (MITALIPOV;
WOLF, 2009; MALAVER-ORTEGA et al., 2012; SIMARA et al., 2013).

Em relacdo aos mecanismos da diferenciacdo, diversos autores concluem que as
células pluripotentes expressam um conjunto Unico de fatores responsaveis pelo estado de
indiferenciacdo. Os fatores de transcricdo OCT4 e NANOG, foram os primeiros a serem
identificados como essenciais. Uma rede interligada de genes regulatérios é responsavel pelo
desenvolvimento ou manutencdo da pluripoténcia em embrides, porém, os componentes desta
trama ainda ndo séo totalmente conhecidos (NICHOLS et al., 1998; MITSUI et al., 2003; CAl
etal., 2015).

As células-tronco também estdo presentes em tecidos maduros, sendo denominadas de
celulas-tronco adultas, e também contribuem para o desenvolvimento pés-natal por substituir
células ja diferenciadas que sdo perdidas devido a injlria, apoptose programada ou turnover
fisiolégico (DE BARI et al., 2001). De acordo com o tipo de tecido que originam, existem
quatro tipos de células-tronco: totipotentes, pluripotentes, multipotentes e unipotentes. O
termo totipotente refere-se ao potencial que estas células tém de gerar um embrido completo
(tecido embrionério e extra embrionario). Pluripotente é utilizado para descrever as células-
tronco que podem dar origem a progenitores que formam qualquer um dos folhetos
germinativos embrionarios: mesoderme, endoderme e ectoderme (MARTIN, 1981; EVANS et
al., 2003; BREVINI et al., 2008; YU et al., 2008; KUIJK et al., 2010). E importante destacar
que para que uma celula possa considerar-se como pluripotente tem que cumprir as seguintes
condicGes: em primeiro lugar uma Unica célula deve ser capaz de diferenciar-se a progenitores

especializados procedentes de qualquer folheto embrionério; em segundo lugar, demonstrar a
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funcionalidade in vitro e in vivo das células em que se diferenciou (THOMPSON;
BJORKLUND; 2015).

Células tronco multipotentes estdo presentes em varios 6rgdos adultos, podendo se
diferenciar em diversos tipos celulares, geralmente provenientes do mesmo folheto
embrionario, como as células tronco mesenquimais e as células tronco hematopoiéticas
(NARDI; MEIRELLES, 2006). A Gltima categoria corresponde as células-tronco unipotentes,
que s6 podem gerar células filhas que se diferenciam em uma unica linhagem celular (KUIJK
et al., 2010). A maioria das células-tronco de um tecido especifico que ndo tenha sofrido
qualquer tipo de agressdo ou dano sdo de tipo unipotente e sdo responsaveis pela fase
fisiologica de auto-renovacdo tissular, onde a quantidade de células perdidas é igual ao
namero de novas células. No entanto, se o tecido e alterado em sua estrutura basica, através de
um fenémeno lesivo, diversos tipos celulares sdo recrutados para sua reparacao, entdo as
células do tipo pluripotentes sdo ativadas para reparar o dano (WEISSMAN et al., 2001).

O estabelecimento de células-tronco embrionérias por explante da massa celular
interna derivado de blastocistos de camundongo foi reportado pela primeira vez 34 anos atras
(EVANS; KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981), seguido por primatas nao-humanos
(THOMSON et al., 1995) e humanos (THOMSON et al., 1998; REUBINOFF et al., 2000).
Desde o primeiro isolamento em humanos, ficou determinado que estas células in vitro se
diferenciavam espontaneamente em estruturas multicelulares conhecidas como corpos
embrionarios, que contém elementos dos trés folhetos germinativos, a partir das quais se
podem formar varios tipos de células como cardiomidcitos, neurbnios e progenitores
hematopoiéticos (VERFAILLIE et al., 2002).

As células-tronco embrionéarias (derivadas do blastocisto) e as germinais (derivadas
apos implantacdo do blastocisto) sdo similares em muitos aspectos; ambas sdo capazes de
replicar-se e dividir-se em cultivos por longos periodos de tempo sem mostrar alteracfes
cromossdmicas. Entretanto, elas diferem do tecido de onde provém e em seu comportamento
in vivo; as celulas-tronco embrionarias sdo capazes de gerar teratomas enquanto que as
germinais ndo (SHAMBLOTT et al.,, 1998; ODORICO et al., 2001; SAITO et al., 2002;
VERFAILLIE et al., 2002; SEMB, 2005).

Uma das vantagens do uso das células-tronco embrionarias é sua habilidade de se
proliferar indefinidamente e sua capacidade de gerar uma grande variedade de grupos
celulares, o que permite que quando em condigdes ideais, possam ser manipuladas in vitro
com a finalidade de produzir precursores de uma linhagem especifica para o tratamento de

enfermidades como diabetes e Parkinson que apresentam tecidos claramente comprometidos
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(WEISSMAN, 2000). Em contrapartida, por tratar-se de células altamente indiferenciadas,
podem induzir a formacdo de certas neoplasias como teratomas e as implicagfes éticas por

Seu uso sdo um ponto muito importante a considerar (DOSS et al., 2004).

5.2 Células-tronco embrionérias e a medicina regenerativa em animais domésticos

Um grande ndmero de pesquisadores tem escrito revisdes e desenvolvido pesquisas
com o tépico células-tronco embrionadrias em animais domésticos (TRAVIS et al., 2009;
WILCOX et al., 2009; BLOMBERG; TELUGU, 2012; GALDOLFI et al., 2012,
MALAVER-ORTEGA et al.,, 2012; NOWAK-IMIALEK et al., 2011). Clarificando o
caminho para obtencédo de células embrionarias e otimizando as pesquisas, diversas linhagens
tem sido diferenciadas e proliferadas, mas poucas satisfazem todos os requisitos para uma
celula tronco embrionéria verdadeira (KOH; PIEDRAHITA 2014).

Os primeiros esforcos para derivar tais células de animais que ndo fossem de
laboratdrio foi registrada por Evans et al. (1990) que descreveu células pluripotentes de
embrides suinos e bovinos. Piedrahita et al. (1990a) estabeleceram diversas linhagens suinas
cultivadas em associagdo com monocamadas de cultivo, tais linhagens foram caracterizadas
como capazes de se diferenciar espontaneamente nos trés folhetos embrionarios. Os
resultados publicados ndo eram otimistas, sugerindo que tal crescimento e estabelecimento em
suinos e ovinos era muito mais complexo do que em camundongos. Dando continuidade a tal
pesquisa, reportou o efeito de diferentes monocamadas de cultivo no estabelecimento de tais
linhagens, concluindo que nenhum dos testes foi capaz de otimizar o processo de isolamento
de células-tronco embrionarias destas espécies (PIEDRAHITA et al., 1990b). Muitos
trabalhos foram publicados desde entdo (revisado por BREVINI et al., 2008; MALAVER-
ORTEGA et al., 2012) e 25 anos ap0s as pesquisas iniciais ainda nao existe nenhum relato
conclusivo de isolamento de células-tronco do blastocisto de suinos.

Em bovinos, uma recente revisdo descreve os esfor¢os dos ultimos 25 anos em isolar e
manter CTE-like e manté-las por apenas algumas passagens, expressando marcadores de
pluripotencia como SSEA-1, OCT4, SSEA-4 e NANOG e habeis a formar teratomas quando
injetadas em camundongos imunossuprimidos, porém, mostrando anomalias cromossomais e
assim como em suinos, ainda ndo ha uma descri¢do de linhagens de CTE verdadeiras para
essa espécie (revisado por MALAVER-ORTEGA et al., 2012).

Em gatos, o primeiro trabalho data de 2008 onde Yu et al. reportaram CTE-like

obtidas da massa celular interna (MCI) de embrides cultivados em monocamada de
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fibroblastos embrionérios da mesma espécie. Estas células mostraram tipica morfologia,
foram positivas para fosfatase alcalina e para marcadores de pluripoténcia; formaram corpos
embrioides e in vitro se diferenciaram em celulas do miocérdio. No entanto, nenhuma dessas
linhagens se manteve indiferenciada quando em cultivo por longo periodo. No segundo
trabalho, publicado dois anos depois (GOMEZ et al., 2010) as células isoladas também néo
eram capazes de formar teratoma ou quimera. Desta forma, também ndo foi caracterizada até
0 momento uma linhagem CTE verdadeira em gatos.

Os equinos, uma espécie de extrema importancia para estudos clinicos, teve seu
primeiro relato cientifico em 2002 com isolamento de CTE-like (SAITO et al., 2002) isoladas
de blastocistos congelados e com cariétipo normal. Em 2006, Li et al. assim como Guest e
Allen (2007) estabeleceram CTE-like a partir da MCI que se mantiveram por 50 passagens,

mais uma vez, sem a capacidade de formar teratomas ou quimeras.

5.3 Células-tronco embrionarias € 0 modelo canino

Dentre todos os animais domésticos, o cdo talvez seja o de maior interesse na
medicina regenerativa. 1sso porqué os caes sao acometidos por diversas doencas homdlogas a
seres humanos (PATTERSON, 2000; SWITONSKI et al., 2004). Hatoya et al. (2006)
coletaram embrides caninos em diferentes estagios (moérula e blastocisto) e cultivaram com
LIF sobre MEF, porém nenhuma linhagem foi obtida a partir da morula, apenas algumas
foram estabelecidas a partir do blastocisto. As coldnias apresentaram morfologia tipica de
CTE-like, capazes de formar corpos embridides e se diferenciarem em neurdnios, células
miocardicas e epiteliais.

Schneider et al. (2007) desenvolveram estudos semelhantes e reportaram o isolamento
de CTE-like em meio acrescido de LIF; as demais capacidades foram semelhantes as descritas
por Hatoya et al. (2006). Em 2008, Hayes et al. também usaram meios de cultivo acrescidos
de LIF para isolar e manter CTE-like por 34 passagens. Wilcox et al. (2009) foi o primeiro
estudo reportando o cultivo de tais células dependente de LIF e bFGF positivas a toda
caracterizagdo in vitro, porém ainda com desenvolvimento comprometido ao ser injetada em
camundongos imunossuprimidos. Vaags et al. (2009) isolaram CTE a partir do blastocisto
usando LIF e bFGF formando col6nias compactas e semelhantes as murinas, mantidas por um
nimero extenso de passagens e capazes de formar teratomas. Este trabalho representa um
passo a frente na caracterizacdo completa de tais células em cées. O trabalho mais recente

relacionado a caracterizacdo em cées, considerando a dificuldade no isolamento de células
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embrionarias verdadeiras, busca uma alternativa, avaliando o potencial de células do &mnio e
do corddo umbilical e sua aplicacdo como células-tronco mesenquimais, concluindo que tais
células séo efetivas independente do periodo gestacional e podem ser uma fonte alternativa
para a espécie na medicina regenerativa (URANIO et al., 2014). No quadro 1, podemos
sumarizar 0s avangos nas pesquisas com celulas-tronco em animais domésticos, comparado

ao estabelecimento em camundongos.

Quadro 1- Semelhancas e diferencas entre CTE-like de cdo, gato, suino e equino comparadas as CTE de

camundongo
Caracterizagéo CTE CTE-like CTE-like | CTE-like CTE-like
Camundongo! | Céo? Gato® Suino* Equino®

Fosfatase alcalina + + + + +

OCT4 + + + + +

Corpo embridide Sim Sim Sim Sim Sim
Teratoma in vivo Sim Sim Né&o Sim Né&o
Quimera Sim Néo Néo Sim N&o

1de acordo com Ginis et al., 2004, 2de acordo com Scheneider et al., 2010, 3de acordo com Yu et al., 2008, “de
acordo com Brevini et al., 2008, ®de acordo com Guest; Allen, 2007.
Fonte: (Gongalves et al., 2014)

5.4 Pluripoténcia geneticamente induzida (Induced Pluripotent Stem Cell -IPSC)

As células-tronco de pluripoténcia induzida sdo geradas a partir da expressdo induzida
de fatores de transcri¢do relacionados a pluripoténcia, permitindo que uma célula somatica
reverta sua condicdo diferenciada ao estado embrionario. Partindo-se deste principio, surge o
processo alternativo para obtencdo de células-tronco, quando Takahashi e Yamanaka,
estabeleceram uma técnica onde fatores de transcricdo conhecidos no genoma eram
incorporados as células somaticas de camundongos (2006) e humanos (2007): OCT3/4, SOX2,
KLF4 e c-MYC (representados pela sigla OSKM) sendo estes quatro fatores, suficientes para
que fibroblastos fossem induzidos a pluripoténcia (induced pluripontent stem cells — iPSC). A
descoberta de tal tecnologia foi fundamentada na hipdtese de que a reprogramacdo nuclear é
um processo conduzido por fatores que desempenham papel essencial na manutencdo da
pluripoténcia das células-tronco embrionarias (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006;
YAMANAKA, 2008).
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A é&rea da pluripoténcia induzida vem crescendo exponencialmente e com isso a
corrida por eficiéncia, reprodutibilidade e seguranga séo aspectos decisivos para 0 sucesso da
reprogramacao. Estes podem ser determinados pelos métodos acessados para introducdo de

tais genes nas células somaticas (Figura 1).

Figural-  Esquema dos métodos de reprogramacédo
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Fonte: retirado e adaptado de Han e Yoon (2011).

Legenda: Esquema representativo dos diversos métodos empregados na reprogramacao celular
utilizando fatores de transcrigdo em sistemas virais ou nao.

Muitos trabalhos tém confirmado a repetitividade deste processo, com 0S mesmos
vetores virais de transducdo usados originalmente, gerando células de pluripoténcia induzida
em diversas espécies, tais como: humanos, camundongos (TAKAHASHI; YAMANAKA,
2006; TAKAHASHI et al., 2007), macaco-rhesus (LIU et al., 2008), suinos (ESTEBAN et al.,
2009), bovinos (SUMER et al., 2011), equinos (NAGY et al., 2011), coelhos (HONDA et al.,
2010), ovinos (BAO et al., 2011) e em grandes felinos, como o leopardo (VERMA et al.,
2012).

A geracédo de iPS em cées pode representar uma excelente alternativa diante de todas

as dificuldades em isolar e cultivar CTE, até o momento 5 estudos sdo encontrados na
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literatura relatando a producdo de iPS canina, trés destes com uso de fibroblastos adultos
(LEE et al., 2011; KOH et al., 2013; WHITWORTH et al., 2012), um a partir de fibroblastos
embrionarios (SHIMADA et al., 2010) e outro com fibroblasto testicular (LUO et al., 2011).
Ambos, fibroblasto adulto ou embrionério, sdo reprogramaveis com uso de vetores retro ou
lentivirais (SHIMADA et al., 2010) e fatores humanos (LEE et al., 2011; LUO et al., 2011) ou
murinos (KOH et al., 2013), com excegdo de uma linhagem que requer apenas LIF (LEE et
al., 2011) todas as demais linhagens de iPS canina geradas, sdo dependentes de LIF e bFGF
(SHIMADA et al., 2010; LEE et al., 2011; LUO et al., 2011; KOH et al., 2013). As células
LIF-dependentes foram reprogramadas usando OSKM somado a LIN28 e NANOG
(WHITWORTH et al,, 2012), as demais foram reprogramadas apenas com OSKM
(SHIMADA et al., 2010; LEE et al., 2011; LUO et al., 2011; KOH et al., 2013) Moléculas
inibidoras (PD0325901, CHIR99021, A83-01) foram usadas durante a inducdo da
pluripoténcia (SHIMADA et al., 2010) ou na manutencdo das linhagens estabelecidas (KOH
et al., 2013). A diferenciacédo in vitro foi demonstrada pela formacdo de corpos embridides
(LEE et al., 2011; LUO et al., 2011 KOH et al., 2013) porem apenas dois estudo relatam a
formacdo de tumores (LEE et al., 2011; KOH et al., 2013). Whitworth et al. (2012)
descreveram tumores predominantemente de células germinativas-like.

As iPS sdo bastante promissoras quanto a sua aplicabilidade na terapia de doengas
humanas (DIMOS et al., 2008; PARK et al., 2008; DARABI et al., 2012; NISHIMURA et al.,
2013) e diante deste cenario, uma revisdo publicada pela revista Cell Stem Cell intitulada:
Rats, Cats, and Elephants, but Still No Unicorn: Induced Pluripotent Stem Cells from New
Species, explora as inimeras possibilidades de geracdo de IPSC (TROUNSON, 2009).

Desde entdo, inimeras variaveis tem sido avaliadas: a reducdo dos fatores de
transcricdo usados, como c-MYC (NAKAGAWA et al., 2008) ou remoc¢do do SOX2 e adicédo
de agente inibidor da cascata sinalizadora GSK-3 (glicogénio sintase quinase 3), sabe-se que 0
tratamento de col6nias parcialmente reprogramadas com tais inibidores facilita a
reprogramacao completa (SILVA et al., 2008; LIN et al., 2009), remoc¢do do KLF4 e do c-
MYC adicionando-se &cido valpréico (HUANGFU et al., 2008). Alteracdo de vias especificas
(MARSON et al., 2008; MAHERALLI et al., 2007), uso de vetores ndo integrativos, ou seja,
que ndo integram o cDNA dos fatores OSKM no genoma celular, como adenovirus
(STADTFELD et al., 2008), reprogramacdo livre de vetores virais (OKITA et al., 2008; YU et
al., 2009) e recentemente a reprogramacdo celular foi feita quimicamente com o uso de

moléculas exdgenas (HOU et al., 2013).
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Lembrando que tais varidveis ndo séo eficazes como a integracdo lentiviral e que as
células-tronco embrionérias verdadeiras ainda ndo estdo bem caracterizadas nos carnivoros,
dificilmente consegue-se estabelecer um padrdo de comparacdo das células reprogramadas,
razdo pela qual sdo chamadas de semelhantes a células-tronco embrionarias (stem cell like),
mas lembram em muito, os padrGes de expressdo génica, assinatura epigenética e

funcionalidade pluripotente (TELUGU et al., 2010).

5.5 A corrida pelo aumento da eficiéncia no processo de reprogramacéo e a importancia dos

fatores de transcrigédo

A massa celular interna (MCI) formada no inicio do desenvolvimento embrionario é
caracterizada pela expressao de trés reguladores de pluripoténcia fundamentais: OCT4, SOX2

e NANOG, estes fatores especificos sdo requeridos para a manutencao da pluripoténcia in vivo

ou in vitro (Figura 2).

Figura 2 - Expressao dinamica de SOX2, OCT4 e NANOG durante o desenvolvimento murino
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Fonte: retirado e adaptado de Festuccia et al. (2013).

Legenda: Expressdo dindmica de SOX2, OCT4 e NANOG durante o desenvolvimento murino. Considerando que
MRNAs OCT4 e SOX2 sdo herdados maternalmente, 0 mMRNA NANOG é detectado pela primeira vez

em blastdmeros no estagio de 8 células.

Os fatores de transcricdo, em especial, OCT4 permanece como chave essencial, o
componente necessario a mistura de reprogramacao, que ndo € substituivel por outros fatores,
exceto por receptores nucleares NR5al, NR5a2, e também por uma combinacdo de
microRNAs miR-200c, miR-302s, e miR-369s (HENG et al., 2010; ANOKYE-DANSO et al.,
2011). O fator OCT4 mostrou ser suficiente na inducdo da pluripoténcia (KIM et al., 2009).
Seu papel central no processo de reprogramacdo tém levado pesquisadores a se perguntarem

se 0S compostos que o ativam sdo capazes de aumentar a eficiéncia de reprogramacéo.
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O interesse precoce pelas interacfes entre a triade OCT4 — SOX2 — NANOG comecgou
com a constatacdo de sua singularidade na manutencdo da pluripoténcia (NICHOLS et al.,
1998; MITSUI et al., 2003) e em seguida descobriu-se que SOX2 e OCT4 estdo em uma via
de mutua cooperacdo (BOYER et al., 2005; RIZZINO, 2009). A capacidade unica de SOX2
cooperar com OCT4 em sitios de ligacdo seletivos no genoma, é fundamental para a
reprogramacao de células somaticas em células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs)
(AKSOY etal., 2013).

A reprogramacdo celular é almejada nas mais diferentes areas na busca do sucesso nas
biotecnologias reprodutivas, assim, diversos autores empenham-se no conhecimento de todos
0s mecanismos envolvidos na pluripoténcia celular, porém o mecanismo exato continua
obscuro. Duas questbes parecem limitar a aplicacdo de iPSCs: a baixa eficiéncia de
reprogramacao e a integracao de transgenes ao genoma somatico (YAMANAKA, 2007), tais
aspectos impuseram limitacdes importantes nas suas aplicacdes biomédicas e terapéuticas.
Faz-se entdo, essencial o estabelecimento de procedimentos mais eficazes para a geracéo de
iPSC.

Neste contexto, esforgcos consideraveis tém sido feitos para identificar compostos que
possam melhorar a eficiéncia de reprogramacdo (HUANGFU et al., 2008; LYSSIOTIS et al.,
2009). Pequenas moléculas capazes de remodelar a cromatina e deter o controle epigenético
estdo sendo investigadas ativamente quanto a seu efeito na reprogramacdo. Tém sido
demonstrado que os inibidores da metiltransferase, inibidores de histonas desacetilase
(HDAC) e inibidores de histona desmetilase podem aumentar os indices de eficiéncia da
reprogramacao (HUANGFU et al., 2008; MALI et al., 2010; ZHU et al., 2010). Moléculas
que atuam sobre as vias de sinalizagdo envolvidas na auto-renovagédo e pluripoténcia, tais
como Wnt, TGF e MEK também aumentam tais indices (SILVA et al., 2008; ICHIDA et al.,
2009; LIN et al., 2009). Ainda, a vitamina C e o Litio foram reportados como capazes de
aumentar a eficiéncia de reprogramacédo (ESTEBAN et al., 2010; WANG et al., 2011).

5.6 A reprogramacdo induzida e os fatores cromossomais e epigenéticos

Nos ultimos anos, as células pluripotentes embrionarias e iPSCs tem sido uma
importante ferramenta para estudos epigenéticos. Tal interesse pode ser explicado pela
facilidade de gerar um grande nimero de iPs costumizadas para a medicina regenerativa,
modelos de doengas e outras aplicagcdes (YAMANAKA, 2007).
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A epigenética pode ser definida de forma classica como modifica¢des na cromatina ou
no DNA que ndo alteram a sequéncia primaria de nucleotideos, que incluem mecanismos
moleculares estaveis capazes de gerar um fenotipo que nédo altere o genoétipo. Hoje é sabido
que estes facilitam a complexa padronizacdo necessaria para assegurar o desenvolvimento
inicial normal e a regulacéo estavel de padrdes apropriados a expressdo génica (MEISSNER,
2010).

A reprogramacao epigenética do genoma ocorre em dois estagios fundamentais do
desenvolvimento: durante a gametogénese e durante o inicio da embriogénese. O primeiro
evento ocorre nas células primordiais germinativas (CPGs), onde marcas epigenéticas sao
apagadas e novas marcas sao estabelecidas em alguns genes, durante momentos especificos
do desenvolvimento, tanto antes quanto depois da fertilizacdo. Apds a fertilizacdo, uma
segunda onda de reprogramacdo ocorre, incluindo a desmetilacdo global (com excecdo dos
genes imprinted) seguida de uma de novo metilacdo para permitir a totipoténcia e subsequente
diferenciacéo celular especifica (RUVINSKY, 1999; REIK; DEAN; WALTER, 2001). Popp
et al. (2010) através da técnica de sequenciamento por bissulfito demonstraram que as células
germinativas em E13.5 possuem apenas de 5-20% do DNA gendmico metilado, confirmando
que tais células reduzem de forma transitéria 0 DNA metilado, sem efeitos adversos em sua
viabilidade.

Com a tecnologia iPs, sabe-se que um ou Vérios fatores de transcricdo podem
converter uma célula em outra. Porém, os mecanismos pelos quais estes fatores exdgenos
substituem o estado epigenético existente e alteram este em um estado alternativa especifico,
sem passar por um desenvolvimento normal ou redefinicdo completa de todas as marcas ainda
é em grande parte desconhecido. Os fatores-chave envolvidos na remodelacdo ainda ndo
foram claramente identificados, e muitas perguntas sobre a dindmica desse processo ainda ndo
foram respondidas (MIKKENSEN et al., 2008).

Em estudos que investigam dados de expressdo génica e mapeamento epigenético,
encontra-se uma forte relacdo sobre a expressdo de genes em células pluripotentes
(MIKKENSEN et al., 2008). Estes podem ser subdivididos em duas categorias: o primeiro
inclui genes tais como LIN28, SOX2 e FGF4, que sdo reprimidos por H3K27; o segundo
inclui os genes OCT4, NANOG e DPPA, que sdo reprimidos pela metilagio do DNA,
deixando clara a importancia de se conhecer a fundo tais mecanismos epigenéticos que regem
a indiferenciacdo de células somaticas. O estudo aprofundando de tal mapeamento

epigenético € neste momento da ciéncia essencial para os proximos avancos (MEISSNER,
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2010). Delineando onde os erros de expressdo ocorrem, gerando células reprogramadas com
perfis epigenéticos semelhantes aos encontrados em células-tronco embrionérias.

A instabilidade gendmica em células de pluripotencia induzida pode ser causada por
diversas razdes, como mutagdes pre-existentes nos fibroblastos reprogramados, integracédo
viral que pude induzir danos no DNA ou stress replicativo por expansdo in vitro. J& foram
relatadas incidéncia de mutagcdes como a variagdo no numero de copias (CNVs) (HUSSEIN et
al., 2011) e ainda o polimorfismo em um anico nucleotideo (SNPs) (GORE et al., 2011) no
genoma de células iPS quando comparadas a CTE.

J& as alteracGes cromossomais, sdo avaliadas de forma citogenética, que é a ciéncia
que estuda os cromossomas normais e anormais. Cada espécie é caracterizada por um dado
numero de cromossomos gque pode ser reconhecido por sua morfologia, estes sao organizados
de acordo com esquemas de classificacdo padrdo para as respectivas espécies. Os cdes e 0s
seres humanos compartilham uma variedade de doencas genéticas, incluindo cancer. Assim, 0
cdo tornou-se um modelo cada vez mais importante para as doengas genéticas. No entanto, as
analises citogenéticas de células caninas sdo complicados pelo cariétipo complexo do céo.
Apenas 15 anos atras, um esquema de classificacdo padrdo para o cari6tipo canino completo
foi criado. Diversos estudos tem mostrado que tumores caninos sao comparaveis a tumores
humanos, sendo muitas vezes caracterizados por aberracbes cromossdmicas clonais, que
podem ser usados como marcadores de diagndstico e de prognéstico (REIMANN-BERG et
al., 2012).

A construcdo de mapas gendmicos para 0s mamiferos vém recebendo mais atencéo
nos ultimos anos, apesar de humanos e murinos terem recebido mais atencdo do que qualquer
outra espécie. Muitos esforcos tem sido feitos para a producdo de mapas de espécies
economicamente importantes, como bovinos e suinos, e mais recentemente colaboracdes tém
trabalhado no estabelecimento de tais mapas para espécies domésticas como cdes e cavalos.
A colaboracéo internacional DogMap foi estabelecida em 1993 desenvolvendo marcadores de
baixa resolucdo (REIMANN-BERG et al., 2012).

Nos cées, todos os 38 pares autossdmicos sdo acrocéntricos com uma discreta e
gradual diminuicdo de tamanho. O maior cromossomo € 0 X estimando-se ter 137 Mb de
tamanho comparado com Y com apenas 27 Mb (LANGFORD et al.,, 1996). Com a
similaridade no tamanho dos cromossomos fica dificil a identificacdo por coloragdes
convencionais ou o estabelecimento de qualquer cariotipagem padronizada.

O primeiro trabalho restrito aos 21 pares autossdémicos e 0s cromossomos sexuais foi

publicado em 1996 por Switonski et al, mantendo-se a dificuldade de identificar os 17 pares
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remanescentes, fez-se necessario o desenvolvimento de sondas fluorescentes e especificas que
se ligavam aos cromossomos por hibridizagdo (FISH). Em 1999 o grupo do Dr. Breen
estabeleceu sondas para cada um dos 38 pares de cromossomos bem como para 0S
cromossomos sexuais, aumentando as possibilidades de anéalises e avaliagdes cromossomais
em tal espécie. Koh et al. (2013) tentaram determinar o verdadeiro grau de instabilidade
cromossomal em iPs canina utilizando a hibridizagdo FISH e detectaram anomalias

semelhantes as encontradas em camundongos e humanos.
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Capitulo 6: Avaliacdo do processo de reprogramacao

induzida a partir de vetores epissomais ou retrovirais
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6 AVALIACAO DO PROCESSO DE REPROGRAMACAO INDUZIDA A PARTIR
DE VETORES EPISSOMAIS OU RETROVIRAIS

Aqui séo descritos os experimentos desenvolvidos na Universidade da Carolina do Norte,
NCSU, durante o periodo de agosto a novembro de 2012 em doutorado sanduiche. Nesta parceria,
objetivou-se comparar a geracdo de iPS a partir da metodologia retroviral, ja estabelecida e
padronizada, com a metodologia epissomal, ainda inédito para a espécie, na tentativa de
compreender tal processo. Sabe-se que a busca por metodologias mais eficazes na produgdo de iPS
tem sido o foco de muitos grupos desde sua descoberta em 2006. O estabelecimento de linhagens
epissomais poderia descartar o0 advento da integracéo viral e nos levar um passo a frente no uso de
tais células para terapia celular. Este capitulo foi apresentado como resumo no IFPA 2013 (Anexo
A).

Natalia J. Goncalves, Sehwon Koh, Fabiana F. Bressan, Daniele S. Martins, Flavio V.
Meirelles, Jorge Piedrahita, Carlos E. Ambrdésio. Canine IPSC generation with Non-Integrative
vectors. Placenta n. 34, v. 9, p. A66, 2013. (DOI: 10.1016/j.placenta.2013.06.182).

A producdo de IPS ndo transgénica é altamente desejavel, especialmente em modelos
animais, como o canino. Fibroblastos de pele de cées foram cultivados e mantidos em DMEN/F12.
Os vetores epissomais contendo os fatores de transcricdo murino (OCT3/4, SOX2, KLF4 e c-MYC
— OSKM) e o vetor epissomal somado a cada fator OSKM foram usados para gerar linhagens de
células ciPSC independentes. As células foram transfectadas, ap6s protocolo de nucleofeccédo
Amaxa, duas vezes durante oito horas, e entdo os vetores foram removidos e 0 meio de cultivo
substituido. No dia 6 pds-infeccdo, as células foram replagueadas em MEFs, no dia seguinte, o
meio de cultura foi substituido por mTESR. As culturas celulares foram analisados apds cada
tratamento e comparado com as células transfectadas com o vetor epissomal somente. Observou-se
alteragBes morfologicas apenas nas células acrescidas de c-MYC, com formagdes semelhantes a
colbnias iPS, sendo que estas apresentaram atividade de fosfatase alcalina (AP). Estes resultados
preliminares mostram um caminho para a geracdo de iPSC livre de integracdo, aumentando o

potencial terapéutico dessas células.
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6.1 Material e Métodos

6.1.1  Cultivo celular

Fibroblastos adultos provenientes da epiderme foram coletados de cdes saudaveis com
aproximadamente 3 anos de idade, da raca Beagle. Estes foram mantidos em DMEN/F12 com
10% de soro fetal bovino e 0.1% de gentamicina (Cellgro). Células PLAT-GP e MEFS foram
mantidas no mesmo meio de cultivo. As células reprogramadas foram mantidas com mTESR
(Stemcell, Vancouver, BC, Canada) e as colbnias repicadas mantidas em DMEM/F12 (Cellgro),
com 20% de KSR (KSR, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 2 mM L-Alanil-L-Glutamina
(Cellgro), 0.1 mM aminoacido ndo essencial (NEAA, Cellgro), 0.1 mM 2-mercaptoetanol (BME,
Sigma) suplementado com FGF2 (10 ng/ml, Stemgent, Cambridge, MA, USA), hLIF (103 unit/ml,
GenScript, Piscataway, NJ, USA) ou ambos. Os inibidores PD0325901 (0.5 uM), (GSK3B) e
CHIR99021 (3 uM) foram adicionados como suplementagdo ao meio iPS completo. Todos os
experimentos foram aprovados pelo Institutional Animal Care and Use Committee sob nimero de
protocolo 10-056-B.

6.1.2  Monocamada de cultivo (MEFS)

MEFs foram obtidas a partir do dia 13-14 de camundongos C57BL/6 e as células isoladas
a partir dos fetos foram usadas em passagens 1-3 como monocamada de cultivo. As MEFs foram

tripsinizadas e irradiadas com raios gama com 5000 rad e plaqueadas na concentragdo de 8x10° .
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6.1.3  Produgéo Epissomal

6.1.4  Escolha dos plasmideos e enzimas de restricédo

Os plasmideos epissomais foram obtidos da Addgene e clonados com os fatores (OCT4,
SOX2, NANOG, Lin28, c-MYC e KLF4) no vetor oriP/EBNAL usando IRES 2 para coexpressao
(Figura 3). Os plasmideos foram inoculados em E. coli em placas de cultivo com meio LB &gar
(Luria-Bertani) e mantidas por aproximadamente 16 horas a 37°C. A col6nia contendo o plasmideo
de interesse foi selecionada e purificada por Maxi Prep (Qiagen) de acordo com as instrucfes do
fabricante. Cada plasmideo foi digerido com a enzima de restricdio ECOR1 (Figura 4), para
confirmar a presenca dos fatores, em seguida os plasmideos foram quantificados, aliquotados e

armazenados em freezer -80° até 0 momento do uso.

Figura 3- Mapa do vetor oriP/EBNA 1
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Fonte: Retirado e adaptado Yu et al. (2009).
Legenda: Mapa do vetor oriP/EBNA 1 (A) usando IRES2 para coexpressdo (B) fornecidos pela Addgene.
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Figura 4 -  Gel de agarose mostrando os fragmentos do plasmideo apés digestdo enzimatica

14kb 13kb
4kb
3kb
2,1kb
600bp

Fonte: (Gongalves, N.N., 2015)

Legenda: Gel de agarose mostrando os fragmentos de DNA dos plasmideos apds reacdo com a enzima de restricdo
ECOR1, o plasmideo 1 foi cortado em dois pedagos com 14kb e com 3kb. O segundo plasmideo foi cortado
em 5 pedagos com 13kb, 4kb, 2.1kb, 600pb e 30pb (o UGltimo fragmento é de dificil visualizagdo por ser
muito pequeno). L (letra ou padrao), D (digerido), ND (ndo digerido), respectivamente para o plasmideo 1 e
2.

6.1.5 Nucleofeccéo

Para os plasmideos epissomais foi feito o protocolo de nucleofeccdo com Amaxa de
acordo com instrucbes do fabricante, a tecnologia Nucleofector™ € o procedimento de
nucleofeccdo mais eficaz e € essencial para que o0 DNA de interesse seja carreado para dentro do
nacleo. O procedimento com os plasmideos epissomais foi seguido de controle positivo com

plasmideo GFP (pEGFP-C1) para comprovacéo da eficacia do procedimento (Figura 5).

Figura 5-  Fibroblastos caninos apos a inser¢do do vetor epissomal por nucleofec¢do

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015)
Legenda: Fibroblastos caninos ap6s a insercdo do vetor epissomal por nucleofeccdo (A) e o plasmideo GFP
como controle positivo (B) comprovando a eficacia do protocolo.
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6.1.6  Producao retroviral

Células PLAT-GP foram plaqueadas na concentracdo de 8x10° e cultivadas
overnight. No dia seguinte, os vetores retrovirais pMXs contendo os fatores murinos OCT3/4,
KLF4, SOX2 e c-MYC foram transfectados com o vetor auxiliar pCI-VSV-G envelope com 0
auxilio do reagente Fugene 6 (Roche, Florence, SC, USA), conforme descrito por Takahashi
et al. em 2007. A eficiéncia da transfeccdo foi monitorada com o vetor reporter pMXs-mRFP1
(Figura 6) e o sobrenadante contendo a producdo viral s6 foi coletado quando a taxa de
eficiéncia da transfecgdo foi maior que 70%. O sobrenadante viral foi coletado duas vezes,
com 48 e 72 horas pos-transfec¢do, e filtrado em membrana 0.45 um. O sobrenadante filtrado
foi usado para infectar os fibroblastos de cdo apos suplementacdo com polibreno (2 ug/ml,

Sigma, St. Louis, MO, USA), ou aliquotado e armazenado a -80°C até o uso.

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015)

Legenda: Células PLAT (A) com pMXs-mRFP1 usado para producdo viral apos 72 horas de transfeccio.
Fluorescéncia do vetor repdrter fotografado em UV (B) comprovando a alta taxa de transfeccdo. 20X.
Exposicéo na luz UV 200ms.

6.1.7  Geracdo de células de pluripoténcia induzida por sistema retroviral

Fibroblastos foram plaqueados na concentragio de 8x10° um dia antes do processo de
infeccéo retroviral e epissomal. As células foram transfectados por 8 horas, entdo o virus foi
removido e as células receberam meio novo para recuperacdo. Este procedimento foi repetido no

dia seguinte. Apds 6 dias as células foram replaqueadas em pogos com MEF e suplementadas com
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meio MTESR1 que contém os nutrientes necessarios para as iPSCs. O meio foi trocado a cada 48
horas. As colbnias foram repicadas manualmente e expandidas em meio contendo os inibidores
PD0325901 (PD, 0.5 puM), CHIR99021 (CH, 3uM), e GSK3B, FGF2 (10 ng/ml), hLIF (103

unidades/ml, LIF) ou ambos FGF2 e LIF. As colbnias foram repicadas manualmente a cada 4 dias.

6.1.8  Delineamento experimental

O processo de transfecgdo retroviral, ja estabelecido no grupo, foi usado como controle
positivo para a infeccdo epissomal, um processo ainda pouco usado e ndo padronizado, e ainda
comparando ambos (retroviral e epissomal) ao o comportamento da reprogramacdo epissomal
associada a fatores de pluripoténcia (OCT4, SOX2, KLF4 e c-MYC), esperando-se observar se tal
associacdo aumentaria a eficcia de reprogramacdo, conforme delineamento experimental abaixo
(Figura 7).

Figura 7 - Diagrama mostrando delineamento experimental 1

Controle Positivo: Retrovirus

Vetor episomal Episomal + tratamento

f{)'!_ 'I ‘Illll
/ \

/ ",I

*f{ II' I|III

.' \

OCT4 \ C_myc
v L |
SOX2 KIf4

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015)
Legenda: Diagrama mostrando delineamento experimental. A infeccdo retroviral foi usada como controle,
comparada a transfeccéo epissomal e ainda epissomal com os fatores pluripotentes em separado.
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6.1.9 Fosfatase alcalina — caracterizac¢ao in vitro

Para o teste da fosfatase alcalina as col6nias iPS foram tratadas com VECTASTAIN
ABC-AP kit (VECTOR Laboratories, Burlingame, CA, USA) de acordo com instrugdes do
fabricante. Ap6s a coloragdo, trés campos (microscopia de ampliacdo 20X) de cada tratamento

foram selecionados aleatoriamente e as col6nias positivas foram contadas.

6.2 Resultados

Os fibroblastos transduzidos com vetor retroviral comecaram a apresentar alteracGes
morfologicos semelhantes a coldnias ap6s 10 dias em MEFS (Figura 8) e os fibroblastos
reprogramados com o vetor epissomal, mostraram tais formaces ap6s 15 dias, apenas para aquelas
acrescidas de c-MYC (Figura 9), as col6nias foram acompanhadas e fotografadas, porém, devido ao
curto periodo neste grupo da Universidade da Carolina do Norte, ndo foi possivel a continuacéao e

manutencdo destas coldnias bem como sua caracterizacdo completa.

Figura8-  Fibroblastos em processo de reprogramagao com vetor murino retroviral

L g, i\ 1 R ¥

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015)

Legenda: Fibroblastos em processo de reprogramagéo com vetor murino retroviral, A, B, C e D mostrando 4 coldnias
em fase inicial, 10 dias p6s infecgao.
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Figura9 - Fibroblastos caninos 15 dias pds reprogramacao com vetor epissomal apenas, e com tratamentos
dos fatores

EPL+ Octd EPI + Oct4

EPI £ SOX2 EPI + SOX2

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Fibroblastos caninos 15 dias pds reprogramagdo com vetor epissomal apenas, e com tratamentos dos fatores
murinos KLF4, c-MYC, OCT4 e SOX2. Observar a formacao de coldnias apenas na associagdo epissomal +
c-MYC.
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As colbnias observadas no protocolo epissomal + ¢c-MYC foram repicadas manualmente
(Figura 10) e mantidas com LIF, FGF2, ou ambos. Sua manutencdo foi possivel por 2 passagens,

apos este periodo as células regrediram e ndo apresentaram mais morfologia tipica.

Figura10 - Col6nias formadas a partir da combinacao epissomal + ¢c-MYC

Fonte: (GONGCALVES, N. N., 2015).
Legenda: Coldnias formadas a partir da combinagao epissomal + c-MYC pds repique, expandidas com 2i, LIF, bFGF
ou ambos em associagdo, sem diferencas morfoldgicas aparentes de tais suplementagdes.

As colbnias provenientes desta combinacéo foram as Unicas a mostrar forte atividade de

fosfatase alcalina, dando suporte a conformacéo morfoldgica de coldnias pluripotentes (Figura 11).

Figura1l- Colbnias geradas a partir da combinagdo epissomal + c-MYC, mostrando forte atividade de
fosfatase alcalina

Fonte: (GONGALVES, N. N., 2015).
Legenda: Colbnias geradas a partir da combinacdo epissomal + ¢-MYC, mostrando forte atividade de fosfatase
alcalina durante a reprogramacao. Col6nias negativas versus positivas destacadas com a coloragao azul.
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6.3 Discussao

As células de pluripoténcia induzida tem centenas de aplicacfes na biologia basica,
desenvolvimento de medicamentos e transplante. Tal processo esta associado a vetores que se
integram no genoma, Takahashi et al. (2007); Shimada et al. (2010) e Withworth et al. (2012) s&o
apenas alguns exemplos de grupos que descrevem tal processo de integracdo viral com sucesso.
Porém como consequéncia podem ocorrer mutacfes advindas desta integracdo, limitando sua
aplicacdo clinica. Os métodos iniciais de reprogramacao empregam vetores virais em que tanto a
estrutura do vetor como o transgene sdo permanentemente integrados ao genoma da célula
(TAKAHASHI et al., 2007). As mutacGes consequentes de tal integracdo interferem no
comportamento de tais células, assim como a expressdao do transgene pode influenciar na
diferenciacéo de linhagens especificas ou mesmo resultar em tumorogénese (OKITA et al., 2007).

O processo que envolve vetores que ndo se integram ao genoma ainda € pouco
padronizado e pouco eficaz, exigindo um maior tempo de exposicao aos fatores de reprogramacgéo
(OKITA etal., 2007; STADTFELD et al., 2008).

Yu et al. (2009) reportaram células iPs humanas completamente livres de vetores e
sequéncias transgénicas, geradas com uma Unica transfeccdo derivada de vetores epissomais
oriP/EBNAL (virus do Epstein-Barr antigeno nuclear 1), estes sdo adequados para a reprogramacao
em células somaticas humanas, uma vez que podem ser transfectadas sem a necessidade de
envelope viral, e podem ser subsequentemente removidos a partir do cultivo celular sem selecao
por drogas.

Os resultados mais positivos obtidos neste experimento foram da associacdo do vetor
epissomal com o fator c-MYC, o que pode ser explicado pois este fator promove o rapido
desenvolvimento celular. A expressdo de c-MYC pode regular negativamente a expressao de genes
especificos de fibroblastos e induzir o contexto molecular do estado embrionario. Além disso c-
MYC regula diversos miRNAs que promovem a tumorogénese e atuam na manutencdo da
pluripoténcia das células embrionarias (LIN et al., 2009a; LIN et al., 2009b). Assim, c-MYC
estabelece o contexto molecular no inicio de reprogramacao, ndo apenas através da interacéo direta
com as regides promotoras dos genes alvo, mas também ao exercer efeitos inibidores sobre redes
somaticas através da regulacdo de miRNAs.

O periodo de 3 meses utilizado no doutorado sanduiche, para o desenvolvimento de tais
experimentos, nao foi suficiente para a reprodutibilidade dos experimentos, porém, os resultados

alcancados séo inéditos para reprogramacdo em canideos e nos permitem sugerir que a
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reprogramacdo sem a integracéo viral, é possivel, aumentando as chances do uso de tais linhagens

na terapia celular, sem a integracéo viral e as implicagdes terapéuticas desta transgenia.
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Capitulo 7: Analise da expressdao de fatores exdgenos

relacionados a pluripoténcia no modelo canino



53

7 ANALISE DA EXPRESSAO DE FATORES EXOGENOS RELACIONADOS A
PLURIPOTENCIA NO MODELO CANINO

O segundo experimento visou avaliar e descrever o comportamento dos fatores de
transcrigdo quando introduzidos nos fibroblastos caninos em separado, podendo inferir
diferencas de comportamento celular associado a cada um dos fatores quanto a
reprogramacao. Dois fatores de transcricdo: OCT4 e SOX2, acoplados a reporteres
fluorescentes, foram transduzidos, individualmente ou combinados, usando o sistema
lentiviral. Linhagens transgénicas estaveis foram obtidas e as células caninas mostraram
correta integracdo e alta expressao dos fatores humanos OCT4 e SOX2.

Os resultados obtidos neste experimento foram enviados para o 7th ISCFR 2012, o
resumo expandido foi considerado inédito e inovador e o grupo foi convidado para
apresentacdo oral deste trabalho e publicagéo de artigo completo na edicéo especial da revista

Reproduction in Domestic Animals (Anexo C).

Gongalves, N. J. N.; Bressan, F.; Souza, A.; Martins, D. S.; Miglino, M. A.; Meirelles,
F. V.; Perecin, F.; Ambrosio, C. E. Canine fibroblasts expressing human transcription
factors: What is in the route for the production of canine induced pluripotent stem

cells. Reproduction in Domestic Animals, v. 47, n. 6, p. 1-5, 2012.
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7.1 Material e Métodos

7.1.1 Derivacao de linhagem de fibroblasto fetal canino

A linhagem de fibroblasto canino foi derivada do banco de células-tronco animais do
nosso grupo (GDTI/FZEA-USP), e foram obtidas a partir de fetos provenientes de
histerectomias eletivas. Apds a remocdo da cabeca e 6rgdos, o tecido fetal foi desagregado em
pedagos menores e entdo estes foram digeridos com a enzima tripsina por 3h. O resultado da
digestdo foi lavado e plagueado em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino e
antibidticos. Quando subconfluentes, o cultivo foi congelado ou repicado para a continuacao

dos experimentos.

7.1.2 Preparacao dos vetores lentivirais

Os vetores lentivirais utilizados neste experimento para o gene OCT4-vexGFP e para
SOX2-mCitrine foram os mesmos reportados por Papapetrou et al. (2009) (Figura 12)

Figura 12 - Mapa dos vetores lentivirais OCT4-vexGFP e SOX2-mCitrine
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Fonte: Imagens adaptadas Addgene (www.addgene.org)
Legenda: Mapa dos vetores lentivirais OCT4-vexGFP (Addgene 22240) e SOX2-mCitrine (Addgene
23242).
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7.1.3 Preparacédo dos plasmideos

Os plasmideos foram providos em stabs bacterianos, as culturas foram inoculadas em
placas de agar LB (Luria-Bertani) e incubadas a 37°C por 16horas. Uma col6nia foi isolada
para cada plasmideo de interesse e esta foi preparada com o kit MaxiPrep (Qiagen) de acordo

com o fabricante.

7.1.4 Producgo lentiviral

Para a producdo viral, células 293FT foram transfectadas com cada plasmideo de
interesse utilizando o reagente lipofectamina, plasmideos empacotadores, e o envelope VSVG
(Figura 13). O sobrenadante (meio de cultivo) foi recuperado apds 72h da transfeccéo, filtrado
em filtros de seringa de 0,45nm, concentrado através da ultracentrifugacdo, aliquotado e
estocado em freezer -80°C. Para a producdo de tais linhagens estaveis, fibroblastos de cédo
foram cultivados (2 x 10° células por poco de placa de 6 pogos) e transduzidos com os
lentivirus na presenca de 6ug/ml de polibreno (Sigma) utilizando 1ml de sobrenadante viral
concentrado e filtrado. A eficiéncia de transfeccdo foi avaliada por fluorescéncia do repdrter

vex-GFP e fotografada em microscopia de fluorescéncia.

Figura 13- Mapa dos vetores auxiliares necessarios para a producéo lentiviral

Fonte: Imagem adaptada Virapower Lentiviral Kit (Life Technologies)

Legenda: Mapa dos vetores auxiliares necessarios para a producao lentiviral. A) pLP1 que contem as sequéncias
gag/pol, B) pLP2 contendo a sequéncia Rev, C) e o vetor contendo a proteina de envelope
pLP/VSVG.
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7.1.5 Citometria de Fluxo — Cell sorting

A porcentagem de células expressando os reporteres fluorescentes foi analisada por
citometria de fluxo (FACSAria, BD Biosciences) e as células positivas passaram por sorting e
foram mantidas em cultivo e criopreservadas para estudos futuros. Para o protocolo de
purificacdo celular (cell sorting), as células 293FT transfectadas com os vetores OCT4 e
SOX2 foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspendidas em 1mL de meio IMDM, tal
populacdo foi entdo submetida a purificacdo celular que, resumidamente, se inicia visando
que as células marcadas sejam direcionadas para um recipiente que as armazene. Cada célula
dentro de uma gota é interceptada pelo laser e posteriormente passa por uma placa de
carreamento de elétrons, onde recebe uma carga positiva ou negativa dependendo do critério
de selecdo pré-estabelecido no software de aquisicao e analise. A seguir, as gotas sdo atraidas
por placas defletoras com carga elétrica contréria a da gota, de forma que as gotas carregadas
ao invés de seguirem o fluxo de liquido continuo, sdo atraidas pelas respectivas placas,
separando-as em positivas e negativas. Apenas as células positivas sdo recuperadas,
centrifugadas, plaqueadas (para posterior avaliacdo em microscopia confocal) ou lavadas em

solucdo PBS e congeladas (para analises de PCR).

7.1.6 Reacdo de Polimerase em cadeia

O RNA total (a partir de amostras purificadas) foi isolado pelo método do reagente
Trizol (Life Technologies). A quantificacdo dos acidos ribonucleicos foi realizada usando o
espectrofotdbmetro Nanodrop. Para a sintese de cDNA foi utilizado kit cDNA Transcricdo
Reversa de Alta Capacidade (Applied Biosystems), este Kit utiliza iniciadores aleatérios para
a conversdo de RNA total em cDNA.

A quantificagcdo do cDNA foi realizada utilizando a metodologia de PCR quantitativo
(Step One Real Time PCR Systems, Life Technologies). As reagdes foram realizadas usando
um ensaio comercial (SYBR®Green PCR Master Mix, Life Technologies). Os genes alvo
avaliados foram OCT4 e SOX2 devido a sua grande importancia na reprogramacao e
pluripoténcia. Como referéncia enddgena, foi utilizado o gene gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). As sequéncias dos iniciadores estdo descritas no quadro 1 e 0s
resultados foram avaliados pelo método 2PPCt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).



Quadro 2 -  Sequéncias dos primers usados para gPCR, de acordo com Bressan, 2013

Gene Sequéncia (5’- 3°)

OCT4_FWD CAGGCCCGAAAGAGAAAGC
OCT4_REV CGGGCACTGCAGGAACA
SOX2_FWD TGCGAGCGCTGCACAT

SOX2_REV TCATGAGCGTCTTGGTTTTCC
GAPDH_FWD AAGGCCATCACCATCTTCCA
GAPDH_REV CCACTACATACTCAGCACCAGCAT

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

7.1.7 Microscopia confocal
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As células purificadas por Cell Sorting foram plaqueadas em IMDM na concentracdo

de 5x10° em pogos de cultivo adaptados com laminula no fundo, para que as células se

aderissem nesta superficie, podendo ser levadas ao confocal ainda vivas para detec¢do da

fluorescéncia.

O sistema conhecido como microscopia confocal utiliza uma fonte de laser para

promover a excitacdo dos fluoroforos. As células viaveis foram submetidas a este sistema

equipado com um filtro de espectro de fluorescéncia (Leica SP5 TSC AOBS, Leica

Microsystems). As células transfectadas com OCT4-vexGFP foram analisadas com laser de

excitacdo a 405 nm e emissdo a 535nm e as transfectadas com SOX2-mCitrine, analisadas

com laser de excitacdo 529nm e emissdo a 514nm. As imagens foram analisadas pelo
software LAS-AF com modulos Live Data, FRAP, FRET AB e SE.
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7.2 Resultados

Todos os plasmideos foram testados quanto a sua funcionalidades, em transfeccbes
com o reagente lipofectamina. O sucesso de tal procedimento era confirmado com a taxa de
expressdo do reporter fluorescente, por microscopia, as células 293FT utilizadas para
producdo lentiviral, mostraram grande eficacia na producdo viral (Figura 14A) que é
finalizada com o rompimento da célula e extrusdo das particulas lentivirais no meio de
cultivo. A alta taxa de transfeccdo pode ser confirmada pela fluorescéncia de GFP (Figura
14B).

Figura 14 -

h A

Células 293FT fotogafadas apos 48h de transfeccdo, mostrando a producdo viral

LA I
T

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: A) Células 293FT fotografadas ap6s 48h de transfeccdo, mostrando a replicagdo viral, observar no
aumento abaixo da figura A células 293FT repletas de copias virais. B) Células 293FT transfectadas
com a proteina fluorescente OCT4-vexGFP, confirmando a alta taxa de transfeccao.

Para o cell sorting, o citbmetro tem um sistema especifico que permite a separacao de
populacdes celulares puras e homogéneas, a partir de uma amostra heterogénea, de acordo
com critérios bioldgicos predefinidos, neste caso, as células OCT4-vexGFP, SOX2-mCitrine
em diferentes concentragbes e a combinagdo de ambos, tiveram suas populagdes positivas
separadas daquelas ndo transduzidas, onde todas se mostraram altamente positivas. (Figuras
15 e 16). A concentragdo do fator ndo foi um ponto determinante para 0 aumento ou
diminuicdo da sua expressdo, uma vez que todos os graficos evidenciaram altos niveis de
integracdo dos vetores as células. A porcentagem de células positivas pode ser usada como

parametro da eficiéncia de transdugé&o.
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Figura15- Analise fluxo-citométrica de populagdes combinadas e separadas OCT4 e SOX2, separadas por
sorting
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Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Anélise fluxo-citométrica da populagdo combinada de (A) SOX2-mCitrine na concentracdo de 50ul +
OCT4-vexGFP 100 pl, positivas, e (B) populagdo Unica de OCT4 na concentracdo de 100pl,
separadas por citometria de fluxo em fibroblastos caninos transgénicos.

Figura 16 -  Andlise fluxo-citométrica da populagdo Unica de SOX2-mCitrine separadas por sorting
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Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Analise fluxo-citométrica da populacdo Unica de (A) SOX2-mCitrine na concentracdo de 100ul e (B)
populacdo Unica SOX2-mCitrine na concentracdo de 250ul, separadas por citometria de fluxo em

fibroblastos caninos transgénicos.
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O sistema da microscopia confocal utiliza uma fonte de laser para promover a
excitacdo dos fluordforos criando imagens sucessivas de diferentes planos da mesma amostra,
possibilitando a constru¢do de imagens tridimensionais precisas expressando a positividade
do repdrter associado. Os fibroblastos que receberam 0s vetores associados a proteinas
reporteres, de fato, estavam integrados as células, fato evidenciado por alta fluorescéncia
detectada (Figura 17).

Figura17 - Microscopia confocal para fibroblastos caninos fetais expressando as proteinas repOrteres
fluorescentes

A

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Microscopia confocal para fibroblastos caninos fetais expressando as proteinas repdrteres
fluorescentes. A e A': OCT4-vexGFP e imagem mesclada. B e B': SOX2-mCitrine e imagem
mesclada. C, C' e C": OCT4-vexGFP, SOX2-mCitrine e duplo positivo, respectivamente.

Fibroblastos fetais caninos expressando OCT4 e SOX2 foram avaliados por PCR
tempo real, comparados a fibroblastos ndo transduzidos. A expressdo de OCT4 foi maior
(Figura 18A) do que a de SOX2 (Figura 18B) apesar de ambos serem expressos, as
associagdes OCT4 + SOX2 e 2x OCT4 + SOX2 aumentaram a expressdo de SOX2 quando
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comparados aos fibroblastos transduzidos apenas com SOX2, porém para OCT4 a associacao

dos fatores inibiu sua expresséo. De forma geral, verifica-se alta expressdo em todos 0s casos.

Figura 18 -  Gréfico representando a expressdo de hSOX2 e hOCT4, e a combinagéo dos fatores
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Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).
Legenda: Gréfico representando a expressdo de hSOX2 (A) e hOCT4 (B) em separado e em associa¢do, bem
2x hOCT4 + hSOX2 nas linhagens IPS canina, comparadas a fibroblastos fetais ndo reprogramados,

em unidades arbitrarias.
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7.3 Discussao

Descrevemos linhagens de fibroblastos fetais caninos expressando diferentes fatores
de transcricdo humanos relacionados a pluripoténcia. Estas linhagens celulares s&o
importantes para o desenvolvimento de células-tronco pluripotentes induzidas completamente
reprogramadas, derivadas deste modelo animal.

A quantidade de celulas em que os fatores de reprogramacéo se integraram no genoma
canino foi determinada atraves da expressdo do gene reporter fluorescente detectada por
sorting em citometria de fluxo. Assim, pudemos observar que as células caninas se mostraram
sensiveis a integracdo e expressdo do OCT4 e SOX2 humano em uma eficiéncia elevada,
raramente observado em outras espécies (HUANGFU et al., 2008).

A andlise por microscopia de fluorescéncia revelou que a distribuicdo de proteinas
reporter é semelhante entre as duas diferentes construcdes proteicas e que ndo se restringe a
uma regido da célula em particular.

OCT4 e SOX2 mostraram uma elevada expressdo exdgena de cada gene alvo, bem
como celulas dupla positivas. No entanto, nenhuma interacdo (formacdo de coldnia) foi
observada pelo menos 6 dias apds a transducdo. De acordo com Hammachi et al. (2012)
OCT4 é um regulador essencial da pluripoténcia, assim como um mediador chave da
reprogramacao das células somaticas induzidas e a sua interacdo com SOX2 pode ser essencial
para esse processo (RIZZINO, 2009).

A separacdo de populacBes positivas, como foi demonstrado neste experimento,
permite que apenas as células que incorporaram os fatores sejam cultivadas, aumentando, em

teoria, a eficiéncia de reprogramacéo.
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Capitulo 8: Producdo e caracterizacdo das células

pluripotentes induzidas no modelo canino
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8 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DAS CELULAS PLURIPOTENTES
INDUZIDAS NO MODELO CANINO

Neste capitulo descrevemos o mecanismo de reprogramacdo por integracao lentiviral para
inducdo da pluripoténcia em fibroblastos fetais de cdo. A obtengdo de CTE-like na espécie
canina é de grande importancia para a ciéncia, uma vez que os cdes sdo forte modelo de
estudo por sua homologia em diversas doengas genéticas. Além disso, as dificuldades de se
acessar e caracterizar células-tronco embrionarias verdadeiras nas espécies domeésticas ainda é
um problema, com resultados pouco conclusivos; o estudo de tais linhagens induzidas pode
aprofundar o conhecimento do perfil epigenético de tais células. As linhagens obtidas e
completamente caracterizadas neste estudo ndo seguem os protocolos ja descritos na
literatura, com importantes alteracdes, como a independéncia de LIF ou qualquer outra
suplementacdo com inibidores, sendo dependente apenas de bFGF; destacando ainda o uso de
vetores policistrénicos, bem como sua resisténcia ao repique enzimatico. O processo de
reprogramacao delineado neste experimento apresentou indices maximo de 0.001% de
eficiéncia.

O entendimento e caracterizacdo de tais linhagens em cdes possibilitard seu uso em
diversas vertentes terapéuticas bem como o estabelecimento de um importante modelo de
estudo pré-clinico de terapias celulares e génicas. Além de possibilitar novos protocolos e
otimizacBes do processo com o objetivo de tornar tais linhagens cada vez mais reprodutiveis e
seguras.

Estes resultados foram divulgados na Revista eletrénica FAPESP e apresentados no
International Federation of Placenta Associations — IFPA 2014 (Anexo D 1 e 2)

1) GONCALVES, N. J. N.; AMBROSIO, C. E. Parceria busca linhagem segura de células
tronco para tratar lesio medular. REVISTA FAPESP (online) 2013. Home page:
http://agencia.fapesp.br/18298

2) GONCALVES, N.; BRESSAN, F.; MEIRELLES, F.; AMBROSIO, C. Reprogramming
by Gene Induction: The Factors Involved in the establishment of Canine Stem Cells.
Placenta. V. 35, n. 9, p. A92, 2014. DOIl:
http://dx.doi.org/10.1016/j.placenta.2014.06.299


http://agencia.fapesp.br/18298
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8.1 Material e Métodos

8.1.1 Producéo de fibroblasto fetal canino

Fibroblastos fetais caninos foram derivados de um embrido com aproximadamente
15 dias de idade gestacional (Figura 19) (idade determinada por medidas de crown-rump,
embrido com medida de 0.9 cm). Somente os somitos foram preservados e em seguida
lavados com solucdo salina PBS, foram fragmentados e desagregados por pipetagem e as
células em suspensdo foram cultivadas em meio de cultivo completo IMDM (Gibco)

suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibidticos (Gibco).

Figura19- Embrido canino com aproximadamente 15 dias de idade gestacional, utilizado para o cultivo de
fibroblastos

N

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Embrido canino com aproximadamente 15 dias de idade gestacional, utilizado para o cultivo de
fibroblastos. Foram removidos 6rgdos, cabeca e membros e apenas 0s somitos foram preservados.
Fotografado em lupa de aumento.

8.1.2  Produgéo de fibroblastos embrionarios murinos para monocamada de cultivo

Camundongos Swiss (3 fémeas e 1 macho) foram colocados para acasalar e a copula
foi confirmada em 1 fémea pela presenca de tampao vaginal. A fémea foi separada das demais
e ap6s 13,5 dias foi sacrificada em camara de CO,, com confirmacdo por deslocamento
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cervical. O utero gravidico foi retirado e armazenado imediatamente em solucéo salina PBS
com antibidticos e antifangico. Os uteros foram dissecados e para 0s 13 embrides recuperados
(Figura 20), foram removidos os 6rgdos, cabeca e membros e o restante do tecido foi
macerado e incubado com Colagenase 1V (Sigma-Aldrich 0,040g/mL) por 3h a 38,5°C. Ap0s
a incubacdo o tecido digerido foi lavado e plaqueado em meio de cultivo completo IMDM.
Foram divididos 4 embrides para 1 garrafa de cultivo de 75cm?, ap6s 48h os cultivos foram
congelados para posterior utilizacao.

Para a producdo de monocamada (MEFs) os fibroblastos murinos foram inativados
com mitomicina C, um inibidor da sintese de DNA (Sigma-Aldrich), onde garrafas de cultivo
com aproximadamente 80% de confluéncia foram incubados com mitomicina (10mg/mL) por
3h em incubadora, apés este periodo os cultivos foram tripsinizados, contados e replaqueados

na concentragdo de 1,2 x 10° células em placas de 35mm.

Figura 20 - Coleta de embrides murinos com 13,5 dias de idade gestacional

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Coleta de embrides murinos com 13,5 dias de idade gestacional. Em A, embrifes recuperados do Utero
e lavados com PBS. Em B, embriGes com 6rgéos, cabeca e membros removidos.
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8.1.3  Vetores Virais

Foram utilizados vetores lentivirais policistronicos STEMCCA (SOMMER et al.,
2009) construido como um sistema de maltipla expressao das proteinas OCT4, SOX2, KLF4,
e ¢c-MYC (Figura 21) humanas (hOSKM) ou murinas (mOSKM), para uma transfecgéo
eficiente foram usados plasmideos auxiliares contendo as sequéncias de TAT, REV, Hgpm2 e
0 empacotador VSGV. O plasmideo policistrénico foi provido em stab bacteriano, passando
pelo mesmo procedimento descrito na preparacdo de plasmideos do experimento 1, sendo

preparados por MaxiPrep e quantificados em Nanodrop.

Figura 21 - Esquema representando construcdo do vetor policistrdbnico STEMCCA
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Fonte: Millipore Humano catdlogo SCR544 e Mouse catalogo SCR518

Legenda: Esquema representando construcdo do vetor policistronico. Imagem obtida do catalogo
Millipore referenciando a construcdo STEMCCA humana (hOSKM), sendo que a construcdo para o
vetor mouse (MOSKM) segue a mesma representacao.

8.1.4  Producao das particulas lentivirais

Para a produco viral, 5x10° células 293F T foram plaqueadas no dia anterior, em placas

de 100mm para que no momento da transfeccdo estivessem 90% confluentes, as células
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293FT foram transfectadas com 12ug do vetor hOSKM e/ou mOSKM e 1.2ug de cada
auxiliar e 2.4 pg do auxiliar VSVG, utilizando o reagente lipofectamina 2000 (Life
Technologies). A lipofeccédo foi incubada por 12 horas [overnight] e o sobrenadante (meio de
cultivo) foi recuperado apés 24 e 48h, filtrado e as particulas virais foram mantidas a 4°C e
utilizadas no mesmo dia. Foram produzidas particulas de hOSKM e também mOSKM, para a
transdugdo combinada e em separado, para que pudessemos observar qual a melhor

combinacéo para a reprogramacao das células caninas.

8.1.5  Transducéo celular

O cultivo celular foi previamente plagueado (fibroblastos fetais caninos) na
concentracéo de 1.5 X 10* por poco (placas de 6 pogos) cada poco recebeu 1mL da producéo
viral, estes foram incubados por 12-16 horas (overnight) e o0 meio de cultivo foi trocado. Este
procedimento foi repetido no dia seguinte, totalizando duas infeccdes virais, sendo
considerado DO o primeiro dia da infeccdo. Apds 5 dias, as células transduzidas foram
transferidas para MEFs previamente mitomicinizadas, por um minimo de 14 dias. Durante
este periodo de reprogramacdo celular, as células receberam meio de cultura adequado,
nomeado pelo nosso grupo de trabalho, como meio IPS, que é composto por: DMEM/F12
Knockout (Life Technologies /Gibco) suplementado com 20% de substituto de soro (KSR —
Knochout serum replacement, Life Technologies) 1% L-glutamina (Life Technologies),
1:1000 B-mercaptoetanol (Life Technologies), 1% de aminoacidos ndo essenciais (Life
Technologies) 10ug/mL bFGF (Peprotech) e antibidticos (penicilina/streptomicina — Sigma-
Aldrich) aléem de um deliniamento experimental (Fig. 9) que consiste em testar células
transduzidas com a adicdo de Fator inibidor de Leucemia humano (Human Leukemia
Inhibitory Factor — LIF 1000U/mL, Millipore), ou iGSK3 (inibidor da via de sinalizagdo da
glicogénio sintase quinase 3,3 UM, Stemgent) e iIMEK (inibidor da via de sinalizagcdo da
proteina quinase ativa por mitdgeno quinase/ 1 YUM) ou ainda os dois inibidores (2i)
acrescidos de LIF (Figura 22). Todo o processo de reprogramacdo segue uma sequéncia
temporal de eventos importantes para o estabelecimento de colénias e sua manutencgéo, tais
etapas fazem parte de cada novo processo de reprogramacdo exemplificando que desde a
transducédo (Do) até a obtencdo de linhagens clonais iniciais, foi necessario, ao menos, 30 dias
(Figura 23).
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Figura 22 -  Plano experimental das células transduzidas - experimento 3

5000
OO00-

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Plano experimental das células transduzidas com fator humano (hOSKM), murino (mMOSKM) ou a
combinagdo (hOSKM + mOSKM) cultivadas em placas de 6 pogos com MEFs na presenca de 2i
(inibidores), LIF, 2i + LIF, comparadas as células transduzidas controle (sem suplementagio).

Figura 23 - Esquema temporal do processo de reprogramacgéo
transducao
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Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Esquema temporal do processo de reprogramacdo, e as etapas necessarias para o estabelecimento e
manutenc¢do de uma linhagem iPS. Considerando uma escala de tempo em dias, 0 processo requer ao
menos 1 més para obten¢do de linhagens clonais.

8.1.6  Detecgdo da expressdo enzimatica de fosfatase alcalina

O teste para deteccdo da fosfatase alcalina nas linhagens de IPS canina foi feito com o
kit Leukocyte Alkaline Phosphatase (Sigma-Aldrich) de acordo com instrugdes do fabricante.
Depositos insoliveis de corante vermelho indicam a atividade da fosfatase alcalina, e altos

niveis de expressédo da fosfatase caracterizam células indiferenciadas pluripotentes.
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8.1.7 Formacao de corpos embridides e diferenciacéo in vitro

Placas de cultivo de 35mm foram tratadas com agarose 0,6% autoclavada, apos cerca de
20 min com a camada solidificada, células IPS caninas foram repicadas normalmente e
cultivas sobre a agarose em meio de cultivo sem adi¢do de bFGF por 48 — 72 horas. Ap0s a
formacdo dos corpos embridides, estes foram recuperados e plaqueados sob camada de
gelatina 0,1% para a inducéo da diferenciacdo in vitro. Foram entdo mantidos em cultivo por
um minimo de 6 dias com uso de meio de cultivo adequado a diferenciacdo (IMDM

suplementado com 10% SFB e antibioticos).

8.1.8  Analise da expresséo génica de fatores relacionados a pluripoténcia

As células caninas p0s reprogramacédo in vitro foram submetidas a avaliacdo da
expressao dos genes relacionados a pluripoténcia: OCT4, SOX2 e o controle enddgeno 18S.
Para tal analise, as coldnias foram plaqueadas em Matrigel (10ul/mL), 24/48h antes de serem
tripsinizadas e coletadas. O cultivo foi tripsinizado e lavado com PBS simples filtrado, as
células precipitadas foram congeladas em -80 °C até 0 momento da extracdo. O RNA foi
isolado pelo método Trizol (Trizol Reagente, Life Technologies) em um protocolo adaptado
com acrilamida linear (5mg/mL, Ambion) para melhor visualizacdo do precipitado. Ap6s o
isolamento do RNA, sua quantificacdo foi feita em espectrofotobmetro Nanodrop. A conversédo
do RNA em cDNA foi feita com o kit High Capacity cDNA Transcri¢cdo Reversa (Apllied
Biosystems) com auxilio de primers randémicos para a sintese de cDNA a partir do RNA
isolado. A expressdo do cDNA foi quantificada por PCR tempo real como o equipamento
Step One Real Time (PCR Systems, Life Technologies). As reagdes foram realizadas usando
um ensaio comercial (SYBR®Green PCR Master Mix, Life Technologies). Os primers foram
previamente desenhados (Quadro 2) e foram diluidos para a concentracdo final de 100 nMol
em condicBes padrdo de termociclagem (anelamento 60°C por 40 ciclos). A eficiéncia e
quantificacdo das amostras, em duplicatas, foram avaliadas com o método 2 24¢T (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).
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Quadro 3-  Sequéncias dos primers utilizados para analise da pluripoténcia, de acordo com Bressan - 2013

Gene Sequéncia (5’- 3°)

OCT4_FWD CAGGCCCGAAAGAGAAAGC
OCT4_REV CGGGCACTGCAGGAACA
SOX2_FWD TGCGAGCGCTGCACAT
SOX2_REV TCATGAGCGTCTTGGTTTTCC
18S_FWD CCTGCGGCTTAATTTGACTC
18S_REV CTGTCAATCCTGTCCGTGTC

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

8.1.9  Deteccao da proteina OCT4, SOX2 e NANOG por imunofluorescéncia

O protocolo utilizado foi descrito por Oliveira et al. (2012), onde linhagens clonais de
iPS canina foram plaqueadas em NUNC com MEF, fixadas em paraformaldeido 4 % por 20
min e mantidas overnight a 4°C com uma solucdo de PBS suplementado com BSA 3% e
Triton X-100 0.5%, no dia seguinte, os cultivos foram incubados em solucdo de bloqueio
(PBS com BSA 3% e Tween-20 0,2% ) por 1 hora em temperatura ambiente. Ap6s o
blogqueio, as linhagens foram incubadas com o anticorpo primario especifico para OCT3/4
anti-rabbit, diluido 1:50 (Sigma-Aldrich C279); SOX2 anti-rabbit 1gG, diluido 1:100 (Abcam
ab97959), e NANOG anti-rabbit IgG, duluido 1:100 (Abcam ab80892) overnight a 4°C. Foram
entao lavados trés vezes com PBS e receberam o anticorpo secundario (goat anti- rabbit 1g-G
488 Alexa Fluor, A-11008, Life Technologies) na diluicdo de 1:100 por 2 hs. Foram entdo
lavados com PBS e avaliados em microscopia de fluorescéncia (Zeiss, AXIVISION 4.7.1.
Carl Zeiss).
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8.1.10 Caracterizacdo in vivo - formagdo de teratoma em camundongos
imunosuprimidos Balb c/nude

Para a formacédo de teratoma, as linhagens IPS caninas 4h+m e 12h foram injetadas,
em ambiente esteril, via subcutanea em camundungos fémeas jovens, balb/c NUDE. Foram
injetadas 1.5 x 10° células ressuspendidas em PBS com 30% de matrigel (BD Biosciences).
Os animais foram observados a cada 2 ou 3 dias e mantidos por um periodo de 150 dias. Apos
120 dias foi observada a formacdo macroscopica de uma massa tumoral, no animal que
recebeu a linhagem 4h+m, esta foi observada por mais 4 semanas e entao os nudes foram
eutanasiados em camaras de CO? com confirmacdo por deslocamento cervical (aprovado em
comité de bioética) e a massa tumoral, bem como os orgédos, foram coletados e analisados
histopatologicamente para a comprovagdo ou ndo da presenca dos trés folhetos embrionarios,
sendo que todos os orgdos e tecidos também foram avaliados por patologista quanto a

presenca de quaisquer anomalias celulares.

8.1.11 Separacdo de Metafase cromossomal e FISH

Células iPS foram tratadas com Colcemid (Life Technologies), um desestabilizador de
microtubulos, na concentragdo de 10puL/mL por 1 h e lavado com PBS. As células foram
tripsinizadas e incubadas por 25 min em solucdo hipotdnica (Cloreto de potassio 75mM) e
ressuspendidas com solucdo fixadora (metanol/acido acético 3:1 vol:vol) seguido de repetidas
etapas de centrifugacdo e decantacdo. A separacdo da metafase cromossomal foi feita
gotejando 10 pL de suspensdo de células em laminas previamente resfriadas. As laminas
foram deixadas em temperatura ambiente para secagem, por 10 min e mantidas em -20°C até
0 momento da analise. A andlise FISH foi feita usando sondas citogeneticamente validadas
por sistema de clonagem em bactérias. Os cromossomos foram contados por coloracdo DAPI,
as imagens foram capturadas usando um microscopio fluorescente (Axioplan II, Zeiss)
equipado com filtros apropriados (Chroma) e camera CCD (KAF1410E, Sensys) ambos
SmartCapture software (Digital Scientific). O status do numero de cdpias de cada
cromossomo foi gravada num minimo de 30 células de cada amostra, e as provas para
reorganizacdo estrutural foram avaliadas. A metodologia FISH foi feita a partir de uma
parceria com a Universidade da Carolina do Norte (NCSU), Raleigh, EUA. Que visa 0 estudo

de anomalias cromossomais em células de pluripoténcia induzida.
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8.2 Resultados

A transducdo viral de sucesso ocorreu sem que este fosse previamente ultracentrifugado,
como nos primeiros experimentos, em parceria com o Laboratorio de Biotecnologia do
Instituto Hemocentro de Ribeirdo Preto, é sabido que a manipulacdo excessiva e o transporte
do virus € um procedimento laborioso, que aumenta as varidveis, reduz a eficiéncia de
infeccdo e aumenta as chances de insucesso na reprogramacdo. A tentantiva da transducéo
sem prévia concentracdo viral, foi eficaz, como sera observado nas imagens das células
reprogramadas a partir deste procedimento, essa nova estratégia foi executada com o objetivo

de otimizar a transducdo viral, gerando um protocolo mais seguro.

Todas as coldnias foram repicadas manualmente para a primeira passagem e
enzimaticamente para as demais, com uma adaptacdo do uso de Tryple express em menor
volume, por menos tempo, desta forma, este procedimento ndo foi téxico as col6nias de um
modo geral. Por outro lado, o processo de criopreservacdo com DMSO aparentemente era
extremamente téxico as colbnias, que levavam cerca de 15 dias para retornarem a sua

morfologia tipica em cultivo sob MEF.

Diferentes protocolos foram testados como o0 objetivo de otimizacdo da reprogramacao,
delineando diversas vertentes a serem avaliadas, tais como, 0 vetor Stemmcca humano,
murino e a combinacao de ambos; a adigédo de inibidores (2i), LiF e bFGF em separado ou em
conjunto, bem como a concentracgdo inicial de fibroblastos fetais caninos. O resultado de cada

protocolo esta detalhado na tabela 1.
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Tabelal-  Delineamento dos 6 protocolos de transducdo, com uso ou ndo de suplementagdo, combinando ou
ndo os vetores humano e murino, reprogramando fibroblastos fetais caninos em duas
concentragdes iniciais. De todos os protocolos foram obtidas 66 linhagens clonais, das quais 18
(dos protocolos 4, 5 e 6 h+m e h) se mantiveram por no maximo 10 passagens e 10 se mantiveram
por 15 ou mais passagens, sendo 7 h+mOSKM e 3 hOSKM em eficiéncia maxima de
reprogramacao de 0,001%

1 2 3 4 5 6
hOSKM + + + + + +
mMOSKM - - - + +
LIF + + - - -
bFGF + + + + + +
2i + - - - -
Concentracéo celular 2X104 2X104 1,5x10*  1,5x10* 1,5x10*  1,5x10*
N° de col6nias 3 7 12 10 20 14
Taxa de eficiéncia (%) 0,00015%  0,00035%  0,0008% 0,00066% 0,001% 0,0009%
Colbnias estaveis - - - 3(4,5,6) 4(7,8,9 3(10,11,12)

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Nos primeiros dias pos transducdo (D4 e D7) ndo foi possivel observar diferencas entre
a infeccdo murina ou humana e ainda tratada ou ndo com LIF (Figura 24 A-l). As células em
processo de reprogramacao, apresentaram caracteristicas de células reprogramadas e col6nias
iniciais 11 dias apds a transducdo (Figura 25 A-F), e apesar de ser observado a formacéao de
colbnias em todas as transducgdes, a melhor condicao de cultivo foi com hOSKM + mOSKM,
sem adicdo de inibidores, considerando sua manutencdo a longo prazo, ressaltando que as
células que receberam LIF + inibidores ndo apresentaram formacdes que se assemelhassem a
colbnias IPSC e ainda, as que receberam apenas LIF apresentaram colonias, em menor
namero, sem diferencas morfoldgicas ou de desenvolvimento, porém eram aparentemente
mais frageis, sugerindo uma reprogramacdo incompleta e ndo se mantiveram apds algumas
passagens. As linhagens avaliadas eram h+mOSKM ou hOSKM, sendo as h+m mais estaveis
a todos os procedimentos, bem como de morfologia mais adequada. Para a afirmacdo de uma
dupla infeccéo faz-se necessario a confirmagéo da integracdo de ambos os fatores ao nucleo

por PCR tempo real.
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Figura 24 -  Fibroblastos caninos em processo de reprogramacdo com o vetor policistrénico humano, murino e
a combinacéo de ambos

h+mOSKM

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Fibroblastos caninos em processo de reprogramagdo com o vetor policistrénico humano (A, D,
G), murino (B, E, H) e a combinacdo de ambos (C, F, 1) em D4 (A, B, C), D7 (D, E, F) e D7
acrescido de LIF (G, H, I).

Figura 25 -  Fibroblastos caninos em processo de reprogramagdo com o vetor policistrénico humano, murino e
a combinacéo de ambos em D11

hOSKM mOSKM h+mOSKM

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Fibroblastos caninos em processo de reprogramagdo com o vetor policistronico humano (A, D),
murino (B, E) e a combinacéo de ambos (C, F) sob diferentes condi¢des de cultivo. Controle  (A-C)
ou acrescido de LIF (D — F), 11 dias pos transduc&o.
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Pudemos observar ainda diferencas dependentes do substrato de cultivo, as iPSCs caninas
sO se estabeleceram e mantiveram uma morfologia adequada, quando mantidas em MEF
(Figura 26 B-D). Tais linhagens, quando mantidas em matriz extracelular (Matrigel hES-
qualified, BD Biociences), tinham sua morfologia tipica alterada (Figura 26 A-C), tal
substrato j& otimizado para o cultivo de iPSC humana (YAMANAKA et al., 2007) e bovina
(BRESSAN, 2013) ndo se mostrou eficaz para as iPSC caninas, apesar de seu uso para tal
espécie ja ter sido relatado (LUO et al., 2011), outros grupos que trabalham em parceria com
nosso grupo também observaram a mesma dificuldade em manter o cultivo de iPSC canina
em matrigel (comunicacéo pessoal)®. Tais diferencas devem ser ponderadas, pois é sabido que
alteracdes morfoldgicas podem ser o reflexo de uma expressdo génica alterada; uma vez que
tal expressdo encontra-se prejudicada em células com formacdo atipica, isso deve ser

considerado em anélises de quantificagdo da expressao génica.

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Diferencas morfoldgicas observadas no cultivo de iPSC canina em diferentes substratos. A e B)
linhagem 4 em matrigel e MEF. C e D) linhagem 6 em matrigel e MEF. Observar que nas imagens
de cultivo em MEF (B e D) as colbnias tém borda definida e morfologia tipica de células
pluripotentes reprogramadas, o que néo se reproduz no cultivo em matrigel (A e C).

! Informag&o fornecida pelo Dr. Sehwon Koh, da Universidade da Carolina do Norte (NCSU), em discussdo
cientifica informal por email.
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As colbnias mostraram morfologia tipica com aproximandamente 15 a 20 dias p6s
transducdo e passaram a ser repicadas manualmente, tal procedimento foi realizado através da
manipulacdo de agulhas 30G acopladas a seringas de 1mL estéreis, na qual as MEFS foram
recortadas do contorno das colonias, e estas por sua vez, foram recortadas em pedagos
menores (Figura 27), os pedacos menores foram transportados para uma nova placa com
MEFs com auxilio de uma micropipeta de 10ul, e em seguida os pedacos foram

delicadamente fixados a MEF com uma lamina de bisturi.

Figura 27 -  Imagem sob estereomicroscopio mostrando o procedimento para repique manual

Fonte: (BRESSAN, F., 2013).

Legenda: Imagem sob estereomicroscopio mostrando o procedimento para repique manual.

De todos os protocolos foram obtidas 66 linhagens clonais, das quais 18 (dos protocolos
4,5 e 6 h+m e h) se mantiveram por no maximo 10 passagens e 10 se mantiveram por 15 ou
mais passagens e foram utilizadas para todos os testes de caracterizacgéo in vitro, sendo 7 h+m
e 3h. Destas, quatro linhagens estdo representadas (Figura 28 A-H) com alta expressdo de
fosfatase alcalina indicando se tratar de uma célula indiferenciada com potencial de
autorrenovacao. A fosfatase alcalina é uma enzima hidrolase presente em altos niveis na
membrana de células pluripotentes indiferenciadas, sendo portanto, um teste in vitro para

comprovacao da pluripoténcia de tais linhagens IPSCs.



78

Figura 28 -  Linhagens clonais expressando fosfatase alcalina

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Linhagens clonais expressando fosfatase alcalina. A e B) col6nia 4 - 5 pasagem, aumento 5x e 40x. C
e D) colbnia 5 - 42 passagem, aumento 10x e 40x. E e F) coldnia 6 - 4% passagem, aumento 5x e 20x. G
e H) colbnia 11 - 82 passagem, aumento 5x e 20x.

As IPSC caninas cultivadas foram repicadas manualmente na primeira e segunda
passagem e a partir deste estagio, o repique foi mantido com uma adaptacdo do método
enzimatico com Tryple Express (Gibco) uma vez que a maioria dos protocolos indica o uso de
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ImL por pogo e incubacdo por cerca de 3 mim para que todas as colonias se desprendam da
placa, este procedimento foi visivelmente (alteracbes morfologicas) prejudicial ao
desenvolvimento das colbnias, a partir de tal circunstancia, estabelecemos uma adaptacéo,
onde apenas 500ul de Tryple eram adicionados por placa de 35mm, sem incubacédo e
imediatamente a mesma quantidade de meio de cultivo era adicionado, lavando a placa
delicadamente até que as col6nias se soltassem. As células apresentaram uma recuperacao
completa apos este procedimento (morfologia adequada), que foi padronizado e mantido para

todas as passagens e linhagens clonais selecionadas (Figura 29 A-C).

Figura29 - Morfologia das colénias apds repique enziméatico adaptado com Tryple Express

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Morfologia das coldnias apds repique enzimatico adaptado com Tryple Express. A, B e C) col6nia 4
apos 4 passagens com Tryple. 10x, 5x e 40x, respectivamente.

A formacdo de corpos embridides mostrou-se eficiente em todas as linhagens
avaliadas, sendo em sua maioria, com morfologia adequada e borda definida (Figura 30 A-H).
Os corpos embridides sdo estruturas esféricas, agregados tri-dimensionais, formadas in vitro a
partir de células pluripotentes, abrigando em tal estrutura o desenvolvimento de diversos tipos
celulares e tecidos. A formacdo desta estrutura caracteriza o potencial de diferenciacdo das

células de pluripoténcia induzida.
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8 horas de cultivo

Figura30- Formacéo de corpos embrioides cultivados em agarose, fotografados apos 4
TR S

i Kegg

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Formacéo de corpos embridides cultivados em agarose, fotografados apos 48 horas de cultivo. A e B)
linhagem 4- 162 passagem. C e D) linhagem 5 - 112 passagem. E e F) linhagem 6 - 112 passagem. G e H)
linhagem 11 - 92 passagem. 20x.

A anélise de diferenciagdo in vitro esponténea, foi feita apos a formacdo de corpos
embridides, sem auxilio de kits especificos de diferenciacdo, onde foi possivel observar

células com morfologia fibroblastoide (Figura 31).
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Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).
Legenda: Diferenciacdo in vitro ap6s 5 dias de cultivo em gelatina. Foi possivel observar por toda a placa a
mudanca de morfologia com caracteristicas fibroblastoides. Linhagem 4h+m — 16? passagem, 40x.

As linhagens foram avaliadas quanto a expressdao dos fatores de pluripoténcia
enddgenos, comprovando uma reprogramacao completa onde o maquinario da célula assume
o controle da pluripoténcia. Pudemos observar alta expressdo de OCT4 e SOX2, sendo que
estes foram normalizados com a expressdo de fibroblastos embrionarios ndo reprogramados.
As colonias 4, 5 e 6 foram cultivas em matrigel, para evitar a contaminagcdo com MEF (que
expressa OCT4 e pode ser detectado, camuflando os resultados), desta forma, apurando nossas
analises e demonstrando alta expressao de ambos os fatores nas linhagens avaliadas, a média
das coldnias avaliadas foi gerada a partir de triplicatas bioldgicas, para obtencdo de desvio
padrdo, que se mostrou alto para tais andlises, evidenciando a diferenca entre as linhagens
reprogramadas, demonstrando que cada linhagem clonal é Unica no processo de

reprogramacao e pode apresentar varia¢oes de padrdo (Figuras 32 e 33).
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Figura 32 - Gréfico representando a expressao de SOX2 nas linhagens IPS canina, comparadas a fibroblastos
fetais ndo reprogramados, em unidades arbitrarias
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Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Grafico representando a expressdo de SOX2 nas linhagens IPS canina, comparadas a fibroblastos
fetais ndo reprogramados, em unidades arbitrarias. Amostras mescladas como triplicatas bioldgicas
para obtencdo de média e desvio padrao.

Figura 33 -  Gréfico representando a expressao de OCT4 nas linhagens IPS canina, comparadas a fibroblastos
fetais ndo reprogramados, em unidades arbitrarias
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Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Gréfico representando a expressdo de OCT4 nas linhagens IPS canina, comparadas a fibroblastos
fetais ndo reprogramados, em unidades arbitrarias. Amostras mescladas como triplicatas bioldgicas
para obtencdo de média e desvio padrao.
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Assim como comprovado através da expressdo génica, foi observada a expressao das
proteinas com os anticorpos para OCT4, SOX2 e NANOG (Figura 34).

Figura 34 - Deteccdo da proteina OCT4, SOX2 e NANOG em linhagens clonais positivas, sob microscopia

CTRL

Optica e de fluorescéncia

NANOG NANOG Merged
DAPI

Fonte: (GONGCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Deteccdo da proteina OCT4, SOX2 e NANOG em linhagens clonais positivas, sob microscopia 6ptica
e de fluorescéncia. Imagens merged (sobrepostas) da fluorescéncia positiva com a coloragdo nuclear
por DAPI.

O cariétipo canino ¢é considerado o mais dificil de se trabalhar, com 78 cromossomos,
dos quais 76 sdo autossomos, de morfologia acrocéntrica com uma alteracdo de tamanho
muito pequena. A padronizagdo do caridtipo canino para 0s cromossomos de 1-21 pode ser
lida por técnicas convencionais de coloragdo, os demais 17 pares sdo muito dificeis de serem
identificados. Com o objetivo de facilitar esse processo, o grupo do Dr. Breen em 1999
desenvolveram sondas fluorescentes por DOP-PCR a partir de cromossomos de céo
selecionados por sorted. Cada sonda foi usado por hibridizacao fluorescente para identificar o
cromossomo correspondente, um a um identificando os 78 cromossomos, padronizando a

identificacdo dos 17 pares ndo visualizados por técnicas convencionais (BREEN et al., 1999).
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O grupo do Dr. Breen pioneiro nesse delineamento experimental, tem publicado diversos
trabalhos aumentando a acurécia do entendimento para 0 genoma canino com tais sondas. Os
experimentos desenvolvidos com sondas FISH para identificar possiveis anomalias
cromossomais nas iPS caninas, foi desenvolvido na Universidade da Carolina do Norte em
parceria com Dr. Breen e o Dr. Piedrahita.

Os cromossomos da linhagem 4h+m em 152 passagem foram contados pela técnica de
coloracdo DAPI que oferece a possibilidade de melhor compreensdo da estrutura do
cromossomo, estes foram lidos em fluorescéncia adequada, apresentando 78 cromossomos,
comprovando sua origem canina (Figura 35 A) a coloragdo DAPI invertida foi feita para
comprovar que ndo existem cromossomos duplicados (Figura 35 B). Os cromossomos foram
entdo hibridizados com sondas centroméricas (Figura 36 C), ndo sendo detectado qualquer

tipo de anomalia nesta leitura inicial.

Figura 35- Dados de contagem cromossomal de iPS canina com coloragdo DAPI e avaliacdo por hibridizacéo
in situ (FISH)

A B » ¥

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Dados de contagem cromossomal de iPS canina com coloracdo DAPI capturada em microscépio de
fluorescéncia e avaliagdo por hibridizagdo in situ (FISH) com sondas centroméricas.

Para a comprovacao da pluripoténcia in vivo as linhagens 4 h+mOSKM e 12 hOSKM
foram administradas de forma subcutanea em camundongos imunossuprimidos (Figura 36 A),
O animal que foi inoculado com a linhagem 4 h+m apresentou formacdo tumoral ap6s 120
dias da inoculacdo, e entdo foi observado por 4 semanas, para acompanhamento do
desenvolvimento da massa teratogénica (36 B-D) antes da eutandsia e avaliagdo
histopatolégica. O animal que recebeu a linhagem 12h ndo apresentou formacéo
macroscopica, porém foi eutanasiado para avaliacdo histopatologica, sendo que nenhuma

alteracdo celular ou tecidual foi encontrada.
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Figura 36 - Injecdo subcutanea de linhagem clonal 4 h+m ciPS em Balb/c nude
<z

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Injecdo subcutanea de linhagem clonal 4h+m ciPS em Balb/c nude (A), formagdo de massa
teratogénica apés 120 dias mantida por 1 semana (B), 2 semanas (C), 3 semanas (D), antes da
eutanasia para avaliacdo histopatologica.

Os animais foram eutanasiados em camara de CO?, confirmado por deslocamento
cervical, de acordo com protocolo aprovado e estabelecido no comité de bioética da
FMVZ/USP e FZEA/USP, em seguida, foram avaliados por médico veterinario quanto a
possiveis alteragdes macroscopicas nos demais 6rgdos. Todos os 6rgdos foram mensurados e
se apresentaram com arquitetura preservada. O animal que desenvolve a massa teratogénica
ndo apresentou quaisquer outras alteracbes macro e microscépicas (Figuras 37 e 38) assim
como o animal que ndo apresentou a formacdo tumoral mostrou tecidos e 6rgdos com
caracteristicas normais (Figuras 39 e 40). Apds processamento histolégico, os cortes de
ambos os animais foram avaliados por meédico veterindrio patologista e ndo apresentaram
anomalias celulares, com arquitetura preservada, bem como parénquima e tecidos glandulares

sem alteraces. (Figuras 37, 38, 39, 40).
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Figura 37 - Avaliagdo macroscépica e microscopica dos 6rgdos para o Nude com formagéo tumoral
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Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Avaliagdo macroscopica dos 6rgdos para o Nude com formacdo tumoral: rins (A), figado (B),
testiculos (C), estdbmago (D) e cérebro (E), todos com mensuragdo e anatomia normais.
Fotomicrografias dos 6rgdos avaliando os constituintes celulares que se apresentaram com arquitetura
preservada, distribuicdo histolégica sem alteracGes, bem como parénquima e regiGes glandulares
preservadas. Objetiva de 10x (A’, B’, C’, D’, E’) e objetiva de 20x (A”, B”, C”, D”, E”).

Figura 38 - Avaliacdo macroscépica e mlcroscoplca dos orgaos para o Nude com formagao tumoral
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Fonte: (GON(;ALVES N. N., 2015).

Legenda: Avaliacdo macroscopica dos drgdos para o Nude com formagdo tumoral macroscépica: Coracéo e
pulmdo (A), intestino grosso (B), intestino delgado (C), baco (D), péncreas (E), todos com
mensuracdo e anatomia normais. Fotomicrografias dos drgdos avaliando os constituintes celulares que
se apresentaram com arquitetura preservada, distribuicdo histolégica sem alteragdes, bem como
parénquima e regides glandulares preservadas. Objetiva de 10x (A’, B’, C’, D’, E’) e objetiva de 20x

(A”, B”, C”, D”, E”).
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Figura 39 - Avaliagdo macroscdpica e microscopica dos orgaos para o Nude sem formagao tumoral
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Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Avaliagdo macroscépica dos 6rgdos para o Nude sem formagéo tumoral macroscépica: Cérebro (A),
testiculos (B), rim (C), coragdo e pulmdo (D) e figado (E), todos com mensuracao e anatomia normais.
Fotomicrografias dos érgaos avaliando os constituintes celulares que se apresentaram com arquitetura
preservada, distribui¢do histologica sem alteragbes, bem como parénquima e regides glandulares
preservadas. Objetiva de 10x (A’, B’, C’, D’, E’) e objetiva de 20x (A”, B”, C”, D, E”).

Figura 40 - Awvaliagdo macroscopica e microscopica dos 6rgéos para o Nude sem formag&o tumoral
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Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).

Legenda: Avaliagdo macroscopica dos 6rgaos para 0 Nude sem formacao tumoral macroscépica: Estdbmago (A),
intestino delgado (B), bago (C) e péancreas (D), todos com mensuracdo e anatomia normais.
Fotomicrografias dos érgdos avaliando os constituintes celulares que se apresentaram com arquitetura
preservada, distribuicdo histologica sem alteragdes, bem como parénquima e regifes glandulares
preservadas. Objetiva de 10x (A’, B’, C’, D’, E’) e objetiva de 20x (A”, B”, C”, D”).
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A massa tumoral, mantida por 4 semanas, estava localizada em regido cervical com
aproximadamente 1 cm, era circunscrita, firme, de contornos irregulares, ndo aderida, ndo
serada ou revestida de pele integra além de muito vascularizada. O tumor era heterogéneo,
com intensa anisocitose, presenca de trabéculas de tecido muscular, células eusinofilicas, bem
como caracteristicas de tecido mieldide distribuidas pelo parénquima, células de citoplasma
amplo e claro, caracteristico de tecido adiposo, além de células multinucleadas e presenca de
diversos nucléolos, indicando intensa proliferacdo celular além de altamente vascularizado
(Figura4l A, B, C).

Figura 41 -Avaliacdo microscépica da massa teratogénica localizada em regido cervical

Fonte: (GONCALVES, N. N., 2015).
Legenda: Fotomicrografia da massa tumoral evidenciando trabéculas de tecido muscular difuso (TM) (A e C),
(B) com vascularizagdo intensa (vasos) e células com caracteristicas de tecido adiposo (TA) e ainda

(C”) células multinucleadas (cM). Objetiva 20x.
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8.3 Discussao

Desde a primeira geracao de iPs, feita por Yamanaka et al. (2006) com a introducéo dos
fatores génicos por vetor retroviral, muitas variaveis deste processo vem surgindo, o objetivo
de todas estas tentativas € estabelecer um protocolo cada vez mais reprodutivel, com altas
taxas de eficiéncia e sem integracdo viral, situacdo ideal para seu uso em testes clinicos e
terapia celular. Até o momento, muitas vertentes foram publicadas com tais objetivos,
produzindo linhagens cada vez mais aplicaveis a testes clinicos e terapéuticos.

Diversos vetores ndo integrados vém ganhando espagco no processo de reprogramacao,
como o vetor epissomal, onde porcdes do Epstein-Barr herpes virus humano é usado para
criar um vetor capaz de transfectar sem empacotamento viral, resultando no oriP/EBNAL
(Epstein-Barr antigeno nuclear 1), que também pode ser removido por selecdo de drogas
especificas. Este vetor passa por replicacdo extracromossomal estavel, apenas uma vez por
ciclo celular, sem se integrar ao genoma da célula. No entanto, a taxa de eficiéncia de geragéo
de iPS com vetores epissomais € muito baixa (YU et al., 2009). Okita et al. (2011)
aumentaram a taxa de eficiéncia com a supressdo de p53, pois é sabido que a proteina P53,
supressora de tumores, repara danos celulares, e desempenha um papel critico na limitacdo do
desenvolvimento e progressdo celular maligna. Quaase todos os canceres estdo associados
com defeitos nesta via ou mutacdo (ALAM et al., 2015) Com sua supressdo, as células
alteradas conseguem se proliferar com mais facilidade, associado a I-MYC/c-MYC,
proliferador celular, resultando no aumento de eficiéncia da geracéo de iPS.

Nossos resultados com vetor epissomal s6 foram positivos quando acrescidos do fator c-
MYC, semelhante aos experimentos de Okita et al. (2011), porém a taxa de eficiéncia ainda
foi muito baixa, apesar de tais achados abrirem caminho para a producdo de cIPSCs mais
seguras e sem a integracdo viral. E sabido que a integracdo viral ainda é uma barreira para as
aplicagdes clinicas, muitos artigos tem reportado a ocorréncia de aneuploidias, variagdes no
numero de copias, ou mutacdes pontuais em células iPS. As metodologias de ndo integracéo
vém sendo desenvolvidas para minimizar o impacto do processo de reprogramagdo no
genoma (STEICHEN et al., 2015). Aliado ao c-MYC, identificado trés décadas atras, capaz de
acelerar o processo de replicacdo celular, apesar de sua colocagdo importante no
desenvolvimento tumoral (DANG, 2010; WASYLISHEN; PENN, 2010). Numerosos fatores

de transcricdo regulatérios interagem com c-MYC e este gene esta associado com ativacéo e
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diferenciacdo celular, metabolismo, apoptose e interagdo com a regulacdo de outros genes.
Tipicamente, este gene vem sendo muito estudado quanto a sua relagdo com neoplasias,
linfomas, mielomas, entre outros (NIE et al., 2012). Esta forte relacdo com a proliferacdo
celular pode explicar o sucesso da reprogramacéo epissomal quando associada a tal gene.

Schlaeger et al. (2015) descreveram um estudo comparativo entre 0s métodos nao
integrativos de reprogramacdo, definindo em porcentagem a taxa de sucesso quanto ao
surgimento de colonias hiPSC para o metodo epissomal (93%), Sendai-virus (FUSAKI et al.,
2009) (94%) comparados ao método integrado por lentivirus (100%), em contraste com o
método por mMRNA (WARREN et al., 2010) com baixa eficiéncia (27%), mostrando que €
possivel obter altas taxas de sucesso com a reprogramacdo epissomal, apesar do processo
lentiviral ainda ser mais eficaz.

A avaliacdo da expressdo dos genes OCT4 e SOX2, essenciais para a reprogramacao,
associados a proteinas repOrteres, nos permite avaliar o comportamento bem como a
influéncia de cada fator no processo de reprogramacéo. A separacdo por sorting, apenas das
células que se integraram ao gene, aumenta em teoria a eficiéncia de reprogramacéo,
permitindo uma avalicdo bioldgica dos mecanismos de integragdo rastreados por uma proteina
reporter. Rizzino (2013) descreveu em sua revisdo a importancia destes dois fatores de
transcricdo e o quanto estdo conectados, discutindo seu papel essencial na embriogénese e que
ambos trabalham na manutencdo da pluripoténcia ativando outros genes, sabendo-se que uma
pequena alteracdo nos niveis de ambos é suficiente para induzir a diferenciacdo. Papapetrou et
al. (2009) observou que o aumento dos niveis de OCT4 é capaz de manter os niveis de SOX2,
KLF4 e c-MYC constantes, e a diminuicdo dos niveis de OCT4 diminui drasticamente a
frequencia de reprogramacdo. Outro trabalho constatou que a diminui¢do dos indices de SOX2
aumentam a frequéncia de células iPS parcialmente reprogramadas (YAMAGUCHI et al.,
2011). De forma geral, estes estudos deixam claro que as taxas de OCT4 e SOX2 precisam ser
cuidadosamente controlados para otimizacdo da producéo de células iPS.

Inicialmente, com o trabalho de Yamanaka et al. (2006) as iPS foram geradas por
vetores retrovirais derivados de MLV e HIV-1, porém tais vetores ja foram diretamente
associados com ativacgdo de pro-oncogenes, mais do que os derivados de HIV-1 (MONTINI et
al.,, 2006). Com o objetivo de otimizar o processo, surgiram 0s vetores de expressdo
simultanea de multiplos genes, que se tornaram possiveis com a insercdo de sequéncias
intercalantes, como o peptideo 2A ou iRES (sitio interno de ligacdo ao ribossomo) entre
quadros de leitura (ORF), assim, diversos vetores policistronicos foram desenvolvidos a partir

destas combinacdes, acreditando-se que com a expressao multipla dos fatores em um Unico
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vetor, a taxa de reprogramacéo poderia ser significativamente melhorada, e o procedimento
menos laborioso e mais seguro (CHANG et al., 2009; SOMMER et al., 2009). A principio,
reprogramac0es geradas por tais vetores produzem células mais proximas do perfil de células-
tronco embrionarias verdadeiras (CHIN et al., 2010). Tais vetores, utilizados na
reprogramacdo lentiviral, gerou um alto nimero de coldnias na maioria dos protocolos
desenvolvidos neste experimento.

O primeiro trabalho com iPs canina, data de 2010 (SHIMADA et el., 2010) onde
linhagens foram estabelecidas com o protocolo Yamanaka de infeccdo retroviral OSKM
dependentes de LIF e bFGF e suplementadas com 2i, porém tais linhagens ndo foram
caracterizadas de forma completa até a formacdo de massa teratogénica. O segundo estudo
para a especie canina foi publicado 2 anos depois, onde Luo et al. (2011) usaram OSKM
associado a um gene repérter, e geraram linhagens iPs LIF e bFGF dependentes.

Ja em 2012, Withworth et al, fez uso dos vetores lentivirais, mas ndo usou a formacao
policistrénica, gerando células iPs com os fatores OSKM somado a LIN28 e NANOG
suplementando tais células com LIF, comprovando que as coldnias mantidas com a
combinacdo de LIF e bFGF ou apenas bFGF se diferenciavam de forma espontanea, e as
colonias mantidas apenas com LIF se mantiveram indiferenciadas por pelo menos 40
passagens numa eficiéncia de reprogramacao de 0,0007%.

Em 2013 Koh e colaboradores geraram células iPs de cdo a partir do sistema retroviral,
dependentes de LIF e ou LIF e bFGF e ainda avaliaram alteracfes cromossomais em tais
linhagens identificando anomalias nos cromossomos 4, 8, 13 e 16. Nishimura et al. (2013)
obtiveram colonias de iPS canina dependentes de LIF e bFGF por infeccdo lentiviral e
posteriormente diferenciadas com sucesso em plaquetas, evidenciando 0 avango nas pesquisas
de iPS em animais domeésticos.

Comparados aos dados ja publicados, as iPSCs caninas aqui descritas foram obtidas
com o vetor policistronico STEMCCA desenvolvido por Sommer et al. (2009) e mantidas
dependentes apenas de bFGF, além de resistentes ao repique enzimatico com Tryple Express
se mantendo estaveis por pelo menos 20 passagens, e positivas paara todos o0s testes in vitro e
in vivo de caracterizacdo, apresentando ainda cromossomos com estrutura adequada e sem
indicios de anomalias, baseado na hibridizacdo por FISH. Porém, algumas de nossas
linhagens foram estabelecidas com a infeccdo dupla, ou seja, hOSKM + mOSKM, para a
confirmacéo de qual fator efetivamente reprogramou as células ou se ambos se integraram ao
genoma, faz-se necessario um experimento de PCR tempo real com primers especificos para

cada vetor, provando como ocorreu o processo de integragdo. Nenhum dos trabalhos descritos
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até 0 momento para a espécie em questdo trabalharam com a combinacdo de vetores,
reforcando a necessidade de se comprovar tal processo inovador, uma vez que as linhagens
mais estaveis foram obtidas de tal procedimento.

Diversos trabalhos tem sido desenvolvidos com a hibridizacdo in situ, para a
avaliagdes de anomalias sexuais (CASSATELLA et al., 2013; DIANOVSKY et al., 2013),
principalmente para o diagnéstico de tumores (POORMAN et al., 2015; SHAPIRO et al.,
2015). Desde os primeiros estudos com iPSC até 0 momento, muito tem sido discutido quanto
aos efeitos genéticos e epigeneéticos de tal reprogramacdo induzida. A técnica FISH vem
sendo utilizada para esclarecimentos de anomalias. Terai et al. (2013) investigaram o tamanho
do telémero cromossomal de células iPSC humanas por FISH, mostrando seu encurtamento
conforme o aumento do ndmero de passagens e ainda anomalias como a trissomia do
cromossomo X; esta relacdo de encurtamento versus numero de passagens foi comprovado
também por Ji et al (2013) em células iPSC suinas com o uso de sondas hibridizadas. Em
camundongos foram avaliadas 127 linhagens de iPSC com alta incidéncia de trissomia nos
cromossomos 8 e 11 (BEN-DAVID; BENVENISTY, 2012).

Para as iPSCs geradas a partir de animais domésticos tal investigacdo ainda é escassa.
Koh et al. (2013) avaliaram a instabilidade cromossomal em células iPSCs canina,
identificando regifes comuns de anomalias em células iPSC de cées, camundongos e
humanos, especificamente nos cromossomos 8 e 13 e ainda regifes especificas (4 e 16).
Nossos resultados avaliando anomalias cromossomais por hibridizacdo FISH, séo
preliminares para conclusbes, porém ndo foi detectada nenhuma anomalia estrutural nas
avaliacdes iniciais, vale ressaltar que as células iPS s&o Unicas e 0 micro ambiente no qual sdo
mantidas, in vitro ou in vivo, pode ter efeito significativo quanto as mudancas cromossomais
observadas (KOH et al., 2013), assim, podemos sugerir que a auséncia de anomalias indica
uma inducdo da pluripoténcia mais segura.

Schlaeger et al. (2015) também descrevem de forma comparativa o cari6tipo de
linhagens hIPSC geradas por diferentes metodologias, mostrando que aquelas geradas por
sistema retroviral tinham altas taxas de aneoploidia (13,5%), as geradas com mMRNA
apresentaram os menores indices (2,3%) seguidas pelo sistema lentiviral (4,5%) e Sendai-
virus (4,6%) de reprogramacao, embasando nossos resultados cromossomais sem alteracdes, a
partir de células ciPSC geradas com sistema lentiviral.

A formac&o de tumores na produgdo de iPSCs é caracterizada como um teste essencial
para a comprovacdo da pluripoténcia, o primeiro artigo caracterizando iPS a partir de

fibroblastos caninos (SHIMADA et al., 2010) néo relata a formagdo de tumores, a partir de
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entdo, Luo et al. em 2011 também n&o tiveram sucesso na formagdo tumoral de células iPS
caninas, sugerindo que a injecdo de tais células em camundongos imunossuprimidos talvez
ndo fosse a forma mais adequada para a formacdo tumoral. Whitworth et al. (2012) injetaram
8 linhagens em nudes, e obtiveram apenas 2 formacgfes tumorais que eram basicamente
formadas por células germinativas-like (PGCs). Em cées o Unico artigo que relata formagdes
tumorais verdadeiras e provenientes dos 3 folhetos, foi Koh et al. em 2013, onde a formagé&o
tumoral era detectada apds um periodo médio de 60 dias. Neste estudo, a formacdo tumoral so
foi evidente macroscopicamente 120 dias p6s inoculacdo e mantida para desenvolvimento por
4 semanas. A avaliacdo histologica sugere um grande nimero de células indiferenciadas,
porém em sua predominéncia de origem mesodérmica, sugerindo que a manutencdo desta
massa por 4 semanas pode ndo ter sido tempo suficiente para que todas as células se
diferenciassem em células dos trés folhetos embrionarios.

Vaskova et al. (2013) revisaram 0 comportamento epigenético das células iPSCs
quanto a sua “memoria” somatica, ¢ demonstraram algumas caracteristicas adquiridas durante
a reprogramacdo ou ainda assinaturas no epigenoma e transcriptoma remanescentes do tecido
doador. Essa assinatura residual no tecido somdtico ¢ chamado de “memoria epigenética” e
este fendbmeno pode influenciar o comportamento de células reprogramadas, bem como as
possibilidades de sua aplicagdo, uma vez que a célula somatica reprogramada, quando em
processo de diferenciacdo, tende a retornar a suas origens devido a essa memaria celular, se
diferenciando com mais facilidade em seus precursores originais. 1sso poderia explicar a
prevaléncia de células mesodermais no tumor gerado, onde as col6nias iPSCs canina, geradas
a partir de fibroblastos, podem ter se diferenciado considerando sua memoria epigenética,

retornando a sua origem mesodermal.
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9 CONCLUSAO

v Neste estudo foi proposto o estabelecimento da linhagem iPSC canina a partir de
fibroblastos fetais, bem como a compreensdo de outros protocolos e fatores envolvidos na
reprogramacao, com o objetivo de aumentar a eficécia deste processo ou ainda conhecer o0s
fatores envolvidos no mesmo.

v A reprogramacao por vetor epissomal foi possivel, quando associada ao fator c-MYC,
que aumenta a proliferacdo celular, mostrando um caminho alternativo na obtencdo de tais
linhagens, sem a integracdo viral, mas que ainda precisa ser melhor estabelecido.

v Descrevemos linhagens de fibroblastos fetais caninos expressando diferentes fatores
de transcricdo humanos relacionados a pluripoténcia. As células caninas se mostraram
sensiveis & integracdo e expressdo do OCT4 e SOX2 humano em uma eficiéncia elevada,
raramente observado em outras espécies.

v As células iPS canina foram resistentes ao repique enzimatico e geradas
independentes de LIF, positivas para todos os testes de caracterizacdo in vitro, bem como o
teste in vivo, formando tumores predominantemente mesodérmicos. As linhagens foram
avaliadas quanto a sua integridade cromossomal por hibridizacdo FISH e apesar de
preliminares, tais resultados ndo mostraram anomalias, fato este essencial para um processo

de reprogramacdo eficaz e mais seguro.



95

REFERENCIAS

AKSOY, |.; JAUCH, R.; ERAS, V.; BIN, A. C.; CHEN, J.; DIVAKAR, U.; NG, C. K,;
KOLATKAR, P. R.; STANTON, L. W. Sox transcription factors require selective
interactions with OCT4 and specific transactivation functions to mediate reprogramming.
Stem Cells, v. 31, n. 12, p. 2632-46, 2013.

ALAM, M. J.; KUMAR, S.; SINGH, V.; SINGH, RK. Bifurcation in Cell Cycle Dynamics
Regulated by p53. PL0S One, v. 10, n. 6, p. €0129620, 2015.

AMIT, M.; ELDOR, J. 1. Derivation and spontaneous differentiation of human embryonic
stem cells. Journal of Anatomy, v. 200, p. 225-232, 2002.

ANOKYE-DANSO, F.; TRIVEDI, C. M.; JUHR, D.; GUPTA, M.; CUI, Z.; TIAN, Y.;
ZHANG, Y.; YANG, W.; GRUBER, P. J.; EPSTEIN, J. A.; MORRISEY, E. E. Highly
efficient miRNA-mediated reprogramming of mouse and human somatic cells to
pluripotency. Cell Stem Cell, v. 8, n. 4, p. 376-88, 2011.

ARNHOLD, S.; KLEIN, H.; SEMKOVA, |.; ADDICKS, K.; SCHRAERMEYER, U.;
Neurally selected embryonic stem cells induce tumor formation after long-term survival
following engraftment into the subretinal space. Investigative Ophthalmology & Visual
Science, v. 45, n. 12, p. 4251-5, 2004.

BAO, L.; HE, L.; CHEN, J.; WU, Z.; LIAO, J.; RAO, L.; REN, J,; LI, H.; ZHU, H.; QIAN,
L.; GU, Y.; DAI, H,; XU, X.; ZHOU, J.; WANG, W.; CUI, C.; XIAO, L. Reprogramming of
ovine adult fibroblasts to pluripotency via drug-inducible expression of defined factors. Cell
Research, v. 21, n. 4, p. 600-608, 2011.

BEN-DAVID, U., N. BENVENISTY. High prevalence of evolutionarily conserved and
species-specific genomic aberrations in mouse pluripotent stem cells. Stem Cells, v. 30, n. 4,
p. 612-622, 2012.

BLOMBERG, L. A.; TELUGU, B. P. V. L. Twenty years of embryonic stem cell research in
farm animals. Reproduction in Domestic Animals, v. 47, n. 4, p. 80-85, 2012.

BOYER, L. A.; LEE, T. I.; COLE, M. F.; JOHNSTONE, S. E.; LEVINE, S. S.; ZUCKER, J.
P.; GUENTHER, M. G.; KUMAR, R. M.; MURRAY, H. L.; JENNER, R. G.; GIFFORD, D.
K.; MELTON, D. A.; JAENISCH, R.; YOUNG, R. A. Core transcriptional regulatory
circuitry in human embryonic stem cells. Cell, v. 122, n. 6, p. 947-956, 2005.

BREEN, M.; LANGFORD, C. F.; CARTER, N. P.; HOLMES, N. G.; DICKENS, H. F.;
THOMAS, R.; SUTER, N.; RYDER, E. J.; POPE, M.; BINNS, M. M. FISH mapping and
identification of canine chromosomes. Journal of Heredity, v. 90, n. 1, p. 27-30, 1999.

BRESSAN, F. F. Geracao de células pluripotentes através da inducéo génica e
transferéncia de nucleo: modelo bovino de aquisicdo de pluripoténcia. 2013. 134 p. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o
Paulo, Pirassununga, 2013.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alam%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26090895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26090895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26090895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26090895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26090895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arnhold%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klein%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Semkova%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Addicks%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schraermeyer%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15557428
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ARNHOLD+et+al.%2C+2004+tumor
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ARNHOLD+et+al.%2C+2004+tumor

96

BREVINI, T. A.; ANTONINI, S.; PENNAROSSA, G.; GANDOLFI, F. Recent progress in
embryonic stem cell research and its application in domestic species. Reproduction in
Domestic Animals, v. 43, n. 2, p. 193-9, 2008.

CAl, Y.; DAI, X.; ZHANG, Q.; DAI, Z. Gene expression of OCT4, SOX2, KLF4 and MYC
(OSKM) induced pluripotent stem cells: identification for potential mechanisms. Diagnostic
Pathology, v. 10, n. 1, p. 35, 2015.

CASSATELLA, D.; MARTINO, N. A.; VALENTINI, L.; GUARICCI, A. C.; CARDONE,
M. F.; PIZZI, F.; DELL'AQUILA, M. E.; VENTURA, M. Male infertility and copy number
variants (CNVs) in the dog: a two-pronged approach using Computer Assisted Sperm
Analysis (CASA) and Fluorescent In Situ Hybridization (FISH). BMC Genomics, v. 14,
n.921, p. 1-10, 2013.

CHANG, C. W.; LAI, Y. S.; PAWLIK, K. M.; LIU, K.; SUN, C. W.; LI, C.; SCHOEB, T.R,;
TOWNES, T. M. Polycistronic lentiviral vector for "hit and run" reprogramming of adult skin
fibroblasts to induced pluripotent stem cells. Stem Cells, v. 27, n. 5, p. 1042-9, 2009.
10.1002/stem.39.

CHIN, M. H.; PELLEGRINI, M.; PLATH, K.; LOWRY, W. E. Molecular analyses of human
induced pluripotent stem cells and embryonic stem cells. Cell Stem Cell, v. 7, n.2, p. 263-9,
2010.

DANG, C. V. Enigmatic MY C conducts an unfolding systems biology aymphony. Genes
Cancer, v. 1, p. 526-531, 2010.

DARABI, R.; ARPKE, R. W.; IRION, S.; DIMOS, J. T.; GRSKOVIC, M.; KYBA, M.;
PERLINGEIRO, C. R. Human ES- and iPS-derived myogenic progenitors restore dystrophin
and improve contractility upon transplantation in dystrophic mice. Cell Stem Cell, v. 10, n. 5,
p. 610-619, 2012.

DE BARI, C.; DELLACCIO, F.; TYLZANOWSKI, P.; LUYTEN, F. Multipotent
mesenchymal stem cells from adult human synovial membrane. Arthritis Rheumatism, v.
44,n. 8, p. 1928-42, 2001.

DENNING, C.; PRIDDLE, H. New frontiers in gene targeting and cloning success,
application and challenges in domestic animals and human embryonic stem cells.
Reproduction, v. 126, n. 1, p. 1-11, 2003.

DIMOS, J. T.; RODOLFA, K. T.; NIAKAN, K. K.; WEISENTHAL, L. M.; MITSUMOTO,
H.; CHUNG, W.; CROFT, G. F.; SAPHIER, G.; LEIBEL, R.; GOLAND, R.; WICHTERLE,
H.; HENDERSON, C. E.; EGGAN, K. Induced pluripotent stem cells generated from patients
with ALS can be differentiated into motor neurons. Science, v. 321, n. 5893, 2008.

DOETSCHMAN, T.; GREGG, R. G.; MAEDA, N.; HOOPER, M. L.; MELTON, D. W.;
THOMPSON, S.; SMITHIES, O. Targetted correction of a mutant HPRT gene in mouse
embryonic stem cells. Nature, v. 330, n. 6148, p. 576-8, 1987.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brevini%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18638123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Antonini%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18638123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pennarossa%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18638123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gandolfi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18638123
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=recent+progress+in+embrionic+stem+cell++brevini
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=recent+progress+in+embrionic+stem+cell++brevini
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24373333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24373333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24373333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Denning%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12814342
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Priddle%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12814342
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DENNING%3B+PRIDDLE%2C+2003%3B
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doetschman%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3683574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gregg%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3683574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maeda%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3683574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hooper%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3683574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melton%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3683574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3683574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smithies%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3683574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3683574

97

DOSS, M. X.; KOEHLER, C. I.; GISSEL, C.; HESCHELER, J.; SACHINIDIS, A.
Embryonic stem cells: a promising tool for cell replacement therapy. Journal of Cellular and
Molecular Medicine, v. 8, n. 4, p. 465-473, 2004.

ESTEBAN, M. A.; WANG, T.; QIN, B.; YANG, J.; QIN, D.; CAL, J.; LI, W.; WENG, Z,;
CHEN, J.; NI, S;; CHEN, K,; LI, Y.; LIU, X.; XU, J.; ZHANG, S.; LI, F.; HE, W,;
LABUDA, K.; SONG, Y.; PETERBAUER, A.; WOLBANK, S.; REDL, H.; ZHONG, M;
CAl, D.; ZENG, L.; PEI, D. Vitamin C enhances the generation of mouse and human induced
pluripotent stem cells. Cell Stem Cell, v. 6, n. 1, p. 71-79, 2010.

ESTEBAN, M. A;; XU, J.; YANG, J.; PENG, M.; QIN, D.; LI, W.; JIANG, Z.; CHEN, J,;
DENG, K.; ZHONG, M.; CAl, J.; LAI, L.; PEI, D. Generation of induced pluripotent stem
cell lines from Tibetan miniature pig. Journal of Biological Chemistry, v. 284, n. 26, p.
17634-40, 2009.

EVANS, M. J.; KAUFMAN, M. H. Establishment in culture of pluripotential cells from
mouse embryos. Nature, v. 292, n. 5819, p. 154-6, 1981.

EVANS, M. J.; NOTARIANNI, E.; LAURIE, S.; MOOR, R. M. Derivation and preliminary
characterization of pluripotent cell lines from porcine and bovine blastocysts.
Theriogenology, v. 33, n. 4, p.125-8, 1990.

FESTUCCIA, N.; OSORNO, R.; WILSON, V.; CHAMBERS I. The role of pluripotency
gene regulatory network components in mediating transitions between pluripotent cell states.
Current Opinion in Genetics & Deveelopment, v. 23, n. 5, p. 1-8, 2013.

FUSAKI, N.; BAN, H.; NISHIYAMA, A.; SAEKI, K.; HASEGAWA, M. Efficient induction
of transgene-free human pluripotent stem cells using a vector based on Sendai virus, an RNA
virus that does not integrate into the host genome. Proceedings of the Japan Academy.
Series B Physical and Biological Science, v. 85, p. 348-62, 2009.

GINIS, I.; LUO, Y.; MIURA, T.; THIES, S.; BRANDENBERGER, R.; GERECHT-NIR, S.;
AMIT, M.; HOKE, A.; CARPENTER, J. I.; RAO, M. S. Differences between human and
mouse embryonic stem cells. Developmental Biology, v. 269, n. 2, p. 360-80, 2004.

GOMEZ, M. C.; SERRANO, M. A.; POPE, C. E.; JENKINS, J. A.; BIANCARDI, M. N.;
LOPEZ, M.; DUMAS, C.; GALIGUIS, J.; DRESSER, B. L. Derivation of cat embryonic
stem-like cells from in vitro-produced blastocysts on homologous and heterologous feeder
cells. Theriogenology, v. 74, n. 4, p. 498-515, 2010.

GONCALVES, N. N.; AMBROSIO, C. E.; PIEDRAHITA, J. A. Stem cells and regenerative
medicine in domestic and companion animals: a multispecies perspective. Reproduction in
Domestic Animals, v.4, n. 49, p. 2-10, 2014.

GORE, A.; LI, Z;; FUNG, H. L.; YOUNG, J. E.; AGARWAL, S.; ANTOSIEWICZ-
BOURGET, J.; CANTO, I.; GIORGETTI, A.; ISRAEL, M. A.; KISKINIS, E.; LEE, J. H.;
LOH, Y. H.; MANOS, P. D.; MONTSERRAT, N.; PANOPOULGQS, A. D.; RUIZ, S,;
WILBERT, M. L.; YU, J.; KIRKNESS, E. F.; IZPISUA BELMONTE, J. C.; ROSSI, D. J;
THOMSON, J. A.; EGGAN, K.; DALEY, G. Q.; GOLDSTEIN, L. S.; ZHANG, K. Somatic


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evans%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7242681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaufman%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7242681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7242681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25277427
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25277427

98

coding mutations in human induced pluripotent stem cells. Nature, v. 471, n. 7336, p. 63-7,
2011.

GUEST, D. J.; ALLEN, W. R. Expression of cell-surface antigens and embryonic stem cell
pluripotency genes in equine blastocysts. Stem Cells Development, v. 16, n. 5, p. 789-96,
2007.

GURDON, J. B. The developmental capacity of nuclei taken from intestinal epithelium cells
of feeding tadpoles. Journal of Embryology and Experimental Morphology, v. 10, p. 622-
40, 1962.

HAMMACHI, H.; MORRISON, G. M.; SHAROV, A. A;; LIVIGNI, A.; NARAYAN, S.;
PAPAPETROU, E. P.; O'MALLEY, J.; KAJl, K.; KO, M. S. H.; PTASHNE, M.;
BRICKMAN, J. M. Transcriptional Activation by OCT4 Is Sufficient for the Maintenance
and Induction of Pluripotency. Cell Reports, v. 1, n. 2, p. 1-11, 2012.

HAN, J. W.; YOON, Y. S. Induced pluripotent stem cells: emerging techniques for nuclear
reprogramming. Antioxidants & Redox Signaling, v. 15, n.7, p. 1799-1820, 2011.

HATOYA, S.; TORII, R.; KONDQO, Y.; OKUNO, T.; KOBAYASHI, K.; WIJEWARDANA,
V. Isolation and characterization of embryonic stem-like cells from canine blastocysts.
Molecular Reproduction and Development, v. 73, n. 3, p. 298-305, 2006.

HAYES, B.; FAGERLIE, S. R.; RAMAKRISHNAN, A.; BARA, S.; HARKEY, M.; GRAF,
L. Derivation, characterization, and in vitro differentiation of canine embryonic stem cells.
Stem Cells, v. 26, n. 2, p. 465-73, 2008.

HENG, J. C.; FENG, B.; HAN, J.; JIANG, J.; KRAUS, P.; NG, J. H.; ORLOV, Y. L.; HUSS,
M.; YANG, L.; LUFKIN, T.; LIM, B.; NG, H. H. The nuclear receptor Nr5a2 can replace
OCT4 in the reprogramming of murine somatic cells to pluripotent cells. Cell Stem Cell, v. 6,
n. 2, p. 167-74, 2010.

HOFFMAN, L. M.; CARPENTER, M. K. Characterization and culture of human embryonic
stem cells. Nature Biotechnology, v. 23, n. 6, p. 699-708, 2005.

HONDA, A.; HIROSE, M.; HATORI, M.; MATOBA, S.; MIYOSHI, H.; INOUE, K;
OGURA, A. Generation of induced pluripotent stem cells in rabbits: potential experimental
models for human regenerative medicine. The Journal of Biological Chemistry, v. 285, n.
41, p. 31362-31369, 2010.

HOSKEN, R. F. Embryo transfer in the dog and cat. Theriogenology, v. 68, n. 3, p. 382-385,
2007

HOTTA, A.; ELLIS, J. Retroviral vector silencing during iPS cell induction: an epigenetic
beacon that signals distinct pluripotent states. Journal of Cellular Biochemistry, v. 105, n. 4,
p. 94-8, 2008.

HOU, P.; LI, Y.; ZHANG, X,; LIU, C.; GUAN, J.; LI, H.; ZHAO, T.; YE, J.; YANG, W;
LIU, K.; GE, J.; XU, J.; ZHANG, Q.; ZHAO, Y.; DENG, H. Pluripotent Stem Cells Induced


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=GURDON%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13951335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/13951335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoffman%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15940242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carpenter%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15940242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15940242

99

from Mouse Somatic Cells by Small-Molecule Compound. Science, v. 341, n. 6146, p. 651-4,
2013.

HUANGFU, D.; OSAFUNE, K.; MAEHR, R.; GUO, W.; ENKELENBOOM, A.; CHEN, S.
Induction of pluripotent stem cells from primary human fibroblasts with only OCT4 and
SOX2. Nature Biotechnology, v. 26, n. 11, p. 1269-1275, 2008.

HUSSEIN, S. M.; BATADA, N. N.; VUORISTO, S.; CHING, R. W.; AUTIO, R.; NARVA,
E.; NG, S.; SOUROUR, M.; HAMALAINEN, R.; OLSSON, C.; LUNDIN, K.; MIKKOLA,
M.; TROKOVIC, R.; PEITZ, M.; BRUSTLE, O.; BAZETT-JONES, D. P.; ALITALO, K;;
LAHESMAA, R.; NAGY, A.; OTONKOSKI, T. Copy number variation and selection during
reprogramming to pluripotency. Nature, v. 471, n. 7336, p. 58-62, 2011.

ICHIDA, J. K.; BLANCHARD, J.; LAM, K.; SON, E. Y.; CHUNG, J. E.; EGLI, D.; LOH, K.
M.; CARTER, A. C.; DI, GIORGIO, F. P.; KOSZKA, K.; HUANGFU, D.; AKUTSU, H.;
LIU, D. R.; RUBIN, L. L.; EGGAN, K. A small-molecule inhibitor of tgf-Beta signaling
replaces SOX2 in reprogramming by inducing NANOG. Cell Stem Cell, v. 5, n. 5, p. 491—
503, 2009.

JAENICH, R.; YOUNG, R. Stem cells, the molecular circuity of Pluripotency and nuclear
reprogramming. Cell, v. 132, n. 4, p. 567-82, 2008.

JEWGENOW, K.; PARIS, M. C. J. Preservation of female germ cells from ovaries of cat
species. Theriogenology, v. 66, n. 1, p. 93-100, 2006.

JI, G.; RUAN, W.; LIU, K.; WANG, F.; SAKELLARIOU, D.; CHEN, J.; YANG, Y .;
OKUKA, M.; HAN J.; LIU, Z.; LAI, L.; GAGOS, S.; XIAO, L.; DENG, H.; LI, N.; LIU, L.
Telomere reprogramming and maintenance in porcine iPS cells. Plos One, v. 30, n. 8, p.
e74202, 2013.

KIM, J. B.; SEBASTIANO, V.; WU, G.; ARAUZO-BRAVO, M. J.; SASSE, P.; GENTILE,
L.; KO, K.; RUAU, D.; EHRICH, M.; VAN DEN BOOM, D.; MEYER, J.; HUBNER, K.;
BERNEMANN, C.; ORTMEIER, C.; ZENKE, M.; FLEISCHMANN, B. K.; ZAEHRES, H.;
SCHOLER, H. R. OCT4-Induced Pluripotency in Adult Neural Stem Cells. Cell, v. 136, n. 3,
p. 411-419, 2009.

KOH, S.; PIEDRAHITA, J. A. From "ES-like" cells to induced pluripotent stem cells: a
historical perspective in domestic animals. Theriogenology, v. 81, n. 1, p. 103-11, 2014.

KOH, S.; THOMAS, R.; TSAI, S.; BISCHOFF, S.; LIM, J. H.; BREEN, M.; OLBY, N. J.;
PIEDRAHITA, J. A. Growth Requirements and Chromosomal Instability of Induced
Pluripotent Stem Cells Generated from Adult Canine Fibroblasts. Stem Cells and
Development, v. 22, n. 6, p. 951-63, 2013.

KUK, E. W.; LOPES, S. M. C. S.; GEIUSEN, N.; MACKLON, N.; ROELEN, B. A. J. The
Different Shades of Mammalian Pluripotent stem cells. Human Reproduction Update, v.
17,n. 2, p. 254-27, 2010.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ji%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ruan%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sakellariou%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okuka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Han%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lai%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gagos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xiao%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deng%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24098638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24274415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24274415

100

LANGFORD, C. F.; FISCHER, P. E.; BINNS, M. M.; HOLMES, N. G.; CARTER, N. P.
Chromosome-specific paints from a high-resolution flow karyotype of the dog. Chromosome
Research, v. 4, n. 2, p. 115-23, 1996.

LEE, A. S.; XU, D.; PLEWS, J. R.; NGUYEN, P. K.; NAG, D.; LYONS, J. K.; HAN, L.;
HU, S.; LAN, F.; LIU, J.; HUANG, M.; NARSINH, K. H.; LONG, C. T.; DE ALMEIDA, P.
E.; LEVI, B.; KOOREMAN, N.; BANGS, C.; PACHARINSAK, C.; IKENO, F.; YEUNG, A.
C.; GAMBHIR, S. S.; ROBBINS, R. C.; LONGAKER, M. T.; WU, J. C. Preclinical
derivation and imaging of autologously transplanted canine induced pluripotent stem cells.
The Journal of Biological Chemistry, v. 286, n. 37, p. 32697-32704, 2011.

LI, H. L.; FUJIMOTO, N.; SASAKAWA, N.; SHIRAI, S.; OHKAME, T.; SAKUMA, T,;
TANAKA, M.; AMANO, N.; WATANABE, A.; SAKURAI H.; YAMAMOTO, T.;
YAMANAKA, S.; HOTTA, A. Precise correction of the dystrophin gene in duchenne
muscular dystrophy patient induced pluripotent stem cells by TALEN and CRISPR-Cas9.
Stem Cell Reports, v. 4, n. 1, p. 143-54, 2015.

LI, Y.; ZHANG, Q.; YIN, X.; YANG, W.; DU, Y.; HOU, P.; GE, J.; LIU, C.; ZHANG, W.;
ZHANG, X.; WU, Y.; LI, H.; LIU, K.; WU, C.; SONG, Z.; ZHAO, Y.; SHI, Y.; DENG, H.

Generation of iPSCs from mouse fibroblasts with a single gene, OCT4, and small molecules.
Cell Research, v. 2, n. 1, p. 196-204, 2011.

LIANG, G.; ZHANG, Y. Embryonic stem cell and induced pluripotent stem cell: an
epigenetic perspective. Cell Research, v. 23, n.1, p. 49-69, 2013.

LIN C. H.; JACKSON, A. L.; GUO, J.; LINSLEY, P.; EISENMAN, R. N. A. Myc-regulated
microRNAs attenuate embryonic stem cell differentiation The EMBO Journal, v. 28, n. 20,
p. 3157-3170, 2009a.

LIN, T.; AMBASUDHAN, R.; YUAN, X.; LI, W.; HILCOVE, S.; ABUJAROUR, R.; LIN,
X.; HAHM, H. S.; HAO, E.; HAYEK, A.; DING, S. A chemical platform for improved
induction of human iPSCs. Nature Methods, v. 6, n. 11, p. 805-808, 2009b.

LIU, H.; ZHU, F.; YONG, J.; ZHANG, P.; HOU, P.; LI, H.; JIANG, W.; CAl, J.; LIU, M,;
CUI, K.; QU, X.; XIANG, T.; LU, D.; CHI, X.; GAO, G.; JI, W.; DING, M.; DENG, H.
Generation of induced pluripotent stem cells from adult rhesus monkey fibroblasts. Cell Stem
Cell, v. 3, n. 6, p. 587-90, 2008.

LIVAK, K. J.; SCHMITTGEN, T. D. Analysis of relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods, v. 25, n. 4, p. 402-408,
2001.

LUQO, J.; SUHR, S. T.; CHANG, E. A.; WANG, K.; ROSS, P. J.; NELSON, L. L.; VENTA,
P.J.; KNOTT, J. G.; CIBELLLI, J. B. Generation of Leukemia Inhibitory Factor and Basic
Fibroblast Growth Factor-Dependent Induced Pluripotent Stem Cells from Canine Adult
Somatic Cells. Stem cells and development, v. 20, n. 10, p. 1669-78, 2011.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25434822
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25434822
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liang%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23247625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23247625
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23247625

101

LYSSIOTIS, C. A.; FOREMAN, R. K.; STAERK, J.; GARCIA, M.; MATHUR, D;
MARKOULAKI, S.; HANNA, J.; LAIRSON, L. L.; CHARETTE, B. D.; BOUCHEZ, L. C,;
BOLLONG, M.; KUNICK, C.; BRINKER, A.; CHO, C. Y.; SCHULTZ, P. G.; JAENISCH,
R. Reprogramming of murine fibroblasts to induced pluripotent stem cells with chemical
complementation of KLF4. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 106, n. 22,
p. 8912-8917, 2009.

MAHERALLI, N.; SRIDHARAN, R.; XIE, W.; UTIKAL, J.; EMINLI, S.; ARNOLD, K;
STADTFELD, M.; YACHECHKO, R.; TCHIEU, J.; JAENISCH, R.; PLATH, K,;
HOCHEDLINGER, K. Directly reprogrammed fibroblasts show global epigenetic remodeling
and widespread tissue contribution. Cell Stem Cell, v. 1, n. 1, p. 55-70, 2007.

MALAVER-ORTEGA, L. F.; SUMER, H.; LIU, J.; VERMA, P. J. The state of the art for
pluripotent stem cells derivation in domestic ungulates. Theriogenology, v. 78, n. 8, p. 1749-
62, 2012.

MALI, P.; CHOU, B. K,; YEN, J.; YE, Z.; ZOU, J.; DOWEY, S.; BRODSKY, R. A.; OHM,
J.E.; YU, W,; BAYLIN, S. B.; YUSA, K.; BRADLEY, A.; MEYERS, D. J.; MUKHERJEE,
C.; COLE, P. A.; CHENG, L. Butyrate greatly enhances derivation of human induced
pluripotent stem cells by promoting epigenetic remodeling and the expression of
pluripotency-associated genes. Stem Cells, v. 28, n. 4, p. 713-720, 2010.

MARSON, A.; FOREMAN, R.; CHEVALIER, B.; BILODEAU, S.; KAHN, M.; YOUNG, R.
A.; JAENISCH, R. Wnt signaling promotes reprogramming of somatic cells to pluripotency.
Cell Stem Cell, v. 3, n. 2, p. 132-5, 2008.

MARTIN, G. R. Isolation of a pluripotent cell line from early mouse embryos cultured in
medium conditioned by teratocarcinoma stem cells. Proceedings of the National Academy
of Sciences, v. 78, n. 12, p. 7634-7638, 1981.

MEISSNER, A. Epigenetic modifications in pluripotent and differentiated cells. Nature
Biotechnology, v. 28, n. 10, p. 1079-88, 2010.

MIGLINO, M. A.; AMBROSIO, C. E.; MARTINS, D. S.; WENCESLAU, C. V.; PFARRER,
C.; LEISER, R. The carnivore pregnancy: The development of the embryo and fetal
membranes. Theriogenology, v. 66, n. 6-7, p. 1699-1702, 2006.

MIKKELSEN, T. S.; HANNA, J.; ZHANG, X.; KU, M.; WERNIG, M.; SCHORDERET, P.;
BERNSTEIN, B. E.; JAENISCH, R.; LANDER, E. S.; MEISSNER, A. Dissecting direct
reprogramming through integrative genomic analysis. Nature, v. 454, n. 7200, p. 49-55,
2008.

MITALIPQV, S.; WOLF, D. Totipotency, pluripotency and nuclear reprogramming.
Advances in Biochemical Engineering, Biotechnology, v. 114, p. 185-99, 2009.

MITSUI, K.; TOKUZAWA, Y.; ITOH, H.; SEGAWA, K.; MURAKAMI, M.;
TAKAHASHI, K.; MARUYAMA, M.; MAEDA, M.; YAMANAKA S. The Homeoprotein
NANOG Is Required For maintenance of pluripotency in mouse epiblast and ES cells. Cell, v.
113, n. 5, p. 631-642, 2003.



102

MONTINI, E.; CESANA, D.; SCHMIDT, M.; SANVITO, F.; PONZONI, M.;
BARTHOLOMAE, C.; SERGI, S. L.; BENEDICENT]I, F.; AMBROSI, A.; DI SERIO, C,;
DOGLIONI, C.; KALLE, C. V.; NALDINI, L. Hematopoietic stem cell gene transfer in a
tumor-prone mouse model uncovers low genotoxicity of lentiviral vector integration. Nature
Biotechnology, v. 24, n. 6, p. 687 — 696, 2006.

NAGY, K.; SUNG, H. K.; ZHANG, P.; LAFLAMME, S.; VINCENT, P.; AGHA-
MOHAMMADI, S.; WOLTIJEN, K.; MONETTI, C.; MICHAEL, I. P.; SMITH, L. C,;
NAGY, A. Induced pluripotent stem cell lines derived from equine fibroblasts. Stem Cell
Reviews, v. 7, n. 3, p 693-702, 2011.

NAKAGAWA, M.; KOYANAGI, M.; TANABE, K.; TAKAHASHI, K.; ICHISAKA, T ;
AOIl, T.; OKITA, K.; MOCHIDUKI, Y.; TAKIZAWA, N.; YAMANAKA, S. Generation Of
Induced pluripotent stem cells without Myc from mouse and human fibroblasts. Nature
Biotechnology, v. 26, n. 1, p. 101-106, 2008.

NARDI, N. B.; MEIRELLES, L. S. Mesenchymal stem cells : isolation, in vitro expansion
and characterization. Handbook of Experimental Pharmacology, v. 2006, n. 174, p. 249-
282, 2006.

NICHOLS, J.; ZEVNIK, B.; ANASTASSIADIS, K.; NIWA, H.; KLEWE-NEBENIUS, D.;
CHAMBERS, I.; SCHOLER, H.; SMITH, A. Formation of pluripotent stem cells in the
mammalian embryo depends on the POU transcription factor OCT4. Cell, v. 95, n. 3, p. 379-
391, 1998.

NIE, Z.; HU, G.; WEI, G.; CUI, K.; YAMANE, A.; RESCH, W.; WANG, R; GRENN, D.
TESSAROLLO, L.; CASELLAS, R.; ZHAO, K.; LEVENS, D. c-MYC is a universal
amplifier of expressed genes in lymphocytes and embryonic stem cells. Cell, v. 151, p. 68-79,
2012.

NISHIMURA, K.; TAKAHASHI, J. Therapeutic application of stem cell technology toward
the treatment of Parkinson's disease. Biological and Pharmaceutical Bulletin, v. 36, n. 2, p.
171-5, 2013.

NOWAK-IMIALEK, M.; KUES, W.; CARNWATH, J. W.; NIEMANN, H. Pluripotent stem
cells and reprogrammed cells in farm animals. Microsc Microanal, v. 17, n. 4, p. 474-497,
2011.

ODORICO, J. S.; KAUFMAN, D. S.; THOMSON, J. A. Multilineage differentiation from
human embryonic stem cell lines. Stem Cells, v. 19, n. 3, p. 193-2014, 2001.

OKITA, K.; ICHISAKA, T.; YAMANAKA, S. Generation of germline-competent induced
pluripotent stem cells. Nature, v. 448, n. 7151, p. 313-7, 2007.

OKITA, K.; MATSUMURA, Y.; SATO, Y.; OKADA, A.; MORIZANE, A.; OKAMOTO,
S.; HONG, H.; NAKAGAYA, M.; TANABE, K.; TEKUSA, K.; TOSHIYUKI, S.;
KUNISADA, T.; TAKAHASHI, M.; TAKAHASHI, J.; SAJI, H.; YAMANAKA, S. A more
efficient method to generate integration-free human iPS cells. Nature Methods, v. 8, p. 409-
12, 2011.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okita%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17554338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ichisaka%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17554338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamanaka%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17554338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17554338

103

OKITA, K.; NAKAGAWA, M.; HYENJONG, H.; ICHISAKA, T.; YAMANAKA, S.
Generation of mouse induced pluripotent stem cells without viral vectors. Science, v. 322, n.
5903, p. 949-953, 2008.

OLIVEIRA, C.S.; DE SOUZA, M.M.; SARAIVA, N.Z.; TETZNER, T.A.; LIMA, M.R.;
LOPES, F.L.; GARCIA, J.M. In vitro culture of bovine embryos in murine ES cell
conditioned media negatively affects expression of pluripotency-related markers OCT4,
SOX2 and SSEAL. Reproduction in Domestic Animals, v. 47, n. 3, p. 428-35, 2012.

PAPAPETROU, E. P.; TOMISHIMA, M. J.; CHAMBERS, S. M.; MICA, Y.; REED, E.;
MENON, J.; TABAR, V.; MO, Q.; STUDER, L.; SADELIN, M. Stoichiometric and temporal
requirements of OCT4, SOX2, KLF4, and c-MYC expression for efficient human iPSC
induction and differentiation. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 106, p.
12759-12764, 20009.

PARK, I. H.; ZHAO, R.; WEST, J. A.; YABUUCHI, A.; HUO, H.; INCE, T. A.; LEROU, P.
H.; LENSCH, M. W.; DALEY, G. Q. Reprogramming of human somatic cells to pluripotency
with defined factors. Nature, v. 451, n. 7175, p. 141-6, 2008.

PATTERSON, D. F. Companion animal medicine in the age of medical genetics. Journal of
Veterinary Internal Medicine, v. 14, n. 1, p. 1-9, 2000.

PIEDRAHITA JA, ANDERSON GB, BONDURANT RH: 1990. On the Isolation of
Embryonic Stem Cells: Comparative Behavior of Murine, Porcine and Ovine Embryos.
Theriogenology, v. 34, n. 5, p. 879-901, 1990b.

PIEDRAHITA, J. A.; ANDERSON, G. B.; BONDURANT, R. H. Influence of feeder layer
type on the efficiency of isolation of porcine embryo-derived cell lines. Theriogenology, v.
34,n.5, p. 865-77, 1990a.

POORMAN, K.; BORST, L.; MOROFF, S.; ROY, S.; LABELLE, P.; MOTSINGER-REIF,
A.; BREEN, M. Comparative cytogenetic characterization of primary canine melanocytic
lesions using array CGH and fluorescence in situ hybridization. Chromosome Research, v.
23,n. 2, p. 171-86, 2015.

POPP, C.; DEAN, W.; FENG, S.; COKUS, S. J.; ANDREWS, S.; PELLEGRINI, M.;
JACOBSEN, S. E.; REIK W. Genome-wide erasure of DNA methylation in mouse primordial
germ cells is affected by AID deficiency. Nature, v. 463, p. 1101-1105, 2010.

REIK, W.; DEAN, W.; WALTER, J. Epigenetic reprogramming in mammalian development.
Science, v. 293, n. 5532, p. 1089-93, 2001

REIMANN-BERG, N.; BULLERDIEK, J.; MURUA ESCOBAR, H.; NOLTE, I.
Chromosome analyses in dogs. Tierarztliche Praxis Kleintiere, v. 40, n. 3, p. 191-6, 2012.

RIZZINO, A. Concise review: the SOX2-OCT4 connection: critical players in a much larger
interdependent network integrated at multiple levels. Stem Cells, v. 31, p. 1033-1039, 2013.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25511566
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25511566
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reimann-Berg%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22688796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bullerdiek%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22688796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murua%20Escobar%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22688796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nolte%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22688796

104

RIZZINO, A. SOX2 and Oct-3/4: a versatile pair of master regulators that orchestrate the self-
renewal and pluripotency of embryonic stem cells by functioning as molecular rheostats.
Wiley Interdisciplinar Reviews: Systems Biology and Medicine, v. 1, n. 2, p. 228-236,
2009.

RUVINSKY A. Basics of gametic imprinting. Journal of Animal Science, v. 77, n. 2, p.
228-37, 1999.

SAITO S, UGAI H, SAWAI K, YAMAMOTO Y, MINAMIHASHI A, KUROSAKA K.
Isolation of embryonic stem-like cells from equine blastocysts and their differentiation in
vitro. FEBS Letters, v. 531, n. 3, p. 389-96, 2002.

SCHLAEGER, T. M.; DAHERON, L.; BRICKLER, T. R.; ENTWISLE, S.; CHAN K, C. A;;
DEVINE, A.; ETTENGER, A.; FITZGERALD, K.; GODFREY, M.; GUPTA, D.;
MCPHERSON, J.; MALWADKAR, P.; GUPTA, M.; BELL, B.; DOI, A.; JUNG, N.; LI, X,;
LYNES, M. S.; BROOKES, E.; CHERRY, A. B.; DEMIRBAS, D.; TSANKOV, A. M.;
ZON, L. I.; RUBIN, L. L.; FEINBERG, A. P.; MEISSNER, A.; COWAN, C. A.; DALEY, G.
Q. A comparison of non-integrating reprogramming methods. Nature Biotechnology, v. 33,
n. 1, p. 58-63, 2014.

SCHNEIDER, M. R.; ADLER, H.; BRAUN, J.; KIENZLE, B.; WOLF, E.; KOLB, H. J.
Canine embryo-derived stem cells—toward clinically relevant animal models for evaluating
efficacy and safety of cell therapies. Stem Cells, v. 25, n. 7, p. 1850-1, 2007.

SCHNEIDER, M. R.; WOLF, E.; BRAUN, J.; KOLB, H. J.; ADLER, H. Embryonic Stem
Cells in Domestic Animals Canine embryonic stem cells: State of the art. Theriogenology, v.
74,n. 4, p. 492-497, 2010.

SHAPIRO, S. G.; RAGHUNATH, S.; WILLIAMS, C.; MOTSINGER-REIF, A. A;;
CULLEN, J. M.; LIU, T.; ALBERTSON, D.; RUVOLO, M.; BERGSTROM LUCAS, A,;
JIN, J.; KNAPP, D. W.; SCHIFFMAN, J. D.; BREEN, M. Canine urothelial carcinoma:
genomically aberrant and comparatively relevant. Chromosome Research, v. 23, n. 2, p.
311-31, 2015.

SHIMADA, H.; NAKADA, A.; HASHIMOTO, Y.; SHIGENO, K.; SHIONOYA, Y ;
NAKAMURA, T.; Generation of canine-induced pluripotent stem cells by retroviral
transduction and chemical inhibitors. Molecular Reproduction and Development, v. 77, n.
2, p. 2, 2010.

SILVA, J.; BARRANDON, O.; NICHOLS, J.; KAWAGUCHI, J.; THEUNISSEN, T. W.;
SMITH, A. Promotion of reprogramming to ground state pluripotency by signal inhibition.
PLoS Biology, v. 6, n. 10, p. 253, 2008.

SIMARA, P.; MOTL, J. A.; KAUFMAN, D. S. Pluripotent stem cells and gene therapy.
Translational Research, v. 161, n. 4, p. 284-92, 2013.

SOMMER, C. A.; STADTFELD, M.; MURPHY, G. J.; HOCHEDLINGER, K.; KOTTON,
D. N.; MOSTOSLAVSKY, G. Induced Pluripontent Stem Cell Generation Using a single
lentiviral stem cell cassette. Stem Cells, v. 27, n. 3, p. 543-549, 2009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25783786
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25783786

105

STADTFELD, M.; NAGAYA, M.; UTIKAL, J.; WEIR, G.; HOCHEDLINGER, K. Induced
pluripotent stem cells generated without viral integration. Science, v. 322, p. 945-9, 2008.

STEICHEN, C.; MALUENDA, J.; TOSCA, L.; LUCE, E.; PINEAU, D.; DIANAT, N.;
HANNOUN, Z.; TACHDJIAN, G.; MELKI, J.; DUBART-KUPPERSCHMITT, A. An
atypical human induced pluripotent stem cell line with a complex, stable, and balanced
genomic rearrangement including a large de novo 1q uniparental disomy. Stem Cells
Translational Medecine, v. 4, n. 3, p. 224-9, 2015.

SUMER, H.; LIU, J.; MALAVER ORTEGA, L. F.; LIM, M. L.; KHODADADI, K;
VERMA, P. J. NANOG is a key factor for induction of pluripotency in bovine adult
fibroblasts. Journal of Animal Science, v. 89, n. 9, p. 2708-16, 2011.

SWITONSKI, M.; REIMANN, N.; BOSMA, A. A.; LONG, S.; BARTNITZKE, S.;
PIENKOWSKA, A.; MORENO-MILAN, M. M.; FISCHER, P. Report on the progress of
standardization of the G-banded canine (Canis familiaris) karyotype. Committee for the
Standardized Karyotype of the Dog (Canis familiaris). Chromosome Research, v. 4, n. 4, p.
306-9, 1996.

SWITONSKI, M.; SZCZERBAL, |.; NOWACKA, J. The dog genome map and its use in
mammalian comparative genomics. Journal of Applied Genetics, v. 45, n. 2, p. 195-214,
2004.

TAKAHASHI, K.; TANABE, K.; OHNUKI, M.; ICHISAKA, T.; TOMODA, K;
YAMANAKA, S. Induction of pluripotent stem cells from adult human fibroblasts by defined
factors. Cell, v. 131, n. 5, p. 861-72, 2007.

TAKAHASHI, K.; YAMANAKA, S. Induction of pluripotent stem cells from mouse
embryonic and adult fibroblast cultures by defined factors. Cell, v. 126, n. 4, p. 663-76, 2006.

TELUGU, B. P.; EZASHI, T.; ROBERTS, R. M. The promise of stem cell research in pigs
and other ungulate species. Stem Cell Reviews, v. 6, n. 1, p. 31-41, 2010.

TERAI, M.; IZUMIYAMA-SHIMOMURA, N.; AIDA, J.; ISHIKAWA, N.; KUROIWA, M.;
POON, S. S.; ARAI, T.; TOYODA, M.; AKUTSU, H.; UMEZAWA, A.; NAKAMURA, K,;
TAKUBO, K. Investigation of telomere length dynamics in induced pluripotent stem cells

using quantitative fluorescence in situ hybridization. Tissue Cell, v. 45, n. 6, p. 407-13, 2013.

THOMAS, K. R.; CAPECCHI, M. R. Site-directed mutagenesis by gene targeting in mouse
embryo-derived stem cells. Cell, v. 51, n. 3, p. 503-12, 1987.

THOMPSON, L. H.; BJORKLUND, A. Reconstruction of brain circuitry by neural
transplants generated from pluripotent stem cells. Neurobiology of Disease, v. 79, p. 28-40,
2015.

THOMSON, J. A.; ITSKOVITZ-ELDOR, J.; SHAPIRO, S. S.; WAKNITZ, M. A;;
SWIERGIEL, J. J.; MARSHALL, V. S.; JONES, J. M. Embryonic stem cell lines derived
from human blastocysts. Science, v. 282, n. 5391, p. 1145-7, 1998.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steichen%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25650439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maluenda%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25650439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tosca%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25650439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Luce%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25650439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pineau%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25650439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dianat%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25650439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hannoun%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25650439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tachdjian%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25650439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melki%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25650439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dubart-Kupperschmitt%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25650439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25650439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25650439
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Terai%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23928219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Izumiyama-Shimomura%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23928219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aida%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23928219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ishikawa%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23928219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuroiwa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23928219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poon%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23928219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arai%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23928219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Toyoda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23928219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akutsu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23928219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Umezawa%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23928219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakamura%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23928219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takubo%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23928219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23928219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomas%20KR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2822260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Capecchi%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2822260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=THOMAS%5BAuthor%5D%20AND%20CAPECCHI%5BAuthor%5D%20AND%201987%5BDate%20-%20Publication%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thompson%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25913029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bj%C3%B6rklund%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25913029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25913029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomson%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9804556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Itskovitz-Eldor%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9804556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shapiro%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9804556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waknitz%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9804556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swiergiel%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9804556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marshall%20VS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9804556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9804556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=THOMSON+et+al+1998++embrionic+stem+cell

106

THOMSON, J. A.; KALISHMAN, J.; GOLOS, T. G.; DURNING, M.; HARRIS, C. P.;
BECKER, R. A.; HEARN, J. P. Isolation of a primate embryonic stem cell line. Proceedings
of the National Academy of Sciences, v. 92, n. 17, p. 78447848, 1995.

TRAVIS, A. J.; KIM, Y.; MEYERS-WALLEN, V. Development of new stem cell-based
technologies for carnivore reproduction research. Reproduction in Domestic Animals, v. 44,
n. 2, p. 22-28, 20009.

TROUNSON, A. Rats, cats, and elephants, but still no unicorn: induced pluripotent stem cells
from new species. Cell Stem Cell Previews, v. 4, n. 1, p. 3-4, 2009.

URANIO, F. M.; DELL'AQUILA, M. E.; CAIRA, M.; GUARICCI, A. C.; VENTURA, M,;
CATACCHIO, C. R.; MARTINO, N. A.; VALENTINI, L. Characterization and in vitro
differentiation potency of early-passage canine amnion and umbilical cord-derived
mesenchymal stem cells as related to gestational age. Molecular Reproduction and
Development, v. 81, n. 6, p. 539-51, 2014.

URANIO, M. F.; VALENTINI, L.; LANGE-CONSIGLIO, A.; CAIRA, M.; GUARICCI, A.
C.; L’ABBATE, A.; CATACCHIO, C. R.; VENTURA, M.; CREMONESI, F.;
DELL’AQUILA, M. E. Isolation, Proliferation, Cytogenetic, and Molecular Characterization
and In vitro Differentiation Potency of Canine Stem Cells from Foetal Adnexa: A
Comparative Study of Amniotic Fluid, Amnion, and Umbilical Cord Matrix. Molecular
Reproduction & Development, v. 78, n. 5, p. 361-373, 2011.

VAAGS, A. K.; ROSIC-KABLAR, S.; GARTLEY, C. J.; ZHENG, Y. Z.; CHESNEY, A,;
VILLAGOMEZ, D. A. Derivation and characterization of canine embryonic stem cell lines
with in vitro and in vivo differentiation potential. Stem Cells, v. 27, n. 2, p. 329-40, 20009.

VASKOVA, E. A,; STEKLENEVA, A. E.; MEDVEDEV, S. P.; ZAKIAN, S. M. "Epigenetic
memory" phenomenon in induced pluripotent stem cells. Acta Naturae, v. 5, n. 4, p. 15-21,
2013.

VERFAILLIE, C. M.; PERA, M. F.; LANSDORP, P. M. Stem cells: hype and reality.
Hematology, v. 2000, p. 369-91, 2002.

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

WAKITANI, S.; TAKAOKA, K.; HATTORI, T.; MIYAZAWA, N.; IWANAGA, T.;
TAKEDA, S.; WATANABE, T. K.; TANIGAMI, A. Embryonic stem cells injected into the
mouse knee joint form teratomas and subsequently destroy the joint. Rheumatology
(Oxford), v. 42, n. 1, p. 162-5, 2003.

WANG, Q.; XU, X.; LI, J.; LIU, J.; GU, H.; ZHANG, R.; CHEN, J.; KUANG, Y.; FEI, J.;
JIANG, C.; WANG, P.; PEI, D.; DING, S.; XIE, X. Lithium, an anti-psychotic drug, greatly
enhances the generation of induced pluripotent stem cells. Cell Research, v. 21, n.10, p.
1424-1435, 2011.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24659564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24659564
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verfaillie%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12446433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pera%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12446433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lansdorp%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12446433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12446433
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12509630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12509630

107

WARREN, L.; MANOS, P. D.; AHFELDT, T.; LOH, Y. H.; LI, H.; LAU, F.; EBINA, W;
MANDAL, P. K.; SMITH, Z. D.; MEISSNER, A.; DALEY, G. Q.; BRACK, A. S,;
COLLINS, J. J.; COWAN, C.; SCHLAEGER, T. M.; ROSSI, D. J. Highly efficient
reprogramming to pluripotency and directed differentiation of human cells with synthetic
modified mMRNA. Cell Stem Cell, v. 7, p. 618-630, 2010.

WASYLISHEN, A. R.; PENN, L. Z. Myc: the beauty and the beast. Genes Cancer, v. 1, p.
532-541. 2010.

WHITWORTH, D. J.; OVCHINNIKOV, D. A.; WOLVETANG, E. J. Generation and
characterization of LIF-dependent canine induced pluripotent stem cells from adult dermal
fibroblasts. Stem Cells and Development, v. 21, n. 12, p. 2288-97, 2012.

WILCOX, J. T.; SEMPLE, E.; GARTLEY, C.; BRISSON, B. A.; PERRAULT, S. D,;
VILLAGOMEZ, D. A. Characterization of canine embryonic stem cell lines derived from
different niche microenvironments. Stem Cells Development, v. 18, n. 8, p. 116778, 20009.

YAMAGUCHI, S.; HIRANO, K.; NAGATA, S.; TADA, T. SOX2 expression effects on
direct reprogramming efficiency as determined by alternative somatic cell fate. Stem Cell
Research, v.6, n.177, p. 177-186, 2011.

YAMANAKA, S. Pluripotency and nuclear reprogramming. Philosophical Transactions of
the Royal Society of London B: Biological Science, v. 363, n. 1500, p. 2079-87, 2008.

YAMANAKA, S. Strategies and new developments in the generation of patientspecific
pluripotent stem cells. Cell Stem Cell, v. 1, n. 1, p. 3949, 2007.

YU, J,; HU, K.; SMUGA-OTTO, K,; TIAN, S.; STEWART, R.; SLUKVIN, L. I;
THOMSON, J. A. Human induced pluripotent stem cells free of vector and transgene
sequences. Science, v. 324, n. 5928, p. 797-801, 2009.

YU, X.;JIN, G.; YIN, X,; CHO, S.; JEON, J.; LEE, S.; KONG, I. Isolation and
characterization of embryonic stem-like cells derived from in vivo-produced cat blastocysts.
Molecular Reproduction and Development, v. 75, n. 9, p. 1426-32, 2008.

ZHU, S.; LI, W.; ZHOU, H.; WEI, W.; AMBASUDHAN, R.; LIN, T.; KIM, J.; ZHANG, K;
DING, S. Reprogramming of human primary somatic cells by OCT4 and chemical
compounds. Cell Stem Cell, v. 7, n. 6, p. 651-655, 2010.



108

ANEXO A



Reproduction in Domestic Animals

Reprod Dom Anim 49 (Suppl. 4). 2-10 (2014); doi: 10.1111/rda. 12392
ISSN 0936-6768

Review Article

Stem Cells and Regenerative Medicine in Domestic and Companion Animals:

A Multispecies Perspective

NN Gongalves'?, CE Ambrdsio’ and JA Piedrahita™?

! Depariment af Vererinary Medicine, Faculty of Animal Science and Food Engineering, FZEA|USP, Pirassununga, Sao Paule, Brazil: * Dep arrment
of Surgery, Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, FMVZ{USP, Sao Paulo, Brazil: *Depariment of M olecular Biomedical Sciences,
Caollege of Veterinary Medicine, North Carolina Stare University, Raleigh, NC, USA; *Center for Comparative Medicine and Translational

Research, North Caroling Srare Universiry, Raleigh, NC, USA

Contents

Since their original isolation, the majority of the work on
embryonic stem cells (ESC) has been carried out in mice.
While the mouse is an outstanding model for basic research, it
also has considerable limitations for translational work,
especially in the area of regenerative medicine. This is due to
a combination of factors that include physiological and size
differences when compared to humans. In contrast, domestic
animal species, such as swine, and companion animal species,
such as dogs, provide unique opportunities to develop regen-
erative medicine protocols that can then be utilized in humans.
Unfortunately, at present, the state of knowledge related to,
and availability of, ESC from domestic animals vary among
species such as pig, horse, dog and cat, and without exception
lags significantly behind the mouse and human. It is clear that
much still needs to be discovered. The ‘stem cell-like’ cell lines
being reported are still not satisfactorily used in regenerative
medicine, due to reasons such as heterogeneity and chrome-
somal instability. As a result, investigators have searched for
alternate source of cells that can be wsed for regenerative
medicine. This approach has uncovered a range of adult stem
cells and adult progenitor cells that have utility in both human
and veterinary medicine. Here, we review a range of stem cells,
from ESC to induced pluripotent stem cells, and discuss their
potential application in the field of regenerative medicine.

Introduction

Pluripotent stem cells are defined by their ability to
indefinitely self-renew, while maintaining the capacity to
differentiate into any cell type, and can also be main-
tained indefinitely in culture and yet maintain compe-
tence to produce all the cells within a foetus. (Brevini
et al. 2007; Kuijik et al. 2010). In general, they can
range from totipotent stem cells that are able to generate
a complete organism, including extra-embryonic mem-
branes, to unipotent stem cells such as muscle progen-
itor cells that are able to differentiate into just one cell
type (Mitalipov and Wolf 2009; Malaver-Ortega et al.
2012; Simara et al. 2013; Zheng et al. 2014). Embryonic
stem cells (ESC), in particular, have been extensively
studied.

The establishment of ESC lines from explant cultures
of the inner cell mass (ICM) obtained from in vive-
derived mouse (m) blastocysts was first reported over
31 years ago in mice (Evans and Kaufman 1981; Martin
1981), followed by non-human primates (Thomson
et al. 1995) and humans (Thomson et al. 1998; Reubi-

noff et al. 2000). Embryonic stem cells are isolated from

the ICM of developing embryos and are capable of
differentiating into denvatives of all three embryonic
germ layers: ectoderm, endoderm and mesoderm. This is
most evident when they are injected into a developing
blastocyst-stage embryo for development of a chimeric
animal. Essentially, all organs of these chimeric animals,
including the germ cells, are composed of a mixture of
ESC-derived cell and host blastocyst cells.

Unfortunately, establishing stable domestic animal
embryonic cells remains an issue; thus, the use of
reprogrammed somatic cells offers an excellent alterna-
tive. Induced pluripotent stem cells or iPSC were
initially developed by Takahashi and Yamanaka
{2006). In their seminal work, they demonstrated that
induced expression of four key transcription factors,
OCT4, SOX2, KLF4 and C-MYC (Yamanaka factors or
OSKM), was capable of reprogramming mouse somatic
cells into cells with similar pluripotential characteristics
to ESC cells. Since then, many efforts have been made to
obtain and characterize iPSC cells in domestic animals
(for review, please see Koh and Piedrahita 2014).

An alternate source of pluripotent stem cells are those
denived from primordial germ cell (PGCs). PGC-derived
pluripotent cell lines are referred to as EGC cells.
Essentially, they have the same characteristics as ESC
cells and have been used to generate germ line chimeras
in mice (Lawson et al. 1999). Both ES and EG cells
express a series of transcription factors to maintain the
pluripotent state. These include OCTY (POU domain
protein — Pousfl) and NANOG (Homeobox protein)
(Rizzino 2013). ESC and EGC, share some unique
characteristics that help define them as pluripotent stem
cells. These include positive enzymatic activities for
alkaline phosphatase and telomerase, and expression of
‘stemness’ genes including OCT4 and NANOG. Devel-
opmentally, they have the ability to contribute to the
germline of chimeric animals and to form teratomas
when injected into nude mice. In the past, when a cell
line failed to satisfy any of these requirements, they were
defined as ‘stem cell-like’ [see Koh and Piedrahita (2014)
for review in this area]. While our knowledge of ESC
and EGC cells in mice is extensive, the same cannot be
said for our understanding of the biology of ESC cell
and EGC cells in domestic animals.

At present, it is accepted that mouse and human ESC
cells differ both morphologically and developmentally.
Mouse ESC cells are LIF-dependent, have a compacted
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multilayer appearance, can be passaged by trypsiniza-
tion methods and form germ line chimeras when
injected into a blastocysts. In contrast, human ESC
cells are FGF2-dependent, form epithelial-like mono-
layers, are trypsin-sensitive (mechanical passage 1s
generally used) and have reduced developmental com-
petence when compared to mouse ESC cells. It is now
known that this 1s due to a later embryonic origin for the
human ESC cells. To differentiate between the two, the
term EpiSCs is used to indicate a later development
origin, FGF2 dependency and sensitivity to single cell
cloming (see Nichols and Smith 2011 for review of this
topic).

Domestic Animals: Advances in the Isolation of
Embryonic-Like Stem Cells

Availability of ESC cells in domestic and companion
species has been an intensive area of interest for the last
30 years. Initially, this research focused on isolating
ESC cells with the goal of using them for genetic
modifications, as had been accomplished successfully in
mice (Evans and Kaufman 1981). In mice, the avail-
ability of ESC cells allowed the development of complex
genetic manipulation technologies such as gene target-
ing by homologous recombination. This work was
recognized with the Nobel Prize (Evans and Kaufman
1981; Doetschman et al. 1987; Thomas and Capecclu
1987). More recently, however, the focus shifted from
one of using ESC cells for genetic modifications to using
ESC cells for regenerative medicine (Cibell et al. 2013).

A large number of reviews have been written covering
the topic of ESC cells in domestic animals (Travis et al.
2009; Wilcox et al. 2009; Blomberg and Telugu 2012;
Galdolfi et al. 2012; Malaver-Ortega et al. 2012;
Nowak-Imialek and Niemann 2012). Combined, these
reviews clarify and increase our knowledge about ESC
in domestic animals, however, they essentially summa-
rize that, at this point, we have a wide range of cell lines,
with differing differentiation and proliferation proper-
ties, but few if any have passed all the requirements of a
true ESC (Koh and Piedrahita 2014).

The earliest efforts made to derive embryo-derived cell
lines from non-laboratory ammmals include the work of
Evans et al. (1990) who first described pluripotent cells
from porcine and bovine embryos. Several porcine lines
were generated when blastocyst-stage embryvos were
cultured on mouse STO (a transformed foetal fibroblast
line) feeder layers. The cell lines were poorly character-
1ized, yet they were capable of spontaneously differenti-
ating into denvatives of tree germ layers when cultured
at high density. The results of Piedrahita et al. (1990a)
were not as optimistic and suggested that growth of
porcine and ovine ES cells was more complex than that
of mice. While multiple cell lines were isolated, the cell
lines had a limited capacity to differentiate and were
incapable of chimera generation. Similarly, Piedrahita
et al. (1990b), reported the effects of different feeder
layers on porcine ES-like cells, such as Buffalo rat liver
cells (BRL), continuous cell line of murine embryonic
fibroblasts (STO), porcine embryonic fibroblasts (PEF),
murine embryonic fibroblasts (MEF), porcine uterine
epithelial cells (PUE), epithelial-like porcine embryo-
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derived cell line (PH3A) and the combinations of these
feeders. None of the feeders tested provided optimal
conditions for isolation of porcine ES-like cells. Amaz-
ingly, while there have been multiple and extensive
reports on the isolation of porone ES-hke cells
(reviewed in Brevim et al. 2010 and Malaver-Ortega
et al. 2012), 24 vears after these initial reports we still do
not have any porcine stem cells of blastocyst ongin that
have conclusively shown all the hallmarks of true ES
cells, including chimera generation.

In the bovine, a recent review describes efforts in this
area over the last 25 years, moving from the 1solation of
ES-like cells that could be maintained just for a few
passages, and showed chromosomal abnormalities
(Strelchenko et al. 1991, 1995) to the most recent work
reporting isolation of putative ES cells that express
known markers of pluripotency such as SSEA-1, OCT4,
SSEA-4 and NANOG and the ability to generate
teratomas when injected into nude mice. Like, the
porcine, however, there is still no description of cell lines
that can generate germ line chimeras (reviewed by
Malaver-Ortega et al. 2012).

In cats, the first report of ES-like cell isolation date
from 2008 when Yuet al. isolated ES-like cells from the
ICM of in wive generated embryos cultured on cat
embryonic fibroblast feeder layers. These cells showed
typical stem cell morphology, where positive for alkaline
phosphatase and pluripotency markers, formed embry-
oid bodies and were capable, in vifro, to differentiate into
myocardiocytes. However, none of the cell lines 1solated
could proliferate long-term in an undifferentiated state.
A second study on cat ESC cells (Gomez et al. 2010)
reported the generation of cat embryonic stem-like cells
from blastocysts produced in vifro. The cell lines were
cultured in feeder layer from cat dermal or mouse
embryonic fibroblasts, with the cat feeder layer increas-
ing the number of cell lines when compared to heterol-
ogous feeders (mouse feeder layer). The isolated lines
were maintained for 9-12 passages, expressed the pluri-
potency marker alkaline phosphatase, and were capable
of spontaneous differentiation and forming embrvoid
bodies. Unfortunately, the characterization did not
include teratoma formation or chimera generation. Thus,
true cat ESC cells have not been reported.

In equids, the horse shows promise for climical studies
and it 1s now an accepted model for cartilage and tendon
repair as it mimics the human athlete. Saito et al. (2002)
described equine ESC-like cells with a normal karvotype
1solated from frozen and thawed blastocysts cultured on
umbilical cord-derived bovine fibroblasts feeder layers.
These lines expressed pluripotency markers, alkaline
phosphatase activity and the capacity for differentiating
in vitro to neural progenitor cells and to endothehal or
hematopoietic lineages. The cells grew for over 56
passages with most characterization occurring prior to
passage 17th. Of interest is the use of umbilical cord-
derived fibroblasts as feeders, as it 1s now known that
this tissue 1s an excellent source of pluripotent mesen-
chymal stem cells (MSCs) (El Omar et al. 2014). In
essence, Saito et al. cultured one type of stem cell using
another type of stem cell, also capable of differentiation
into multiple tissue types and prolonged proliferation,
as a feeder layer.
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More recently, Li et al. (2006) and Guest and Allen
(2007) established horse ESC-like cells from ICM and
cultured for 50 passages. Morphology of the cells showed
a typical epithelia-like morphology typical of human
ESC cells (EpiSC) cultured in FGF-containing media.
While the cells were capable of differentiating nto all
three germ lavers, neither did they for teratomas when
injected into nude mice nor were they tested for chimera
generation. These cells, however, have now been tested in
an allogeneic model of damaged tendon, and the authors
report that the horse ESC were able to survive up to
90 days at the injected site without any evidence of
immune rejection. However, a significant number of
gquestions remain unanswered due to differences in
labelling methods, the lack of controls and the limited
quality of the images presented (Guest et al. 2010).

Of all companion amimal species, the dog 1s perhaps
the one of greatest interest in regenerative medicine.
This is because the dog suffers from a large number of
naturally arising inherited diseases that mimic those
seen in humans (Patterson 2000; Switonski et al. 2004).
In addition, there is increased interest in the application
of cell-based therapies to this species in veterinary
medicine. Therefore, there 1s both a veterinary and a
human medicine interest. In dogs, there have been
several reports of dog ESC. Hatoya et al. (2006),
collected canine embryos at different stages (morulae,
blastocyst and hatched blastocyst) and plated either the
inner part of the morulae or the ICM on LIF-based
media on mouse feeder layer. No cell lines were
obtained from morulae, but several were established
from the blastocysts. The colomes showed typical
EpiSC-like morphology, were sensitive to single cell
dissociation and responded better to mechanical pas-
sage. They also expressed pluripotency markers, formed
embryo bodies and differentiated into neurons, myocar-
dium, epithelium and melanocyte-like cells. Schneider
et al. (2007) performed similar studies and reported
1solation of ESC-like cell lines in L1F-based media. Cell
line markers and differentiation ability were similar to
those reported by Hatova et al. (2006). Hayes et al.
(2008) also using L1F-based media reported isolation
and maintenance of an ESC-like cell line for 34
passages. The cell line had the typical epithelial mor-
phology charactenstic of EpiSC and, in addition, was
sensitive to single cell dissociation. However, it was
capable of multilineage differentiation and expressed
both proteins and mirRNAs indicative of plunpotency.
Wilcox et al. (2009) were the first to report culture of
canine ES-like cell in both LIF and FGF. Their results
showed that cells rapidly differentiated in the absence of
LIF, that cell lines with the ability to differentiate into
all three germ layer could be derived, but that their
ability to generate teratomas when injected into nude
mice was still compromised. More recently, Vaags et al.
(2009) 1solated ESC cells from canine blastocysts using
both LIF and FGF in their culture system. The cell lines
expressed all the markers unique to pluripotent stem
cells, and morphologically the cell lines formed com-
pacted multilayered colonies similar to mouse ESC cells.
More importantly, the cell lines could be maintained for
extended passages and generated complex teratomas
after injection into nude mice. Thus, with the exception

of chimera generation, these cell lines show all the
hallmarks of true ESC cells. This work represents a step
forward for the complete characterization for dog ESC
and the beginning for therapies in large animal models.

Overall, the field of embryonic stem cell isolation and
characterization 1s a complex one with many different
approaches for 1solation and maintenance being tried,
and with a wide range of rigour in how the resulting
lines are analysed. This makes it very difficult to
determine just what the state-of-the-art approach is for
any given species at this time. Below, we have simply
summarized some of the observations that have been
reported for several species but they are not compre-
hensive by any means.

Adult Stem Cells

Due to the difficulties in establishing true stable ESC in
most of the species described in Table 1, investigators
have turned to other sources of stem cells as sources of
material for regenerative medicine: adult stem cells. Of all
adult stem cells available, bone marrow (BM-MSC) and
adipose derived (ADSC) M SCs are the most commonly
used. MSCs, represent a population of stem cells with
more restricted differentiation potential compared to
ESCs, but they have the advantage that they are easily
isolated and maintained in culture (Reviewed by Hipp
and Atala 2008). Mimimal criteria set by the International
Society of Cellular Therapy require that MSCs be positive
for CDT70, CD90, and CD105 and negative for CD34
(Reviewed by Lin et al. 2013). However, it is now
accepted that MSCs are a highly heterogeneous popula-
tion of cells that include in some cases CID34 positive cells.
As aresult, new markers that better define the stemness of
cells are being proposed. This includes some used in the
ESC field such as SSEA-4, and others, such as Stro-1,
CD271, and CD146 (Feng-Juan et al. 2014). Thus, this
field, like the ESC field, is complicated by the wide range
of markers investigators use to define their cells. This
makesinterpretation, comparison and replication of data
difficult. Standardization and continuous re-evaluation
of MSC markers for clinical applications are needed.

In domestic and companion animals there 1s a large
number of publications and reviews, so in this

Table 1. Similarities and differences between embryonic-like stem cell
from dog, cat, pig and horse and embryonic stem cell from mouse

Mouse Dog Cat Pig Horse
Feature EsSC* ELSC" ELSC* ELSC? ELSC*
Alkaline + + + + +
phosphatase
OCT4 + + + + +
Embryoid Yes Yes Yes Yes Yes
body
Teratoma Yes Yes No Yes No
in viva
Chimera Ve No No Yes No

ESC, embryonic stem cells.
*According to Ginis et al. (2004).
"Schneider et al (2010).

“Yu et al. (2008).

Fhrevini et al. (2010).

“Guest and Allen (2007).

© 2014 Blackwell Verlag GmbH
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manuscript we will only cover the main charactenstics
of MSCs and refer the reader to other more compre-
hensive reviews. The complexity of the field and the lack
of standardization and controlled studies in the veter-
mnary field have been recently discussed by Cyranoski
(2013) who described the widespread use of MSCs and
the lack of properly controlled studies to evaluate how
effective these technologies truly are.

The isolation and characterization of MSCs of several
domestic animals has been successfully demonstrated.
Yet, the wide range of protocols and markers used 1s
daunting. As an example, 1solation and characterization
of MSC from swine has been reported by multiple
groups vet few, if any, examined marker expression but
defined MSC solely on the basis of adherence (Ringe
et al. 2002). Others used one or two markers (THY1
and ITGAM; Bosch et al. 2005). A few used a complex
panel of markers that include CD14-, CD45-, CD44 7,
CD907", CD1057 and CD297 (Bruckner et al. 2013).
Others separated the MSC population into a subpop-
ulation referred to as Multipotent Adult Progenitor cells
or MAPCs, on the basis of their lack of expression of
CD44, CD45 and MHC class 1 and class 11 genes, and
expression of OCT3 (Zeng et al. 2006). For ADSC and
BM-MSCs, the work of Bruckner et al. (2013) i1s notable
as not only did they use a comprehensive panel of
markers (CD14-, CD45-, CD447, CD%™, CDI105™
and CD297) but they were also able to differentiate
their MSCs into hepatocyte-like cells, a more complex
differentiation that the normally used adipogenic,
chondrogenic and osteogenic assays used to characterize
the pluripotentiality of MSCs. The heterogeneity of the
few papers described above reflects the state of the field,
with many mvestigators working in this area, and with a
wide range of rigour in defiming their starting popula-
tion.

In the veterinary field, due to interests in clinical
applications, multiple groups are promoting standard-
ization of MSC phenotyping. Schauwer et al. (2011)
elegantly summanzed why this standardization 1s
needed and provided clear pathways to follow in the
equine field. Their recommendations include analysis of
MSCs for adherence, positive expression of CD73,
CD90 and CDI105, and lack of expression of CD34,
CD45, CD14, CDI11b and MHC class Il antigens.
Similar recommendations are lacking in other veterinary
species at this point. In the horse, the veterimary
communities have paid increased attention to stromal
cells, (ADSCs or BM-MSCs) as an efficacious treatment
option for debilitating and career-ending musculoskel-
etal imjuries. For bone mamrow (BM-MSCS) Guest et al.
(2008) charactenized an extensive positive markers list:
CDI14, CD29, CD#4, CD7%, CD90), MHC-1, MHC-11
and Radcliffe et al. (2010) added as markers CDI11a/
CDIR, CD29 and CD45RB.

The domestic cat provides a number of important
advantages for biomedical research. Martin et al. (2002)
published a seminal report on the 1solation and charac-
terization of MSCs from cat bone marrow. These cells
were 1solated and characterized using standard meth-
odology developed for other species, showing similar
morphology, growth traits and cell-surface antigen
profile, when compared with human and rodents. They
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also showed in vitro differentiation capacity (adipocytes,
osteocytes and neuronal phenotypes when exposed to
appropriate induction media), vet, the lines were main-
tained for only a short time (six passages) and this group
suggested that growth factor supplementation may
enhance the long-term culture of feline MSC. More
recently, Webb et al. {2012) compared the growth and
marker characteristics of BM-MSC and ADSC from
healthy cats and determined that both had similar
marker expression being positive for CD44, CD 105 and
CD90 and negative for CD4 and MHC Class 11. In
addition, they concluded that ADSC were a more
desirable source due to their higher proliferative capac-
ity and ease of collection.

The state of camine MSCs has recently been reviewed
(Bakker et al. 2013) and support expression of CD29,
CD73, CD105, CD90, CD44 and Thy-1 in the absence
of hematopotetic markers such as CD34 and CD45.
Other groups, such as Kamishina et al. (2006), however,
identify MSC from canine bone marrow as CD90,
MHC-I — Neurogenic positive and CD34, CD45, MHC-
Il negative. Csaki et al. (2007) identified BM-MSC as
positive for CD105, CD90 and negative for CD45 and
CD34. Neupane et al. (2008) charactenzed for the first
time mesenchymal cells from canine adipose tissue,
however, they did not use any cellular markers. The first
detailed ADSC characterization was carried out by
Vieira et al. (2010) who reported they were CD44,
CD29, CD90) positive and CD14, CD34, CD45, CDI117
negative. In 2012, several groups reported cell marker
expression for canine mesenchymal cells in bone mar-
row, adipose tissue, muscle, periosteum and umbilical
cord. These cells were CD44, STRO-1, CD%90, CD29,
CD73, CDI105 positive and CD34, CD45 CDI14,
CD146, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 nega-
tive (Guercio et al. 2012; Kang et al. 2012; Kisiel et al.
2012; Takemitsu et al. 2012). Finally, Tryfonidou et al.
(2014) reported an extensive testing of human antibod-
1es that could be used to define canine MSC popula-
tions. In this review, they described CD271 and the in-
house generated antibodies to MSCA-1, CD356, CD349,
CD276 and CD34. The representative reports described
above reflect the variety of markers that are used, or not
used, by different groups. In summary, not only are
useful reagents continuously being generated and
reported, but there i1s an increasing rigour in the canine
literature n terms of description of the MSC popula-
tions on the basis of a comprehensive set of cellular
markers.

Foetal Stem Cells
Foetal adnexa (ammniotic luid, amniotic membranes and
umbilical cord matrix/blood) are an additional source of
MSCs that have high plasticity, high proliferation rate
and the ability to differentiate towards multiple lineages.
Many studies indicate that these stem cells exhibit some
features of ESC mncluding expression of embryonic
markers, high proliferation capability and low immu-
nogenicity (Cremonesi et al. 2011; Uranmio et al. 2014).
Foetal stem cells were first reported in humans
(reviewed by Pappa and Anagnou 2009) and have been
now isolated and charactenized in multiple other species.
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Cremonesi et al. (2011) conducted a review on the
progress and prospects of stem cells derived from foetal
membranes in domestic and companion animals, sum-
marnzing protocols and culture media for canine,
equine, porcine, feline, ovine and bovine. They also
summarized the phenotype, differentiation potential and
described in wvivo assays, providing great support for
future research. We refer readers to this more compre-
hensive review. Below, we provide a summary table
describing the most recent reports on a range of foetal
stem cells in equine, canine, feline and porcine species

(Table 2).

Unipotential Progenitor Cells in Regenerative
Medicine

In contrast to plunpotent and multipotent stem cells
such as ESC and MSC, progenitor cells do not
differentiate into multiple tissues types but into one or,
at most, two cell types. As such, their application in
regenerative medicine is highly organ and tissue specific.
Examples of such cells are muscle progenitor/satellite
cells (MPCs) and chondrocytes.

Muscle satellite cells have been shown to be a
heterogeneous population of committed myogenic pro-
genitors and non-committed stem cells and represent an
abundant, accessible and replemshable source of adult
muscle cells (Kuang et al. 2008; O'Brien et al. 2002; Yin
et al. 2013). One highly successful clinical application of
these cells has been in the treatment of urinary incon-
tinence (UI) in dogs. Eberli et al. (2012) successfully
treated canine Ul by injections of in vifre expanded
MPCs. Briefly, a muscle biopsy was collected from the
patient, MPCs isolated, expanded in culture and
injected mto the damaged sphincter muscle of 12
animals. The animals were followed up for 6 months
following injection, and it was demonstrated that
sphincter pressure was restored to near 80% of normal
values, indicating that autologous MPCs are able to
restore sphincter function (Eberli et al. 2012). This
study 1s an excellent example of the chnical application
of an easily collected and expanded cell source for the
treatment of a speafic condition.

Another important resource in regenerative medicine
1s the use of chondrocytes in an approach known as
autologous chondrocyte implantation (ACI). The idea
being to sample healthy cartilage from a patient, expand
it in culture and return the cells into the damaged area

Table 2. Description of the most recent papers and kinds of foetal
stem cells in equine, canine, feline and porcine

Reference Species Source
Reed et al. (2007), Kang et al. Equine Umbilical cord blood,
{2013) and Barberini ct al. (2014) Umbilical cord matrix,
ammion, amnion fluid
Zucconi et al. (20010), Uranio Canine Umbilical cord blood,
et ul (2011, 2014) Amnion and Amnion fhoid
lacono et al. (2012) Feline Amnion
Aminiotic fluid
Carlin et al. {2006) and Chen Porcine Umbilical cord, Amniotc

et al. (2011) Fluid

of the patient. Unfortunately, in vitro culture of chon-
drocytes induces their de-differentiation and a gradual
conversion into fibroblast-like cells. This transition is
accompanied by changes In gene expression and a
gradual shift from Collagen 2 (COL2) to Collagen |
(COLI) expression, and Aggrecan (ACAN) to Versican
(VCAN) expression (Schnabel et al. 2002). In an
unpublished work, we have recently shown that in vifro
expanded porcine chondrocytes can still respond to
inductive signals and generate high quality cartilage
upon differentiation. Thus, even though their morphol-
ogy and gene expression profile indicates that they are
different from freshly isolated chondrocytes, they can
still generate high quality cartilage. When combined
with 3D scaffolds, cultured chondrocytes are capable of
differentiation into both cartilage and bone, making
them an ideal source for orthopedic applications (see
review by Chu et al. 2010 and Chen et al. 2014). Thus,
while more restricted in their differentiation potential,
adult cells can still play a role in regenerative medicine.

Induced Pluripotent Stem Cells: A Step
Forward

Induced pluripotent stem cells (iPSCs) are generated by
induced expression of transcription factors related to
pluripotency. This allows a somatic cell in a differenti-
ated state to reverse to an embryonic-like state. Takah-
ashi and Yamanaka (2006) first described this technique
in mice whereby incorporation of the transcription
factors Oct3/4, Sox2, KlIf4 and C-mye (OSKM) were
sufficient to convert a somatic cell into an ESC-like cell.
These cells were referred to as induced pluripotent or
iPSC cells. The discovery of such technology was based
on the hypothesis that nuclear reprogramming i1s a
process driven by factors that play a critical role in
maintaining the pluripotency of ESC (Takahashi and
Yamanaka 2006; Yamanaka 2008). The introduction of
exogenous pluripotency genes (commonly done by viral
vectors such as retrovirus or lentivirus) induce the
expression of genes from a pluripotency network (Hotta
and Ellis 2008; Jaenich and Young 2008).

The field of induced pluripotency has been growing
exponentially and with it the quest for increased
efficiency and reproducibility. Many studies have con-
firmed the repeatability of this process in several species,
including rhesus monkey (Liu et al. 2008), cattle (Sumer
et al. 2011), rabbits (Honda et al. 2010), sheep (Bao
et al. 2011) and others. We recently reviewed (Koh and
Piedrahita 2014) the state of the 1PSC field in domestic
and companion ammals, so here we will just briefly
summarize the field and provide some examples.

Esteban et al. (2009) reported for the first time 1PSC
cells from pigs, using Yamanaka factors (OSKM-
human and mouse) In a retrovirus system. More
recently, Gao et al. (2014) and Gu et al. (2014) have
reported increases in efficiency of generation and
stability of pigs 1IPSC (Gu et al. 2014). In horses, Nagy
et al. (2011) established the first horse 1PSC using
fibroblasts and transcription factors delivery by Piggy-
Bac transposon. One year later, two groups (Hackett
et al. 2012 and Khodadadi et al. 2012) were able to

denive egquine 1PSC without the use of the oncogene
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C-myc. In dogs, Shimada et al. (2010) reported the first
canine 1PSC generated using OKSM and retroviral
vectors. Whitworth et al. (2012) reprogrammed adult
fibroblast to iIPSC using lentivirus system with OKSM
plus Lin28 and Nanog. The iPSC lines were LIF and 21
(inhibitors) dependent. Recently, we produced canine
iPS from adult fibroblast with OSKM factors and the
retrovirus system (Koh et al. 2013). We compared
culture conditions (LIF alone, FGF alone or
LIF + FGF) and determined that canine iPSC cells
were better adapted to grow in a combination of LIF
and FGF. We also carried out a detailed chromosomal
characterization using both comparative genome
hybridization and fluorescence in siru hybridization
(FISH) and determined that, as previously reported in
humans (Mayshar et al. 2010; Hussein et al. 2011),
canine 1PSC cells are unstable in culture. Thus, while it
is now possible to isolate iIPSC cells from a wide variety
of species, and using a vanety of protocols, their clinical
utility remains uncertain until issues of chromosomal
instability are resolved.

Conclusion

Regenerative medicine is rapidly moving forward
towards clinical practice, but with stringent FDA
regulations for human stem cell applications there 1s a
push for the development of more appropriate animal
models. Amimals such as dogs (Starkey et al. 20035)
horses (Paris and Stout 2010) and pigs (Malaver-Ortega
et al. 2012). provide a step forward towards human
applications not only because they have many anatom-
ical, physiological and genetic similarities to humans but
because they also allow complex and controlled exper-
imentation (Casal and Haskins 2006; review Schneider
et al. 2010). In the case of swine, there is the added

advantage that recent progress on the use of meganuc-
leases such as Tal effector nuclease (TALENs) and
CRISP-CASY allows the generation of complex trans-
genic swine in a highly effective manner (Carlson et al.
2012; Tan et al. 2013; Hai et al. 2014). As a result, not
only are there benefits of size and physioclogy, but also
the possibility of developing swine that have pathologies
similar to those seen in human patients. This will allow
the development of safe and effective cell-based treat-
ments in a large animal model before introduction into
the human hospital.

In addition, companion animals such as dogs, cats
and horses offer advantages as they carry naturally
occurring diseases and lesions much like those seen in a
highly heterogonous human population. This will allow
the development of technologies that can survive the
complexities of treating a highly heterogeneous patient
population. Moreover, the development of these tech-
nologies will positively impact the lives of the veterinary
patient, in addition to helping develop human applica-
tions. In short, the combination of advances in stem cell
biology, the availability of novel biomaterials, new
efficient methods for generating transgenic swine and
our increasing understanding of the value of large
animal models, promises to drastically accelerate the
development of clinical applications in regenerative
medicine.
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Episomal vector systems have the potential to avoid undesired side ef-
fects, since they behave as separate extrachromosomal elements in the
nucleus of a target cell. The main goal of gene therapy is to treat loss-of-
function genetic disorders by delivering correcting therapeutic DNA se-
quences into the nucleus of a cell, allowing its long-term expression at
physiologically relevant levels. Production of non-transgenic iP5 cells is
highly desirable especially in large animal models such as the canine
model. Adult canine skin fibroblasts (cSFs) were seeded at 8ES cells per
10-cm dish and maintained in DMEM/F12 and supplements. Episomal
vectors containing the murine pluripotency transcription factors (Oct3/4,
Sox2, KIf4 and c-Myc, OKSM) and episome plus each of the OKSM were
used to generate independent ciPSC cell lines. Nucleofection of episomal
plasmids was performed with Amaxa nucleofection protocol. Cells were
transfected twice for eight hours, the vectors were removed and culture
media was replaced. On day 6 post-infection, the transfected cells were
replated into new MEFs, the next day, culture media was replaced by
mTESR. Cell cultures were analysed after non-integrated vectors in each
treatment and compared with cells transfected with episomal vector
only. It was observed morphological changes in the c-myc transfected
culture, resembling iPS colonies. These colonies presented alkaline
phosphatase (AP) activity and we confirmed pluripotency marker
expression using polymerase chain reaction (PCR). Our findings show the
way for the generation of iPSC free of vector integration, excluding
problems caused by viral integration, and increasing the therapeutic
potential of these cells. The efficiency of canine iPSC in this study, how-
ever, was increased when c-myc alone was used in combination with
OKSM vector.
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The aim of this study was to further clarify the mechanisms
involved in inducing pluripotency using canine foetal fibro-
blast cells. The two pluripotency-related transcription factors,
OCT4 and SOX2, coupled to a fluorescent reporter gene were
transduced, individually or in combination, using a lentiviral
system. Stable transgenic cell lineages were obtained and
canine cells showed to be highly responsive to the integration
and expression of human SOX2 and OCT4, also depending on
the amount of virus used for incubation. Such positive results
are essential for the establishment of pluripotency induction
through the incorporation of known transcription factors into
the genome of somatic cells.

Introduction

The use of human embryonic stem cells (ESCs) in
clinical trials remains controversial because of ethical
concerns over the harvesting of human embryos for the
isolation of ESCs, and also because of the risks
associated with immune rejection of heterologous
transplanted ESCs. Consequently, the use of induced
pluripotent stem cells (iPSCs) using a set of transcrip-
tion factors, such as OCT3/4, SOX2, KLF4 and c-MYC
(Yamanaka factors), into differentiated somatic cells
may help to overcome the immune rejection problem
(Takahashi and Yamanaka 2006).

Induced pluripotent stem cells are similar to ESCs in
morphology, proliferation and pluripotency. Successful
generation of iPSCs has been reported for humans
(Takahashi and Yamanaka 2006) and other species
(Takahashi et al. 2007; Telugo et al. 2010 including the
dog (Luo et al. 2011; Whitworth et al. 2012). Although
the use of iPSCs in basic research is moving forward,
their use as a therapeutic tool remains a challenge,
mostly because of the lack of appropriate animal models
for testing their efficacy and safety (Luo et al. 2011).

For a long time, the dog has served as a valuable
model for human diseases; thus, approximately 58% of
dog genetic diseases resemble specific human disorders
caused by mutations in the same gene (Luo et al. 2011)
and — more practically — the lifespan of dogs is
considerably longer than that of rodents, thus allowing
more adequate long-term studies in disease processes
and therapeutics conducted in the rodent models
(Whitworth et al. 2012).

Direct reprogramming generates iPSCs with the
molecular profile and developmental potential of ESCs.
However, several studies have suggested that small
differences in gene expression or chromatin modifica-
tions yield iPS cell lines with reduced pluripotency when

compared with ESCs (Carey et al. 2011). To harness the
full potential of iPSC technology, it is important to
understand the mechanisms involved. Therefore, the
aim of this study was to obtain further information on
the cellular mechanisms underlying induced pluripoten-
cy in dog cells for the future establishment of iPS cells
that can be used for cell therapy and other purposes.

Materials and Methods

The study protocol was approved by the research ethics
committee (2377/2011) of the Faculty of Animal Science
and Food Engineering, University of Sao Paulo, Brazil.

Preparation of canine foetal fibroblasts

Foetal fibroblasts were obtained from one foetus at
approximately 30 days of gestation.

Following ovariohysterectomy, the uterus from a
pregnant animal was removed and immediately taken
to the laboratory as previously described (Miglino et al.
2006; Martins et al. 2011) . After aseptic removal of
organs and of the head, the foetus was washed in PBS-L
(without calcium or magnesium) supplemented with
antibiotics (1% penicillin—streptomyein; Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) and minced. Fragments of
approximately 1 mm were incubated with collagenase
IV (40 mg/ml; Sigma, St. Louis, MO, USA) for 3 h at
38.5°C. After incubation, cells were washed and in vitro
cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM) (Gibco, Carlsbad, CA, USA, Invitrogen)
supplemented with 10% foetal bovine serum and 1%
penicillin-streptomycin (Gibco, Invitrogen). Culture
media were changed every 3 or 4 days until the cells
were subconfluent. The foetal fibroblasts were main-
tained in culture or frozen and stored at —80°C for
further experiments.

Lentiviral production and transduction of canine
fibroblasts

Plasmids contain the transcription factors human (h)
OCT4-vexGFP and SOX2-mCitrine, each of which
linked to a fluorescent reporter (Papapetrou et al.
2009). Lentiviral production consisted of the lipofection
of 293FT cells (Invitrogen) with Lipofectamine 2000
reagent (Invitrogen) following manufacturer’s sugges-
tions. Supernatant was recovered at 48 and 72 h after
transfection, filtered and concentrated by ultracentrifu-
gation (28 000 x g for 2 h); supernatant was removed
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by pouring the tube and the remaining media culture
was pipetted and used in the transductions. Stable
transgenic cell lineages were produced by transducing
10° canine fibroblasts cells plated the day before with
100 pl or 250 pl for SOX2, 100 pl for OCT4 and a mix
of the two factors (50 pl for SOX2 and 100 pl for
OCT4) of the concentrated lentivirus produced with
each of the transcription factors supplemented with
6 pg/ml polibrene (Sigma).

Induced pluripotent stem cell culture

Induced pluripotent stem cells were maintained on
mitomycin-treated feeder layers (MEFs) with iPSC
medium, which consisted of Dulbecco’s modified
Eagle’s medium/F-12 (Gibco) supplemented with 20%
(v/v) knockout serum (Gibco), minimal essential med-
ium (MEM) non-essential amino acid solution (Sigma),
glutamine (Invitrogen), 0.055 pm f-mercaptoethanol,
5 ng/ml human bFGF (Invitrogen) and 1000 U human
LIF (Millipore, Billerica, MA, USA).

Flow cytometry

Percentage of cells expressing the fluorescent reporter
was analysed by flow cytometry (FACSAria; BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), and positive cells
were sorted and in vitro cultured or cryopreserved for
further studies. To confirm the stability of SOX2-
mCitrine and OCT4-vexGFP transgenic canine fibro-
blasts, assays were performed with gPCR and confocal
microscopy.

Confocal microscopy

Live cells were submitted to confocal microscopy
equipped with a fluorescence filter spectrum (Leica
TSC SP5 AOBS:; Leica Microsystems, Wetzlar, Ger-
many) allowing the analysis of OCT4-vexGFP (excita-
tion laser 405 nm, emission 535 nm) and Sox-mCitrine
(excitation laser 514 nm. emission 529 nm). The pic-
tures were analysed by software LAS-AF (Leica Appli-
cation Suite and Advanced Fluorescence; Leica
Microsystems) with modules Live Data, FRAP, FRET
AB and SE.

Polymerase chain reaction

Total RNA (from purified samples) was isolated by the
method of TRIzol Reagent (Invitrogen). Quantification
of RNA was on a UV spectrophotometer at 260 nm.
The ¢cDNA High Capacity Reverse Transcription kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was used
for cDNA synthesis; this kit uses random hexamers for
the conversion of total RNA into cDNA.

Gene expression was assessed by quantitative PCR
(Step One Real Time PCR Systems; Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). The reactions were performed
using a commercial assay system (SYBR™ Green PCR
Master Mix; Life Technologies); target genes were
OCT4 and SOX2. Glyceraldehyde 3-phosphate dehy-
drogenase gene (GAPDH) served as a housekeeping
gene. The sequences of the primers used are shown in

© 2012 Blackwell Verlag GmbH

Table 1. Reaction conditions consisted of 40 cycles with
annealing temperature of 60°C. Quantification of OCT4
and SOX2 was by normalizing the signals with GAPDH
signals using the 2PP¢ method (Livak and Schmittgen
2001).

Results
Flow cytometry

Stable cell lineages expressing the pluripotency-related
transcription factors SOX2-mCitrine, OCT4-vexGFP
and SOX2-mCitrine + OCT4-vexGFP were produced.
The percentage of positive cells was calculated using non-
transduced cells as controls. The results obtained and
those after incubation with different volumes of the virus-
containing supernatant are shown in Table 2. Regarding
SOX2-positive cells, however not significantly different,
fibroblasts transduced with a smaller amount of virus
(100 pl) showed a higher percentage of positive cells
compared with those that were transduced with 250 pl of
supernatant (96.3% vs 90.2% of positive cells).

Confocal microscopy

Confocal analysis enabled the visualization of the
fluorescent protein reporters of both constructs
(OCT4-vexGFP and SOX2-mCitrine), also in the dou-
ble transduced cells (OCT4-vexGFP + SOX2-mCi-
trine). Both fluorescent proteins were equally
distributed throughout the cell cytoplasm (Fig. 1).

Gene expression analysis

First results obtained on day 6 after transduction show
the expression of both transcription factors in trans-
duced cells, while controls were negative (Fig. 2).

Discussion

Herein, we report the production of genetically modified
canine foetal fibroblast cell lines, expressing different

Table 1. Sequences of the primers used for gPCR

Gene Sequences (537

OCT4_FWD CAGGUCCCGAAAGAGAAAGC
OCT4_REV CGGGCACTGCAGGAACA
SOX2_FWD TGCGAGCGCTGCACAT
SOX2_REV TCATGAGCGTCTTGGTTTTCC
GAPDH_FWD AAGGCCATCACCATCTTCCA
GAPDH_REV CCACTACATACTCAGCACCAGCAT
Table 2. Flow cytometry analysis of stable SOX2-mCitrine and

OCT4-vexGFP transgenic canine fibroblasts

Plasmids Positive cells, %
SOX2-mCitrine (100 pl) 96.3
SOX2-mCitrine (250 pl) 90.2
OCT4-vexGFP (100 pl) 91.4

SOX2-mCitrine (50 pl) + OCT4-vexGFP (100 pl) T32+ 928
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(C))

Fig. 1. Micrographs of canine foetal fibroblasts expressing the fluorescent protein reporters. a and a': OCT4-vexGFP and vexGFP merged with
bright field, b and b SOX2-mCitrine and merged; ¢, ¢’ and ¢": OCT4-vex, SOX2-mCitrine and double positive, respectively

human transcription factors related to pluripotency.
Such cell lines are important for the development of
IPSC.

The percentage of cells positively transduced was
estimated via the fluorescent reporter gene expression
and flow cytometry. Canine cells were shown to be
highly responsive to the integration and expression of
human SOX2 and OCT4 apparently exceeding the
responsiveness seen in other species (Huangfu et al.
2008).

Fluorescent microscopy analysis showed that the
distribution of reporter proteins was similar for both
transcription factors and that protein localization is not
restricted to a particular cell region. The characteriza-
tion of such positive results is essential for the estab-

lishment of induction of pluripotency through the
incorporation of known transcription factors into the
genome of somatic cells.

OCT4 and SOX2 expression in transduced cells
showed a high exogenous expression of each targeted
gene in single and double transfected cells. However, no
interaction between OCT4 and SOX2 was observed, at
least until 6 days after transduction. As day 6 after
genetic modification is too early to allow for a possible
and proper reprogramming of the endogenous genome,
gene expression observed in this study must be due to
the expression of the ‘transgene’. According to Ham-
machi et al. (2012), OCT4 is an essential regulator of
pluripotency in vivo and in vitro in ESCs, as well as a key
mediator of the reprogramming of somatic cells into

© 2012 Blackwell Verlag GmbH
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iPSCs, and its interaction with SOX2 may be essential
for such purpose (Rizzino 2009).

As already known, species other than humans and
mice are refractory to the establishment of true ESCs.
Therefore, optimization and characterization of direct
reprogramming in domestic animals such as the dog are
extremely helpful and may contribute in clarifying the
mechanisms involved in cellular reprogramming path-
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Agéncia M _FAPESP

Parceria busca linhagem
segura de células-tronco para

tratar lesao medular
02 de dezembro de 2013

Por Karina Toledo

Agéncia FAPESP — A obtencao de linhagens
seguras de células-tronco pluripotentes para
serem usadas, por exemplo, no tratamento de lestes medulares e doencgas genéticas como
distrofia muscular € o principal objetivo de um projeto que retine pesquisadores da
Universidade de S&o Paulo (USF) e da North Carolina State University, nos Estados Unidos.

Os primeiros resultados foram apresentados pelo professor Carlos Eduardo Ambrésio, da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da USF, em Pirassununga,
durante a programacao da FAPESP Week North Carolina, no dia 12 de novembro.

“Estamos trabalhando com linhagens de células animais adultas nas quais induzimos a
pluripoténcia [capacidade equivalente a das células-fronco embrionanas de se diferenciar em
qualgquer tecido]. Nosso foco € obter uma linhagem segura, sem o potencial de formar
tumores, para ser usada em testes pré-clinicos e clinicos”, contou Ambrosio.

O projeto — coordenado por Ambrésio e por Jorge Piedrahyta, da Faculdade de Medicina
Veterinaria da North Carolina State University — fol um dos aprovados na mais recente
chamada de propostas langada no ambito da University Global Partnership Network (UGPN).
O consdrcio internacional formado pela USP, pela North Carolina State University e pela
University of Surrey, no Reino Unido, tem o objetivo de fomentar a colaborag&o entre
académicos das trés instituigdes.

O trabalho também esta vinculado a um Auxilio & Pesquisa — Regular da FAPESP

coordenado por Ambrosio no Brasil.

Para induzir a pluripoténcia em fibroblastos de cachorros, os pesquisadores usam a técnica
premiada com o Nobel de Medicina em 2012 e descrita em 2006 por Shinya Yamanaka, da
Universidade de Kyoto, no Japao. O método consiste em insenr na célula adulta da pele
certas proteinas — conhecidas como fatores de transcrigdo — capazes de reprogramar o
genoma celular.
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Esses fatores de transcrigdo ativam genes relacionados ao estagio embrionario da celula e
desligam outros genes que deveriam estar ativos apds o amadurecimento celular.

O trabalho de adaptacéo da técnica para a obtengdo de células-tronco pluripotentes induzidas
(IPS, na sigla em inglés) caninas foi descrito em artigo publicado na revista Reproduction in
Domestic Animals. Rendeu ainda um artigo divulgado recentemente na revista Placenta.

“A técnica descrita por Yamanaka propde o uso de quatro diferentes fatores de transcricdo:
OCT34, SOX2, KLF4 e C-MYC. Mas, ao mesmo tempo que isso induz a pluripoténcia na
célula, também a torna altamente teratogénica [capaz de induzir a formacdo de tumores do
tipo teratoma, composto de tecidos mistos]. O que estamos tentando fazer agora, por
enquanto em expernmentos in vitro, € obter uma IPS com um namero reduzido de fatores de
transcricdo. Acreditamos que isso possa diminuir o potencial carcinogénico da célula.
Também pretendemos gerar indmeras linhagens brasileiras e amencanas e realizar estudos
da reacdo do cultivo celular com diferentes fatores de crescimento, bem como realizar a
analise das sequéncias génicas dessas células”, explicou Ambrosio.

Qutra estratégia do grupo € modular o genoma celular por meio de femamentas como a Talen
(Transcription activator-like effector nucleases), grupo de enzimas que possibilita ativar ou
desativar genes de interesse. Esse trabalho esta sendo realizado na Carolina do Norte
durante o doutorado de Natalia Juliana Mardelli Gongalves, com Bolsa da FAPESP e
orientagdo de Ambrosio. A primeira etapa foi realizada por Gongalves durante estagio no
exterior também com Bolsa da FAPESP.

Ja durante o mestrado de Helena Debiazi Zomer, com Bolsa da FAPESP e onentacéo de
Ambrasio, foram estudadas a obtencao de IPS de coelhos a partir de células-tronco do tecido
adiposo.

Banco de células-tronco

Entre os anos de 2008 e 2011, por meio de um Auxilio 4 Pesquisa - Apoijo a Jg
Pesquisadores, Ambrdsio investigou diversas formas para obter células-tronco

mesenguimais — capazes de se diferenciar em alguns tipos de tecido, como ossos, cartilagem
e gordura — de diversos animais.

O trabalho resultou na criagdo de um banco que reune mais de dez linhagens de células-
tronco de cachorro, gato, ovelha e porco. Esse acervo hoje esta ligado ao Laboratono de
Morfofisiclogia Molecular e do Desenvolvimento da FZEA, coordenado pelo professor Flavio
Vieira Meirelles, e a nova Unidade Didatica Clinico Hospitalar, concebida com a intengdo de
gerar inovacdes terapéuticas para fins veterinarios.

“Além da terapia celular, também testamos a terapia génica, usando ferramentas de edigdes
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de genes em culturas celulares de musculos de cdes com distrofia muscular. Tentamos, in
vitro, cormmgir o gene defeituoso causador da doenga”, explicou.

Na avaliacdo de Ambrdsio, a geracdo de conhecimento sobre manipulacdo de células-tronco e
edicdo de genes pode contribuir para o tratamento de doengas cronicas e genéticas em
animais, com aplicagdes futuras para humanos.
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RREPROGRAMMING BY GENE INDUCTION: THE FACTORS INVOLVED IN
THE ESTABLISHMENT OF CANINE STEM CELLS

Natalia Gongalves, Fabiana Bressan, Flivio Meirelles, Carlos
Ambrasio Faculty of Animal Science and Food Engineering, University of
Sao Paulo, Pirassununga, Brazil

Takahashi and Yamanaka established a techmigue where transcription
factors related to pluripotency were incorporated in the genome of so-
matic cells in order to reprogram these cells. The expression of these
transcription factors enables a somatic cell that presents a differentiated
condition to reverse it to an embryonic state, generating induced plurip-
otent stem cells (iPSC). The production of iPSC from canine fetal fibroblasts
was performed with lentiviral integrative systems by policistronic humam
and mouse vectors (Stemcca), aiming to obtain cultures of pluripotent
stem cells that would develop patterns of gene expression and epigenetic
similar to cells derived from the animal model. Canine iPSC lines were
produced and these clonal lines were cultivated with bEGF and indepen-
dently of LIF and presented morphological characteristics that are more
close to iPSCs produced in other species such as bovine than to previously
described canine iPSC. In the first day after transduction, no differences
were observed between murine and human infection. The cells in the
reprogramming process presented early colonies at 11 days after trans-
duction, who kept stable and similar to the stem cell morphological pat-
terns. These colonies were picked by hand at the first passage and
therealfter Tryple was successfuly used. Such cell lines were alkaline
phosphatase positive, had the ability to form embryonic bodies, to spon-
taneously differentiate and to express pluripotency-related genes (Octd,
Sox2). This work demonstrates it was possible to efficiently reprogram
canine somatic cells using lentiviral vectors and proves these cell lines are
pluripotent through pasive results on the pluripotency tests. Also, these
new results combining the use of Tryple enzyme and bFGF supplemen-
tation only, unlike what has been done for this specie.





