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RESUMO 

 

GONÇALVES, N. N. Geração de célula-tronco pluripotente canina: fatores envolvidos no 

estabelecimento da reprogramação por indução gênica. [Generation of canine pluripotent stem 

cells: factors involved in the establishment of reprogramming by gene induction]. 2015. 130 f. 

Tese (Doutorado em Ciências) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

 

A produção de células-tronco induzidas (iPSC) a partir de fibroblasto fetal canino abre 

caminhos para a obtenção de células pluripotentes e o estudo de sua aplicabilidade para 

terapias alternativas na medicina veterinária. Neste contexto, este trabalho investigou 

metodologias adequadas avaliando a eficiência destas, para a produção de células-tronco 

pluripotentes no modelo canino in vitro (CTE-like), uma vez que a produção de células-tronco 

embrionárias verdadeiras, cultivadas a partir da MCI de blastocistos, ainda não foi 

completamente caracterizada em animais domésticos. Os experimentos visaram o aumento do 

conhecimento de fatores envolvidos no processo de reprogramação em cães, bem como a 

produção de tais linhagens e sua completa caracterização. No primeiro experimento, foi 

comparada a infecção retroviral, já padronizada por diversos grupos, com a reprogramação 

epissomal, inédita para a espécie, na tentativa de induzir células à pluripotência sem a integração 

viral, e ainda, estratégias para o aumento da eficiência de reprogramação, onde o plasmídeo 

epissomal foi somado a fatores de transcrição. A reprogramação epissomal gerou colônias quando 

acrescida do fator c-MYC, que provavelmente, aumentou a proliferação destas células produzindo 

colônias iPS com morfologia típica e positivas para o teste da fosfatase alcalina. Tais resultados, 

ainda preliminares pra conclusões, são essenciais para o processo de obtenção de linhagens sem a 

integração viral, aumentando a aplicabilidade na terapia celular. No segundo experimento 

objetivou-se avaliar os fatores OCT4 e SOX2 associados a proteínas repórteres. Os fibroblastos 

que receberam estes fatores, foram analisados por citometria de fluxo, permitindo a avaliação 

da influência de cada fator no processo de reprogramação, além de permitir a separação 

(sorting) das células que integraram o gene, aumentando a eficiência de reprogramação e o 

conhecimento biológico dos mecanismos de integração rastreados por uma proteína repórter. 

A análise por microscopia de fluorescência revelou que a distribuição de proteínas repórteres 

foi semelhante entre as duas diferentes construções proteicas e que não se restringe a uma 

região da célula em particular. OCT4 e SOX2 mostraram uma elevada expressão exógena de 

cada gene alvo, bem como células dupla positivas. No entanto, nenhuma interação foi 

observada pelo menos 6 dias após a transdução. O último capítulo experimental descreveu o 



 

 

mecanismo de reprogramação por integração lentiviral para indução da pluripotência em 

fibroblastos fetais de cão. As linhagens obtidas e completamente caracterizadas neste estudo 

foram independentes de LIF ou qualquer outra suplementação com inibidores, resistentes ao 

repique enzimático (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 caracterização in vitro, com eficiência 

máxima de reprogramação de 0,001%. Todas as colônias foram positivas para o teste da 

fosfatase alcalina, bem como formaram corpos embrióides e se diferenciaram de forma 

espontânea, além de expressarem altos níveis dos fatores endógenos OCT4 e SOX2. In vivo, as 

colônias foram capazes de desenvolver tumor 120 dias após a inoculação (confirmado por 

análise histopatológica) comprovando sua origem predominantemente mesodérmica. A 

integridade cromossomal das linhagens foi avaliada por hidridização FISH, que não 

evidenciou qualquer tipo de anomalia. A completa caracterização de tais linhagens, bem como 

os experimentos não integrativos e com fatores associados a proteínas repórteres, aumentam o 

conhecimento da tecnologia de reprogramação, estabelecendo novas estratégias para indução 

da pluripotência de forma mais eficaz e segura para seu uso em testes clínicos e terapia 

celular.  

 

Palavras-chave: iPSC. Reprogramação. Pluripotência. Células-tronco.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

GONÇALVES, N. N. Generation of canine pluripotent stem cells: factors involved in the 

establishment of reprogramming by gene induction. [Geração de célula-tronco pluripotente 

canina: fatores envolvidos no estabelecimento da reprogramação por indução gênica]. 2015. 

130 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 

Universidade de São Paulo, São 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 INTRODUÇÃO 

 

A definição a respeito de células-tronco embrionárias (CTE) tem sido alterada ao 

longo dos anos, especialmente após a caracterização em humanas (THOMSON et al., 1998), 

onde propõe-se que tais células são verdadeiras quando se auto renovam extensivamente in 

vitro, mantém um cariótipo estável e normal, se diferenciam em tecidos provenientes dos três 

folhetos embrionários, expressam OCT4 e um painel de outros marcadores pluripotentes, e 

apresentam atividade de telomerase (HOFFMAN; CARPENTER, 2005). Infelizmente, 

algumas das características das CTEs que comprovam a sua pluripotência são as mesmas 

capazes de levar a uma diferenciação descontrolada, resultando muitas vezes em formações 

tumorais (WAKITANI et al., 2003; ARNHOLD et al., 2004), deixando sua aplicabilidade 

controversa e cercada por muitos desafios.  

As importantes conquistas alcançadas com células-tronco embrionárias foram 

recentemente celebradas com o prêmio Nobel. Em 1962 Gurdon evidenciou pela primeira vez 

a capacidade de células diferenciadas retornarem ao estado de pluripotência, e então diversos 

cientistas derivaram estas células e delinearam a função dos genes relacionados a tal condição 

pluripotente (EVANS; KAUFMAN, 1981; DOETSCHMAN et al., 1987; THOMAS; 

CAPECCHI, 1987). No entanto, estes aspectos das células-tronco tem sido arduamente 

pesquisado e o público continua aguardando a próxima grande conquista: que elas sejam 

capazes de prover uma fonte ilimitada de material para medicina regenerativa. Aparentemente 

é difícil dizer quando isso ocorrerá, porém as pesquisas ainda são ambiciosas ao redor deste 

assunto e destas células tão promissoras, apesar de tão difíceis de serem caracterizadas. A 

persistente falta de métodos padronizados para a derivação, caracterização e manutenção de 

tais células, em especial para os animais domésticos, continua estimulando a busca por 

caminhos alternativos (BREVINI et al., 2008). 

Diversos pesquisadores estão envolvidos principalmente no sentido de esclarecer e 

tornar real sua aplicabilidade na terapia celular. Com a evolução das técnicas de fertilização, 

maturação e transplante de embriões de diversas espécies, o estudo das células-tronco 

embrionárias tem se tornado uma metodologia palpável (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 últimos anos, 

muitos esforços foram feitos neste sentido, porém escassos trabalhos referentes a carnívoros 
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(especialmente os canídeos) são relatados, alegando-se dificuldades de isolamento nestes 

animais (TRAVIS et al., 2009; URANIO et al., 2011), algumas revisões descrevem tal 

dificuldade além de retratarem as perspectivas para os animais domésticos neste aspecto 

(GONÇALVES et al., 2014; KOH; PIEDRAHITA, 2014).   

Dentre estes caminhos, células somáticas podem adquirir propriedades de CTE 

através da reprogramação nuclear. Os maiores enfoques incluem a transferência nuclear 

(TNCS), fusão celular e a introdução de fatores de transcrição específicos, reprogramando 

células somáticas ao estado de pluripotência. A reprogramação, 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 expressão combinada dos fatores de transcrição 

OCT4, SOX2, KLF4 e c-MYC eram capazes de reprogramar células somáticas para a condição 

de CTE-like, nomeadas como células de pluripotência induzida (iPSCs). Desde sua 

descoberta, esta metodologia tem atraído muitos pesquisadores ao redor do mundo por sua 

relativa simplicidade e grande potencial na medicina regenerativa (LIANG; ZHANG, 2013).     

A introdução destes genes de pluripotência exógenos induzem a expressão de genes 

endógenos da rede autorregulatória transcricional de pluripotência e o silenciamento total dos 

fatores exógenos estabelece o limiar entre células iPS totalmente ou parcialmente 

reprogramadas, sendo que o quadro ideal para as totalmente reprogramadas é o silenciamento 

exógeno e a manutenção da pluripotência passa a ser função do circuito endógeno (HOTTA; 

ELLIS, 2008; JAENICH; YOUNG, 2008).  

Os esforços dos trabalhos mais recentes começam a se voltar para a correção de 

doenças, antes sem nenhuma perspectiva de cura, como a correção de mutações gênicas. 

Recentemente, Li et al. (2015) demonstraram a correção precisa da distrofia muscular de 

Duchenne em células iPSC humanas com o uso das tecnologias de edição gênica TALEN e 

CRISPR-cas9.  

Neste momento da ciência, 30 anos após o primeiro isolamento de CTE em 

camundongos, ainda não existe um relato de CTE completamente caracterizada em animais 

domésticos. Os recentes avanços na tecnologia iPS provê a oportunidade de compreender a 

rede regulatória da pluripotência e elucidar as diferenças entre espécies (KOH el al., 2014).  
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2 HIPÓTESES 

 

1. A indução da pluripotência na espécie canina, bem como sua manutenção, é possível 

in vitro, a partir de fibroblastos fetais, usando fatores gênicos exógenos que induzam 

essa reprogramação.  

2. É possível a formação de colônias iPS caninas sem a suplementação usualmente 

requerida (LIF e/ou inibidores)  

3. Anomalias cromossomais podem ocorrer como consequência do processo de 

reprogramação induzida.  
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3 OBJETIVO  

 

Compreender os fatores envolvidos na integração de genes repórteres e na reprogramação por 

vetor epissomal, sem integração viral, delineando os fatores envolvidos no estabelecimento da 

indução a pluripotência. Além de obter linhagens estáveis de iPS canina geradas a partir de 

fibroblastos fetais, por infecção lentiviral e caracterizar tais linhagens in vivo e in vitro, bem 

como avaliar possíveis alterações cromossomais resultantes de tal reprogramação.   

 

3.1 Objetivos específicos  

 

 Avaliar a integração dos genes repórteres associados a OCT4 e SOX2 e a expressão de 

tais fatores exógenos relacionados à pluripotência no modelo canino. 

 Avaliar se a reprogramação por vetor epissomal em células caninas é possível e eficaz. 

 Estabelecer uma linhagem geneticamente induzida de células-tronco de cães (ciPSC). 

 Caracterizar in vitro tais linhagens. 

 Comprovar a capacidade de diferenciação destas células nos folhetos embrionários in 

vivo, com a formação tumoral, comprovando sua pluripotência. 

 Desenvolvimento da tecnologia de indução à pluripotência no modelo canino, de 

forma otimizada, aumentando a eficácia e confiabilidade de testes clínicos. 

 Avaliar a presença ou não de anomalias cromossomais decorrentes do processo de 

reprogramação.  
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4 JUSTIFICATIVA  

 

 

Estudos com modelos animais têm mostrado que transplantes de células-tronco 

embrionárias ou pluripotentes podem ter sucesso para tratamento e cura de diversas doenças, 

muitas delas extremamente complexas. Porém o estudo de diferentes linhagens se faz 

necessário, com vistas à aquisição de culturas com baixa incidência carcinogênica. A 

medicina regenerativa amparada pelo desenvolvimento de biotecnologias emerge com futuro 

promissor, sendo uma das opções terapêuticas mais almejada. Nos últimos anos, tem ocorrido 

um significativo aumento de pesquisas nesta área e muito progresso já foi feito, o que justifica 

o aprofundamento do conhecimento e o desenvolvimento de competências em biotecnologia 

para dar sequência a estas pesquisas. 

Neste contexto, este trabalho propõe a investigação dos fatores envolvidos com a 

indução da pluripotência, bem como uma metodologia adequada e eficiente para obtenção de 

células-tronco no modelo canino. Com o estabelecimento de culturas in vitro que se 

desenvolvam com padrões de expressão gênica e epigenéticos semelhantes às células 

derivadas do modelo animal. Desenvolvendo desta forma, uma biotecnologia otimizada para a 

espécie em questão, contribuindo com a medicina regenerativa, através da derivação e cultivo 

corretos das células-tronco embrionárias reprogramadas. 
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A revisão de literatura desta tese foi baseada no artigo de revisão 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)  

 

Gonçalves, 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 REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

5.1 Células-Tronco: conceito e classificação  

 

Em geral, uma célula tronco se define como uma célula que tem a capacidade de 

dividir-se (auto replicar-se) por períodos indefinidos durante toda a vida de um indivíduo e 

que, em condições apropriadas e sinais corretos de microambiente, podem dar origem 

(diferenciação) a diferentes linhagens com características e funções especializadas. Em geral, 

o tipo celular mais amplo são as totipotentes, capazes de gerar um organismo completo, 

incluindo as membranas extra embrionárias, 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 relação aos mecanismos da diferenciação, diversos autores concluem que as 

células pluripotentes expressam um conjunto único de fatores responsáveis pelo estado de 

indiferenciação. Os fatores de transcrição OCT4 e NANOG, foram os primeiros a serem 

identificados como essenciais. Uma rede interligada de genes regulatórios é responsável pelo 

desenvolvimento ou manutenção da pluripotência em embriões, porém, os componentes desta 

trama ainda não são totalmente conhecidos (NICHOLS et al., 1998; MITSUI et al., 2003; CAI 

et al., 2015). 

As células-tronco também estão presentes em tecidos maduros, sendo denominadas de 

células-tronco adultas, e também contribuem para o desenvolvimento pós-natal por substituir 

células já diferenciadas que são perdidas devido à injúria, apoptose programada ou turnover 

fisiológico (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 têm de gerar um embrião completo 

(tecido embrionário e extra embrionário). Pluripotente é utilizado para descrever as células-

tronco que podem dar origem a progenitores que formam qualquer um dos folhetos 

germinativos embrionários: mesoderme, endoderme e ectoderme (MARTIN, 1981; EVANS et 

al., 2003; BREVINI et al., 2008; YU et al., 2008; KUIJK et al., 2010). É importante destacar 

que para que uma célula possa considerar-se como pluripotente tem que cumprir as seguintes 

condições: em primeiro lugar uma única célula deve ser capaz de diferenciar-se a progenitores 

especializados procedentes de qualquer folheto embrionário; 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 estão presentes em vários órgãos adultos, podendo se 

diferenciar em diversos tipos celulares, geralmente provenientes do mesmo folheto 

embrionário, como as células tronco mesenquimais e as células tronco hematopoiéticas 

(NARDI; MEIRELLES, 2006). A última categoria corresponde às células-tronco unipotentes, 

que só podem gerar células filhas que se diferenciam em uma única linhagem celular (KUIJK 

et al., 2010). A maioria das células-tronco de um tecido específico que não tenha sofrido 

qualquer tipo de agressão ou dano são de tipo unipotente e são responsáveis pela fase 

fisiológica de auto-renovação tissular, onde a quantidade de células perdidas é igual ao 

número de novas células. No entanto, se o tecido é alterado em sua estrutura básica, através de 

um fenômeno lesivo, diversos tipos celulares são recrutados para sua reparação, então as 

células do tipo pluripotentes são ativadas para reparar o dano (WEISSMAN et al., 2001). 

O estabelecimento de células-tronco embrionárias por explante da massa celular 

interna derivado de blastocistos de camundongo foi reportado pela primeira vez 34 anos atrás 

(EVANS; KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981), seguido por primatas não-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 

embrionários, que contém elementos dos três folhetos germinativos, a partir das quais se 

podem formar vários tipos de células como cardiomiócitos, neurônios e progenitores 

hematopoiéticos (VERFAILLIE et al., 2002). 

As células-tronco embrionárias (derivadas do blastocisto) e as germinais (derivadas 

após implantação do blastocisto) são similares em muitos aspectos; ambas são capazes de 

replicar-se e dividir-se em cultivos por longos períodos de tempo sem mostrar alterações 

cromossômicas. Entretanto, elas diferem do tecido de onde provém e em seu comportamento 

in vivo; as células-tronco embrionárias são capazes de gerar teratomas enquanto que as 

germinais não (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 embrionárias é sua habilidade de se 

proliferar indefinidamente e sua capacidade de gerar uma grande variedade de grupos 

celulares, o que permite que quando em condições ideais, possam ser manipuladas in vitro 

com a finalidade de produzir precursores de uma linhagem específica 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 formação de certas neoplasias como teratomas e as implicações éticas por 

seu uso são um ponto muito importante a considerar (DOSS et al., 2004). 

 

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

 

Um grande número de pesquisadores tem escrito revisões e desenvolvido pesquisas 

com o tópico células-tronco embrionárias 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 obtenção de células embrionárias e otimizando as pesquisas, diversas linhagens 

tem sido diferenciadas e proliferadas, mas poucas satisfazem todos os requisitos para uma 

célula tronco embrionária verdadeira (KOH; PIEDRAHITA 2014).   

Os primeiros esforços para derivar tais células de animais que não fossem de 

laboratório foi registrada por Evans et al. (1990) que descreveu células pluripotentes de 

embriões suínos e bovinos. Piedrahita et al. (1990a) estabeleceram diversas linhagens suínas 

cultivadas em associação com monocamadas de cultivo, tais linhagens foram caracterizadas 

como capazes de se diferenciar espontaneamente nos três folhetos embrionários. Os 

resultados publicados não eram otimistas, sugerindo que tal crescimento e estabelecimento em 

suínos 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 embrionárias destas espécies (PIEDRAHITA et al., 1990b). Muitos 

trabalhos foram publicados desde então (revisado por BREVINI et al., 2008; MALAVER-

ORTEGA et al., 2012) e 25 anos após as pesquisas iniciais ainda não existe nenhum relato 

conclusivo de isolamento de células-tronco do blastocisto de suínos.  

Em bovinos, uma recente revisão descreve os esforços dos últimos 25 anos em isolar e 

manter CTE-like e mantê-las por apenas algumas passagens, expressando marcadores de 

pluripotencia como SSEA-1, OCT4, SSEA-4 e NANOG e hábeis a formar teratomas quando 

injetadas em camundongos imunossuprimidos, porém, mostrando anomalias cromossomais e 

assim como em suínos, ainda não há uma descrição 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 embriões cultivados em monocamada de 
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fibroblastos embrionários da mesma espécie. Estas células mostraram típica morfologia, 

foram positivas para fosfatase alcalina e para marcadores de pluripotência; formaram corpos 

embrióides e in vitro se diferenciaram em células do miocárdio. No entanto, nenhuma dessas 

linhagens se manteve indiferenciada quando em cultivo por longo período. No segundo 

trabalho, publicado dois anos depois (GOMEZ et al., 2010) as células isoladas também não 

eram capazes de formar teratoma ou quimera. Desta forma, também não foi caracterizada até 

o momento uma linhagem CTE verdadeira em gatos.   

Os equinos, uma espécie de extrema importância para estudos clínicos, teve seu 

primeiro relato científico em 2002 com isolamento de CTE-like (SAITO et al., 2002) isoladas 

de blastocistos congelados e com cariótipo 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 embrionárias e o modelo canino 

 

Dentre todos os animais domésticos, o cão talvez seja o de maior interesse na 

medicina regenerativa. Isso porquê os cães são acometidos por diversas doenças homólogas a 

seres humanos (PATTERSON, 2000; SWITONSKI et al., 2004). Hatoya et al. (2006) 

coletaram embriões caninos em diferentes estágios (mórula e blastocisto) e cultivaram com 

LIF sobre MEF, porém nenhuma linhagem foi obtida a partir da mórula, apenas algumas 

foram estabelecidas a partir do blastocisto. As colônias apresentaram morfologia típica de 

CTE-like, capazes de formar corpos embrióides e se diferenciarem em neurônios, células 

miocárdicas 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 

caracterização 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 colônias compactas e semelhantes as murinas, mantidas por um 

número extenso de passagens e capazes de formar teratomas. Este trabalho representa um 

passo à frente na caracterização completa de tais células em cães. O trabalho mais recente 

relacionado a caracterização em cães, considerando a dificuldade no isolamento de células 
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embrionárias verdadeiras, busca uma alternativa, avaliando o potencial de células do âmnio e 

do cordão umbilical e sua aplicação como células-tronco mesenquimais, concluindo que tais 

células são efetivas independente do período gestacional e podem ser uma fonte alternativa 

para a espécie na medicina regenerativa (URANIO et al., 2014). No quadro 1, podemos 

sumarizar os avanços nas pesquisas com células-tronco em animais domésticos, comparado 

ao estabelecimento em camundongos.  

 

Quadro 1 - Semelhanças e diferenças entre CTE-like de cão, gato, suíno e equino comparadas as CTE de 

camundongo 

Caracterização CTE 

Camundongo1 

CTE-like 

Cão2 

CTE-like 

Gato3 

CTE-like 

Suíno4 

CTE-like 

Equino5 

Fosfatase alcalina  + + + + + 

OCT4  + + + + + 

Corpo embrióide   Sim  Sim Sim Sim Sim 

Teratoma in vivo Sim Sim Não Sim Não 

Quimera  Sim Não Não Sim Não  

1de acordo com Ginis et al., 2004, 2de acordo com Scheneider et al., 2010, 3de acordo com Yu et al., 2008, 4de 

acordo com Brevini et al., 2008, 5de acordo com Guest; Allen, 2007.  

Fonte: (Gonçalves et al., 2014)  

 

 

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

 

As células-tronco de pluripotência induzida são geradas a partir da expressão induzida 

de fatores de transcrição relacionados à pluripotência, permitindo que uma célula somática 

reverta sua condição diferenciada ao estado embrionário. Partindo-se deste princípio, surge o 

processo alternativo para obtenção de células-tronco, quando Takahashi e Yamanaka, 

estabeleceram uma técnica onde fatores de transcrição conhecidos no genoma eram 

incorporados às células somáticas 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 à pluripotência (induced pluripontent stem cells – iPSC). A 

descoberta de tal tecnologia foi fundamentada na hipótese de que a reprogramação nuclear é 

um processo conduzido por fatores que desempenham papel essencial na manutenção da 

pluripotência das células-tronco embrionárias (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; 

YAMANAKA, 2008). 
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A área da pluripotência induzida vem crescendo exponencialmente e com isso a 

corrida por eficiência, reprodutibilidade e segurança são aspectos decisivos para o sucesso da 

reprogramação. Estes podem ser determinados pelos métodos acessados para introdução de 

tais genes nas células somáticas (Figura 1). 

 

Figura 1 - Esquema dos métodos de reprogramação  

 

 Fonte: retirado e adaptado de Han e Yoon (2011).  

Legenda: Esquema representativo dos diversos métodos empregados na reprogramação celular 

    utilizando fatores de transcrição em sistemas virais ou não.  

 

Muitos trabalhos têm confirmado a repetitividade deste processo, com os mesmos 

vetores virais de transdução usados originalmente, gerando células de pluripotência induzida 

em diversas espécies, tais como: humanos, camundongos (TAKAHASHI; YAMANAKA, 

2006; TAKAHASHI et al., 2007), macaco-rhesus (LIU et al., 2008), suínos (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 geração de iPS em cães pode representar uma excelente alternativa diante de todas 

as dificuldades em isolar e cultivar CTE, até o momento 5 estudos são encontrados na 
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literatura relatando a produção de iPS canina, três destes com uso de fibroblastos adultos 

(LEE et al., 2011; KOH et al., 2013; WHITWORTH et al., 2012), um a partir de fibroblastos 

embrionários (SHIMADA et al., 2010) e outro com fibroblasto testicular (LUO et al., 2011). 

Ambos, fibroblasto adulto ou embrionário, são reprogramáveis 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 exceção de uma linhagem que requer apenas LIF (LEE et 

al., 2011) todas as demais linhagens de iPS canina geradas, são 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 indução da 

pluripotência (SHIMADA et al., 2010) ou na manutenção das linhagens estabelecidas (KOH 

et al., 2013). A diferenciação in vitro foi demonstrada pela formação de corpos embrióides 

(LEE et al., 2011; LUO et al., 2011 KOH et al., 2013) porém apenas dois estudo relatam a 

formação de tumores (LEE et al., 2011; KOH et al., 2013). Whitworth et al. (2012) 

descreveram tumores predominantemente de células germinativas-like. 

As iPS são bastante promissoras quanto a sua aplicabilidade na terapia de doenças 

humanas (DIMOS et al., 2008; PARK et al., 2008; DARABI et al., 2012; NISHIMURA et al., 

2013) e diante deste cenário, uma revisão publicada pela revista Cell Stem Cell intitulada: 

Rats, Cats, and Elephants, but Still No Unicorn: Induced Pluripotent Stem Cells from New 

Species, explora as inúmeras possibilidades de geração de IPSC (TROUNSON, 2009).   

Desde então, inúmeras variáveis tem sido avaliadas: a redução dos fatores de 

transcrição usados, como c-MYC (NAKAGAWA et al., 2008) ou remoção do SOX2 e adição 

de agente inibidor da cascata sinalizadora GSK-3 (glicogênio sintase quinase 3), sabe-se que o 

tratamento de colônias parcialmente reprogramadas com tais inibidores facilita a 

reprogramação completa (SILVA et al., 2008; LIN et al., 2009), remoção do KLF4 e do c-

MYC adicionando-se ácido valpróico (HUANGFU et al., 2008). Alteração de vias específicas 

(MARSON et al., 2008; MAHERALI et al., 2007), uso de vetores não integrativos, ou seja, 

que não integram o cDNA dos fatores OSKM no genoma celular, como adenovírus 

(STADTFELD et al., 2008), reprogramação livre de vetores virais (OKITA et al., 2008; YU et 

al., 2009) e recentemente a reprogramação celular foi feita quimicamente com o uso de 

moléculas exógenas (HOU et al., 2013). 
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Lembrando que tais variáveis não são eficazes como a integração lentiviral e que as 

células-tronco embrionárias verdadeiras ainda não estão bem caracterizadas nos carnívoros, 

dificilmente consegue-se estabelecer um padrão de comparação das células reprogramadas, 

razão pela qual são chamadas de semelhantes a células-tronco embrionárias (stem cell like), 

mas lembram em muito, os padrões de expressão gênica, assinatura epigenética e 

funcionalidade pluripotente (TELUGU et al., 2010). 

 

5.5 A corrida pelo aumento da eficiência no processo de reprogramação e a importância dos 

fatores de transcrição  

 

 A massa celular interna (MCI) formada no início do desenvolvimento embrionário é 

caracterizada pela expressão de três reguladores de pluripotência fundamentais: OCT4, SOX2 

e NANOG, estes fatores específicos são requeridos para a manutenção da pluripotência in vivo 

ou in vitro (Figura 2). 

 

Figura 2 - Expressão dinâmica de SOX2, OCT4 e NANOG durante o desenvolvimento murino 

 

Fonte: retirado e adaptado de Festuccia et al. (2013). 

Legenda: Expressão dinâmica de SOX2, OCT4 e NANOG durante o desenvolvimento murino. Considerando que 

 mRNAs OCT4 e SOX2 são herdados maternalmente, o mRNA NANOG é detectado pela primeira vez 

 em blastômeros no estágio de 8 células.  

 

Os fatores de transcrição, em especial, OCT4 permanece como chave essencial, o 

componente necessário à mistura de reprogramação, que não é substituível por outros fatores, 

exceto por receptores nucleares NR5a1, NR5a2, e também por uma combinação 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 indução da pluripotência (KIM et al., 2009). 

Seu papel central no processo de reprogramação têm levado pesquisadores a se perguntarem 

se os compostos que o ativam são capazes de aumentar a eficiência de reprogramação. 
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O interesse precoce pelas interações entre a tríade OCT4 – SOX2 – NANOG começou 

com a constatação de sua singularidade na manutenção da pluripotência (NICHOLS et al., 

1998; MITSUI et al., 2003) e em seguida descobriu-se que SOX2 e OCT4 estão em uma via 

de mútua cooperação (BOYER et al., 2005; RIZZINO, 2009). A capacidade única de SOX2 

cooperar com OCT4 em sítios de ligação seletivos no genoma, é fundamental para a 

reprogramação de células somáticas em células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) 

(AKSOY et al., 2013).  

A reprogramação celular é almejada nas mais diferentes áreas na busca do sucesso nas 

biotecnologias reprodutivas, assim, diversos autores empenham-se no conhecimento de todos 

os mecanismos envolvidos na pluripotência celular, porém o mecanismo exato continua 

obscuro. Duas questões parecem limitar a aplicação de iPSCs: a baixa eficiência de 

reprogramação e a integração de transgenes ao genoma somático (YAMANAKA, 2007), tais 

aspectos impuseram limitações importantes nas suas aplicações biomédicas e terapêuticas. 

Faz-se então, essencial o estabelecimento de procedimentos mais eficazes para a geração de 

iPSC.  

Neste contexto, esforços consideráveis têm sido feitos para identificar compostos que 

possam melhorar a eficiência de reprogramação (HUANGFU et al., 2008; LYSSIOTIS et al., 

2009). Pequenas moléculas capazes de remodelar a cromatina e deter o controle epigenético 

estão sendo investigadas ativamente quanto a seu efeito na reprogramação. Têm sido 

demonstrado que os inibidores da metiltransferase, inibidores de histonas desacetilase 

(HDAC) e inibidores de histona desmetilase podem aumentar os índices de eficiência da 

reprogramação (HUANGFU et al., 2008; MALI et al., 2010; ZHU et al., 2010). Moléculas 

que atuam sobre as vias de sinalização envolvidas na auto-renovação e pluripotência, tais 

como Wnt, TGFβ e MEK também aumentam tais índices (SILVA et al., 2008; ICHIDA et al., 

2009; LIN et al., 2009). Ainda, a vitamina C e o Lítio foram reportados como capazes de 

aumentar a eficiência de reprogramação (ESTEBAN et al., 2010; WANG et al., 2011). 

 

5.6  A reprogramação induzida e os fatores cromossomais e epigenéticos   

 

Nos últimos anos, as células pluripotentes embrionárias e iPSCs tem sido uma 

importante ferramenta para estudos epigenéticos. Tal interesse pode ser explicado pela 

facilidade de gerar um grande número de iPs costumizadas para a medicina regenerativa, 

modelos de doenças e outras aplicações (YAMANAKA, 2007). 
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A epigenética pode ser definida de forma clássica como modificações na cromatina ou 

no DNA que não alteram a sequência primária de nucleotídeos, que incluem mecanismos 

moleculares estáveis capazes de gerar um fenótipo que não altere o genótipo. Hoje é sabido 

que estes facilitam a complexa padronização necessária para assegurar o desenvolvimento 

inicial normal e a regulação estável de padrões apropriados à expressão gênica (MEISSNER, 

2010).  

A reprogramação epigenética do genoma ocorre em dois estágios fundamentais do 

desenvolvimento: durante a gametogênese e durante o início da embriogênese. O primeiro 

evento ocorre nas células primordiais germinativas (CPGs), onde marcas epigenéticas são 

apagadas e novas marcas são estabelecidas em alguns genes, durante momentos específicos 

do desenvolvimento, tanto antes quanto depois da fertilização. Após a fertilização, uma 

segunda onda de reprogramação ocorre, incluindo a desmetilação global (com exceção dos 

genes imprinted) seguida de uma de novo metilação para permitir a totipotência e subsequente 

diferenciação celular específica (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 genômico metilado, confirmando 

que tais células reduzem de forma transitória o DNA metilado, sem efeitos adversos em sua 

viabilidade.  

 Com a tecnologia iPs, sabe-se que um ou vários fatores de transcrição podem 

converter uma célula em outra. Porém, os mecanismos pelos quais estes fatores exógenos 

substituem o estado epigenético existente e alteram este em um estado alternativa específico, 

sem passar por um desenvolvimento normal ou redefinição completa de todas as marcas ainda 

é em grande parte desconhecido. Os fatores-chave envolvidos na remodelação ainda não 

foram claramente identificados, e muitas perguntas sobre a dinâmica desse processo ainda não 

foram respondidas (MIKKENSEN et al., 2008). 

 Em estudos que investigam dados de expressão gênica e mapeamento epigenético, 

encontra-se uma forte relação sobre a expressão 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 são reprimidos por H3K27; o segundo 

inclui os genes OCT4, NANOG e DPPA, que são reprimidos pela metilação do DNA, 

deixando clara a importância de se conhecer a fundo tais mecanismos epigenéticos que regem 

a indiferenciação de células somáticas. O estudo aprofundando de tal mapeamento 

epigenético é neste momento da ciência essencial para os próximos avanços (MEISSNER, 
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2010). Delineando onde os erros de expressão ocorrem, gerando células reprogramadas com 

perfis epigenéticos semelhantes aos encontrados em células-tronco embrionárias.  

 A instabilidade genômica em células de pluripotencia induzida pode ser causada por 

diversas razões, como mutações pré-existentes nos fibroblastos reprogramados, integração 

viral que pude induzir danos no DNA ou stress replicativo por expansão in vitro. Já foram 

relatadas incidência de mutações como a variação no número de copias (CNVs) (HUSSEIN et 

al., 2011) e ainda o polimorfismo em um único nucleotídeo (SNPs) (GORE et al., 2011) no 

genoma de células iPS quando comparadas a CTE.  

Já as alterações cromossomais, são avaliadas de forma citogenética, que é a ciência 

que estuda os cromossomas normais e anormais. Cada espécie é caracterizada por um dado 

número de cromossomos que pode ser reconhecido por sua morfologia, estes são organizados 

de acordo com esquemas de classificação padrão para as respectivas espécies. Os cães e os 

seres humanos compartilham uma variedade de doenças genéticas, incluindo câncer. Assim, o 

cão tornou-se um modelo cada vez mais importante para as doenças genéticas. No entanto, as 

análises citogenéticas de células caninas são complicados pelo cariótipo complexo do cão. 

Apenas 15 anos atrás, um esquema de classificação padrão para o cariótipo canino completo 

foi criado. Diversos estudos tem mostrado que tumores caninos são comparáveis a tumores 

humanos, sendo muitas vezes caracterizados por aberrações cromossômicas clonais, que 

podem ser usados como marcadores de diagnóstico e de prognóstico (REIMANN-BERG et 

al., 2012).  

A construção de mapas genômicos para os mamíferos vêm recebendo mais atenção 

nos últimos anos, apesar de humanos e murinos terem recebido mais atenção do que qualquer 

outra espécie. Muitos esforços tem sido feitos para a produção de mapas de espécies 

economicamente importantes, como bovinos e suínos, e mais recentemente colaborações têm 

trabalhado no estabelecimento de tais mapas para espécies domésticas como cães e cavalos.  

A colaboração internacional DogMap foi estabelecida em 1993 desenvolvendo marcadores de 

baixa resolução (REIMANN-BERG et al., 2012).  

Nos cães, todos os 38 pares autossômicos são acrocêntricos com uma discreta e 

gradual diminuição de tamanho. O maior cromossomo é o 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 difícil a identificação por colorações 

convencionais ou o estabelecimento de qualquer cariotipagem padronizada.  

O primeiro trabalho restrito aos 21 pares autossômicos e os 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 necessário o desenvolvimento de sondas fluorescentes e específicas que 

se ligavam aos cromossomos por hibridização (FISH). Em 1999 o grupo do Dr. Breen 

estabeleceu sondas para cada um dos 38 pares de cromossomos bem como para os 

cromossomos sexuais, aumentando as possibilidades de análises e avaliações cromossomais 

em tal espécie. Koh et al. (2013) tentaram determinar o verdadeiro grau de instabilidade 

cromossomal em iPs canina utilizando a hibridização FISH e detectaram anomalias 

semelhantes as encontradas em camundongos e humanos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 6: Avaliação do processo de reprogramação 

induzida a partir de vetores epissomais ou retrovirais 
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6 AVALIAÇÃO DO PROCESSO DE REPROGRAMAÇÃO INDUZIDA A PARTIR 

DE VETORES EPISSOMAIS OU RETROVIRAIS 

  

 

Aqui são descritos os experimentos desenvolvidos na Universidade da Carolina do Norte, 

NCSU, durante o período de agosto a novembro de 2012 em doutorado sanduíche. Nesta parceria, 

objetivou-se comparar a geração de iPS a partir da metodologia retroviral, já 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 produção de iPS 

tem sido o foco de muitos grupos desde sua descoberta em 2006. O estabelecimento de linhagens 

epissomais poderia descartar o advento da integração viral e nos levar um passo à frente no uso de 

tais células para terapia celular. Este capítulo foi apresentado como resumo no IFPA 2013 (Anexo 

A). 

 

 Natalia J. Gonçalves, Sehwon Koh, Fabiana F. Bressan, Daniele S. Martins, Flávio V. 

Meirelles, Jorge Piedrahita, Carlos E. Ambrósio. Canine IPSC generation with Non-Integrative 

vectors. Placenta n. 34, v. 9, p. A66, 2013. (DOI: 10.1016/j.placenta.2013.06.182). 

 

 A produção de IPS não transgênica é altamente desejável, especialmente em modelos 

animais, como o canino. Fibroblastos de pele de cães foram cultivados e mantidos em DMEN/F12. 

Os vetores epissomais contendo os fatores de transcrição 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, após protocolo de nucleofecção 

Amaxa, duas vezes durante oito horas, e então os vetores foram removidos e o meio de cultivo 

substituído. No dia 6 pós-infecção, as células foram replaqueadas em MEFs, no dia seguinte, o 

meio de cultura foi substituído por mTESR. As culturas celulares foram analisados após cada 

tratamento e comparado com as células transfectadas com o vetor epissomal somente. Observou-se 

alterações morfológicas apenas nas células acrescidas de c-MYC, com formações semelhantes a 

colônias iPS, sendo que estas apresentaram atividade de fosfatase alcalina (AP). Estes resultados 

preliminares mostram um caminho para a geração de iPSC livre de integração, aumentando o 

potencial terapêutico dessas células.  
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6.1 Material e Métodos  

 

 

6.1.1 Cultivo celular   

 

 

Fibroblastos adultos provenientes da epiderme foram coletados de cães saudáveis com 

aproximadamente 3 anos de idade, da raça 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 colônias 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 aminoácido não 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 μM), (GSK3B) e 

CHIR99021 (3 μM) foram adicionados como suplementação ao meio iPS completo. Todos os 

experimentos foram aprovados pelo Institutional Animal Care and Use Committee sob número 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 concentração de 8x105 . 
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6.1.3 Produção Epissomal  

 

 

6.1.4 Escolha dos plasmídeos e enzimas de restrição  

 

 

Os plasmídeos epissomais foram obtidos da Addgene e clonados com os fatores (OCT4, 

SOX2, NANOG, Lin28, c-MYC e KLF4) no vetor oriP/EBNA1 usando IRES 2 para coexpressão 

(Figura 3). Os plasmídeos foram inoculados em E. coli em placas de cultivo com meio LB ágar 

(Luria-Bertani) e mantidas por aproximadamente 16 horas a 37ºC. A colônia contendo o plasmídeo 

de interesse foi selecionada e purificada por Maxi Prep (Qiagen) de acordo com as instruções do 

fabricante. Cada plasmídeo foi digerido com a enzima de restrição ECOR1 (Figura 4), para 

confirmar a presença dos fatores, em seguida os plasmídeos foram quantificados, aliquotados e 

armazenados em freezer -80º até o momento do uso.  

 

 

 

Figura  3 - Mapa do vetor oriP/EBNA 1 

 
Fonte: Retirado e adaptado Yu et al. (2009). 

Legenda: Mapa do vetor oriP/EBNA 1 (A) usando IRES2 para coexpressão (B) fornecidos pela Addgene.  
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Figura  4 -  Gel de agarose mostrando os fragmentos do plasmídeo após digestão enzimática  

 

Fonte: (Gonçalves, N.N., 2015) 
Legenda: Gel de agarose mostrando os fragmentos de DNA dos plasmídeos após reação com a enzima de restrição 

ECOR1, o plasmídeo 1 foi cortado em dois pedaços com 14kb e com 3kb. O segundo plasmídeo foi cortado 

em 5 pedaços com 13kb, 4kb, 2.1kb, 600pb e 30pb (o último fragmento é de difícil visualização por ser 

muito pequeno).  L (letra ou padrão), D (digerido), ND (não digerido), respectivamente para o plasmídeo 1 e 

2.   

 

 

 

6.1.5 Nucleofecção  

 

 

Para os plasmídeos epissomais foi feito o protocolo de nucleofecção com Amaxa de 

acordo com instruções do fabricante, a tecnologia Nucleofector™ é o procedimento de 

nucleofecção mais eficaz e é essencial para que o DNA de interesse seja carreado para dentro do 

núcleo. O procedimento com os plasmídeos epissomais foi seguido de controle positivo com 

plasmídeo GFP (pEGFP-C1) para comprovação da eficácia do procedimento (Figura 5). 

 
Figura  5 - Fibroblastos caninos após a inserção do vetor epissomal por nucleofecção 

 
Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015)   

Legenda: Fibroblastos caninos após a inserção do vetor epissomal por nucleofecção (A) e o plasmídeo GFP 

 como controle positivo (B) comprovando a eficácia do protocolo.  
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6.1.6 Produção retroviral  

 

 

Células PLAT-GP foram plaqueadas na concentração de 8x106 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 o 

auxílio do reagente Fugene 6 (Roche, Florence, SC, USA), conforme descrito por Takahashi 

et al. em 2007. A eficiência da transfecção foi monitorada com o vetor repórter pMXs-mRFP1 

(Figura 6) e o sobrenadante contendo a produção viral só foi coletado quando a taxa de 

eficiência da transfecção foi maior que 70%. O sobrenadante viral foi coletado duas vezes, 

com 48 e 72 horas pós-transfecção, e filtrado em membrana 0.45 μm. O sobrenadante filtrado 

foi usado para infectar os fibroblastos de cão após suplementação com polibreno (2 μg/ml, 

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

 

 

Figura 6 - Células PLAT (A) com pMXs-mRFP1 usado para produção viral após 72 horas de transfecção 

 
Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015) 

Legenda: Células PLAT (A) com pMXs-mRFP1 usado para produção viral após 72 horas de transfecção. 

 Fluorescência do vetor repórter fotografado em UV (B) comprovando a alta taxa de transfecção. 20X. 

 Exposição na luz UV 200ms.  

 

6.1.7  Geração de células de pluripotência induzida por sistema retroviral  

 

Fibroblastos foram plaqueados na concentração de 8x105 um dia antes do processo de 

infecção retroviral e epissomal. As células foram transfectados por 8 horas, então o vírus foi 

removido e as células receberam meio novo para recuperação. Este procedimento foi repetido no 

dia seguinte. Após 6 dias as células foram replaqueadas em poços com MEF e suplementadas com 



 

 

 

46 

meio mTESR1 que contém os nutrientes necessários para as iPSCs. O meio foi trocado a cada 48 

horas. As colônias foram repicadas manualmente e expandidas em meio contendo os inibidores 

PD0325901 (PD, 0.5 μM), CHIR99021 (CH, 3μM), e GSK3B, FGF2 (10 ng/ml), hLIF (103 

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

 

 

6.1.8  Delineamento experimental  

 

 

O processo de transfecção retroviral, já estabelecido no grupo, foi usado como controle 

positivo para a infecção epissomal, um processo ainda pouco usado e não padronizado, e ainda 

comparando ambos (retroviral e epissomal) ao o comportamento da reprogramação epissomal 

associada a fatores de pluripotência (OCT4, SOX2, KLF4 e c-MYC), esperando-se observar se tal 

associação aumentaria a eficácia de reprogramação, conforme delineamento experimental abaixo 

(Figura 7).  

 

Figura 7 - Diagrama mostrando delineamento experimental 1  

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015) 
Legenda: Diagrama mostrando delineamento experimental. A infecção retroviral foi usada como controle, 

 comparada a transfecção epissomal e ainda epissomal com os fatores pluripotentes em separado.  
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6.1.9  Fosfatase alcalina – caracterização in vitro  

 

 

Para o teste da fosfatase alcalina as colônias iPS foram tratadas com VECTASTAIN 

ABC-AP kit (VECTOR Laboratories, Burlingame, CA, USA) de acordo com instruções do 

fabricante. Após a coloração, três campos (microscopia de ampliação 20X) de cada tratamento 

foram selecionados aleatoriamente e as colônias positivas foram contadas. 

 

 

6.2  Resultados  

 

Os fibroblastos transduzidos com vetor retroviral começaram a apresentar alterações 

morfológicos semelhantes a colônias após 10 dias em MEFS (Figura 8) e os fibroblastos 

reprogramados com o vetor epissomal, mostraram tais formações após 15 dias, apenas para aquelas 

acrescidas de c-MYC (Figura 9), as colônias foram acompanhadas e fotografadas, porém, devido ao 

curto período neste grupo da Universidade da Carolina do Norte, não foi possível a continuação e 

manutenção destas colônias bem como sua caracterização completa.  

 
Figura 8 - Fibroblastos em processo de reprogramação com vetor murino retroviral 

 
Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015)  
Legenda:  Fibroblastos em processo de reprogramação com vetor murino retroviral, A, B, C e D mostrando 4 colônias 

 em fase inicial, 10 dias pós infecção. 
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Figura 9 - Fibroblastos caninos 15 dias pós reprogramação com vetor epissomal apenas, e com tratamentos 

dos fatores 

 
Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 
Legenda: Fibroblastos caninos 15 dias pós reprogramação com vetor epissomal apenas, e com tratamentos dos fatores 

murinos KLF4, c-MYC, OCT4 e SOX2. Observar a formação de colônias apenas na associação epissomal + 

c-MYC. 
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As colônias observadas no protocolo epissomal + c-MYC foram repicadas manualmente 

(Figura 10) e mantidas com LIF, FGF2, ou ambos. Sua manutenção foi possível por 2 passagens, 

após este período as células regrediram e não apresentaram mais morfologia típica.  

 
Figura 10 - Colônias formadas a partir da combinação epissomal + c-MYC 

 
Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 
Legenda: Colônias formadas a partir da combinação epissomal + c-MYC pós repique, expandidas com 2i, LIF, bFGF 

ou ambos em associação, sem diferenças morfológicas aparentes de tais suplementações.  

 

As colônias provenientes desta combinação foram as únicas a mostrar forte atividade de 

fosfatase alcalina, dando suporte a conformação morfológica de colônias pluripotentes (Figura 11).  

 

Figura 11 -  Colônias geradas a partir da combinação epissomal + c-MYC, mostrando forte atividade de 

fosfatase alcalina 

 
Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda:  Colônias geradas a partir da combinação epissomal + c-MYC, mostrando forte atividade de fosfatase 

 alcalina durante a reprogramação. Colônias negativas versus positivas destacadas com a coloração azul. 
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6.3 Discussão  

 

 

As células de pluripotência induzida tem centenas de aplicações na biologia básica, 

desenvolvimento de medicamentos e transplante. Tal processo está associado a vetores que se 

integram no genoma, Takahashi et al. (2007); Shimada et al. (2010) e Withworth et al. (2012) são 

apenas alguns exemplos de grupos que descrevem tal processo de integração viral com sucesso. 

Porém como consequência podem ocorrer mutações advindas desta integração, limitando sua 

aplicação clínica. Os métodos iniciais de reprogramação empregam vetores virais em que tanto a 

estrutura do vetor como o transgene são permanentemente integrados ao genoma da célula 

(TAKAHASHI et al., 2007). As mutações consequentes de tal integração interferem no 

comportamento de tais células, assim como a expressão do transgene pode influenciar na 

diferenciação de linhagens específicas ou mesmo resultar em tumorogênese (OKITA et al., 2007). 

O processo que envolve vetores que não se integram ao genoma ainda é pouco 

padronizado e pouco eficaz, exigindo um maior tempo de exposição aos fatores de reprogramação 

(OKITA et al., 2007; STADTFELD et al., 2008). 

Yu et al. (2009) reportaram células iPs humanas completamente livres de vetores e 

sequências transgênicas, geradas com uma única transfecção derivada de vetores epissomais 

oriP/EBNA1 (vírus do Epstein-Barr antígeno nuclear 1), estes são adequados para a reprogramação 

em células somáticas humanas, uma vez que podem ser transfectadas sem a necessidade de 

envelope viral, e podem ser subsequentemente removidos a partir do cultivo celular sem seleção 

por drogas. 

Os resultados mais positivos obtidos neste experimento foram da associação do vetor 

epissomal com o fator c-MYC, o que pode ser explicado pois este fator promove o rápido 

desenvolvimento celular. A expressão de c-MYC pode regular negativamente a expressão de genes 

específicos de fibroblastos e induzir o contexto molecular do estado embrionário. Além disso c-

MYC regula diversos miRNAs que promovem a tumorogênese e atuam na manutenção da 

pluripotência das células embrionárias (LIN et al., 2009a; LIN et al., 2009b). Assim, c-MYC 

estabelece o contexto molecular no início de reprogramação, não apenas através da interação direta 

com as regiões promotoras dos genes alvo, mas também ao exercer efeitos inibidores sobre redes 

somáticas através da regulação de miRNAs. 

O período de 3 meses utilizado no doutorado sanduiche, para o desenvolvimento de tais 

experimentos, não foi suficiente para a reprodutibilidade dos experimentos, porém, os resultados 

alcançados são inéditos para reprogramação em canídeos e nos permitem sugerir que a 
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reprogramação sem a integração viral, é possível, aumentando as chances do uso de tais linhagens 

na terapia celular, sem a integração viral e as implicações terapêuticas desta transgenia.  
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Capítulo 7: Análise da expressão de fatores exógenos 

relacionados à pluripotência no modelo canino 
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7 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE FATORES EXÓGENOS RELACIONADOS À 

PLURIPOTÊNCIA NO MODELO CANINO 

 

 

O segundo experimento visou avaliar e descrever o comportamento dos fatores de 

transcrição quando introduzidos nos fibroblastos caninos em separado, podendo inferir 

diferenças de comportamento celular associado a cada um dos fatores quanto à 

reprogramação. Dois fatores de transcrição: OCT4 e SOX2, acoplados a repórteres 

fluorescentes, foram transduzidos, individualmente ou combinados, usando o sistema 

lentiviral. Linhagens transgênicas estáveis foram obtidas e as células caninas mostraram 

correta integração e alta expressão 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 

apresentação oral deste trabalho e publicação de artigo completo na edição especial da revista 

Reproduction in Domestic Animals (Anexo C). 

 

Gonçalves, 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  Derivação 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. Após a remoção da cabeça e órgãos, o tecido fetal foi desagregado em 

pedaços menores e então estes foram digeridos com a enzima tripsina por 3h. O resultado da 

digestão foi lavado e plaqueado em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino e 

antibióticos. Quando subconfluentes, o cultivo foi congelado ou repicado para a continuação 

dos experimentos. 

 

 

7.1.2  Preparação 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 

 

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  Preparação dos plasmídeos  

 

 

Os plasmídeos foram providos em stabs bacterianos, as culturas foram inoculadas em 

placas de ágar LB (Luria-Bertani) e incubadas à 37ºC por 16horas. Uma colônia foi isolada 

para cada plasmídeo de interesse e esta foi preparada com o kit MaxiPrep (Qiagen) de acordo 

com o fabricante.  

 

 

7.1.4  Produção lentiviral 

 

 

Para a produção viral, células 293FT foram transfectadas com cada plasmídeo de 

interesse utilizando o reagente lipofectamina, plasmídeos empacotadores, e o envelope VSVG 

(Figura 13). O sobrenadante (meio de cultivo) foi recuperado após 72h da transfecção, filtrado 

em filtros de seringa de 0,45nm, concentrado através da ultracentrifugação, aliquotado e 

estocado em freezer -80oC. Para a produção de tais linhagens estáveis, fibroblastos de cão 

foram cultivados (2 x 105 células por poço de placa de 6 poços) e transduzidos com os 

lentivírus na presença de 6µg/ml de polibreno (Sigma) utilizando 1ml de sobrenadante viral 

concentrado e filtrado. A eficiência de transfecção foi avaliada por fluorescência do repórter 

vex-GFP e fotografada em microscopia de fluorescência. 

  

Figura  13 - Mapa dos vetores auxiliares necessários para a produção lentiviral 

 

Fonte: Imagem adaptada Virapower Lentiviral Kit (Life Technologies) 

Legenda: Mapa dos vetores auxiliares necessários para a produção lentiviral. A) pLP1 que contem as sequências 

 gag/pol, B) pLP2 contendo a sequência Rev, C) e o vetor contendo a proteína de envelope 

 pLP/VSVG.  
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7.1.5  Citometria de Fluxo – Cell sorting 

 

 

A porcentagem de células expressando os repórteres 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 

purificação celular (cell sorting), as células 293FT transfectadas com os vetores OCT4 e 

SOX2 foram tripsinizadas, centrifugadas e ressuspendidas em 1mL de meio IMDM, tal 

população foi então submetida a purificação 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 seleção pré-estabelecido no software de aquisição e análise. A seguir, as gotas são atraídas 

por placas defletoras com carga elétrica contrária à da gota, de forma que as gotas carregadas 

ao invés de seguirem o fluxo de líquido contínuo, são atraídas pelas respectivas placas, 

separando-as em positivas e negativas. Apenas as células positivas são recuperadas, 

centrifugadas, plaqueadas (para posterior avaliação em microscopia confocal) ou lavadas em 

solução PBS e congeladas (para análises de PCR). 

  

7.1.6  Reação de Polimerase em cadeia 

 

 

O RNA total (a partir de amostras purificadas) foi isolado pelo método do reagente 

Trizol (Life Technologies). A quantificação dos ácidos ribonucleicos foi realizada usando o 

espectrofotômetro Nanodrop. Para a síntese de cDNA foi utilizado kit cDNA Transcrição 

Reversa de Alta Capacidade (Applied Biosystems), este kit utiliza iniciadores aleatórios para 

a conversão de RNA total em cDNA. 

A quantificação do cDNA foi realizada utilizando a metodologia de PCR quantitativo 

(Step One Real Time PCR Systems, Life Technologies). As reações 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 importância na reprogramação e 

pluripotência. Como referência endógena, foi utilizado o gene gliceraldeído 3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH). As sequências dos iniciadores estão descritas no quadro 1 e os 

resultados foram avaliados pelo método 2DDCt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 
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Quadro 2 - Sequências dos primers usados para qPCR, de acordo com Bressan, 2013 

Gene Sequência (5’- 3’) 

OCT4_FWD CAGGCCCGAAAGAGAAAGC 

OCT4_REV CGGGCACTGCAGGAACA 

SOX2_FWD TGCGAGCGCTGCACAT 

SOX2_REV TCATGAGCGTCTTGGTTTTCC 

GAPDH_FWD AAGGCCATCACCATCTTCCA 

GAPDH_REV CCACTACATACTCAGCACCAGCAT 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

 

 

7.1.7  Microscopia confocal 

 

 

As células purificadas por Cell Sorting foram plaqueadas em IMDM na concentração 

de 5x105 em poços de cultivo adaptados com lamínula no fundo, para que as células se 

aderissem nesta superfície, podendo ser levadas ao confocal ainda vivas para detecção da 

fluorescência. 

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

promover a excitação dos fluoróforos. As células viáveis foram submetidas à este sistema 

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

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

excitação a 405 nm e emissão a 535nm e as transfectadas com SOX2-mCitrine, analisadas 

com laser de excitação 529nm e emissão a 514nm. As imagens foram analisadas pelo 

software LAS-AF com módulos Live Data, FRAP, FRET AB e SE. 
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7.2  Resultados  

 

 

Todos os plasmídeos foram testados quanto a sua funcionalidades, em transfecções 

com o reagente lipofectamina. O sucesso de tal procedimento era confirmado com a taxa de 

expressão do repórter fluorescente, por microscopia, as células 293FT utilizadas para 

produção lentiviral, mostraram grande eficácia na produção viral (Figura 14A) que é 

finalizada com o rompimento da célula e extrusão das partículas lentivirais no meio de 

cultivo. A alta taxa de transfecção pode ser confirmada pela fluorescência de GFP (Figura 

14B). 

 

Figura  14 - Células 293FT fotografadas após 48h de transfecção, mostrando a produção viral 

  

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: A) Células 293FT fotografadas após 48h de transfecção, mostrando a replicação viral, observar no 

 aumento abaixo da figura A células 293FT repletas de cópias virais. B) Células 293FT transfectadas 

 com a proteína fluorescente OCT4-vexGFP, confirmando a alta taxa de transfecção.   

 

Para o cell sorting, o citômetro tem um sistema específico que permite a separação de 

populações celulares puras e homogêneas, a partir de uma amostra heterogênea, de acordo 

com critérios biológicos predefinidos, neste caso, as células OCT4-vexGFP, SOX2-mCitrine 

em diferentes concentrações e a combinação de ambos, tiveram suas populações positivas 

separadas daquelas não transduzidas, onde todas se mostraram altamente positivas. (Figuras 

15 e 16). A concentração do fator não foi um ponto determinante para o aumento ou 

diminuição da sua expressão, uma vez que todos os gráficos evidenciaram altos níveis de 

integração dos vetores às células. A porcentagem de células positivas pode ser usada como 

parâmetro da eficiência de transdução.  

 

B A 
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Figura 15 - Análise fluxo-citométrica de populações combinadas e separadas OCT4 e SOX2, separadas por 

sorting  

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Análise fluxo-citométrica da população combinada de (A) SOX2-mCitrine na concentração de 50µl + 

 OCT4-vexGFP 100 µl, positivas, e (B) população única de OCT4 na concentração de 100µl, 

 separadas  por citometria de fluxo em fibroblastos caninos transgênicos.  

 

 

Figura 16 - Análise fluxo-citométrica da população única de SOX2-mCitrine separadas por sorting  

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 
Legenda: Análise fluxo-citométrica da população única de (A) SOX2-mCitrine na concentração de 100µl e (B)

 população única SOX2-mCitrine na concentração de 250µl, separadas por citometria de fluxo em 

 fibroblastos caninos transgênicos.  
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O sistema da microscopia confocal utiliza uma fonte de laser para promover a 

excitação dos fluoróforos criando imagens sucessivas de diferentes planos da mesma amostra, 

possibilitando a construção de imagens tridimensionais precisas expressando a positividade 

do repórter associado. Os fibroblastos que receberam os vetores associados a proteínas 

repórteres, de fato, estavam integrados as células, fato evidenciado por alta fluorescência 

detectada (Figura 17).   

 

 

Figura 17 - Microscopia confocal para fibroblastos caninos fetais expressando as proteínas repórteres 

fluorescentes 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Microscopia confocal para fibroblastos caninos fetais expressando as proteínas repórteres 

 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 não transduzidos. A expressão de OCT4 foi maior 

(Figura 18A) do que a de SOX2 (Figura 18B) apesar de ambos serem expressos, as 

associações OCT4 + SOX2 e 2x OCT4 + SOX2 aumentaram a expressão de SOX2 quando 
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comparados aos fibroblastos transduzidos apenas com SOX2, porém para OCT4 a associação 

dos fatores inibiu sua expressão. De forma geral, verifica-se alta expressão em todos os casos. 

 

 

Figura 18 - Gráfico representando a expressão de hSOX2 e hOCT4, e a combinação dos fatores 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Gráfico representando a expressão de hSOX2 (A) e hOCT4 (B) em separado e em associação, bem 

 2x hOCT4 + hSOX2 nas linhagens IPS canina, comparadas a fibroblastos fetais não reprogramados, 

 em unidades arbitrárias. 
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7.3  Discussão   

 

Descrevemos linhagens de fibroblastos fetais caninos expressando diferentes fatores 

de transcrição humanos relacionados à pluripotência. Estas linhagens celulares são 

importantes para o desenvolvimento de células-tronco pluripotentes induzidas completamente 

reprogramadas, derivadas deste modelo animal. 

A quantidade de células em que os fatores de reprogramação se integraram no genoma 

canino foi determinada através da expressão do gene repórter fluorescente detectada por 

sorting em citometria de fluxo. Assim, pudemos observar que as células caninas se mostraram 

sensíveis à integração e expressão do OCT4 e SOX2 humano em uma eficiência elevada, 

raramente observado em outras espécies (HUANGFU et al., 2008). 

A análise por microscopia de fluorescência revelou que a distribuição de proteínas 

repórter é semelhante entre as duas diferentes construções proteicas e que não se restringe a 

uma região da célula em particular.  

OCT4 e SOX2 mostraram uma elevada expressão exógena de cada gene alvo, bem 

como células dupla positivas. No entanto, nenhuma interação (formação de colônia) foi 

observada pelo menos 6 dias após a transdução. De acordo com Hammachi et al. (2012) 

OCT4 é um regulador essencial da pluripotência, assim como um mediador chave da 

reprogramação das células somáticas induzidas e a sua interação com SOX2 pode ser essencial 

para esse processo (RIZZINO, 2009). 

A separação de populações positivas, como foi demonstrado neste experimento, 

permite que apenas as células que incorporaram os fatores sejam cultivadas, aumentando, em 

teoria, a eficiência de reprogramação.  
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Capítulo 8: Produção e caracterização das células 

pluripotentes induzidas no modelo canino 
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8 PRODUÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS CÉLULAS PLURIPOTENTES 

INDUZIDAS NO MODELO CANINO 

 

Neste capítulo descrevemos o mecanismo de reprogramação por integração lentiviral para 

indução da pluripotência em fibroblastos fetais de cão. A obtenção de CTE-like na espécie 

canina é de grande importância para a ciência, uma vez que os cães são forte modelo de 

estudo por sua homologia em diversas doenças genéticas. Além disso, as dificuldades de se 

acessar e caracterizar células-tronco embrionárias verdadeiras nas espécies domésticas 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 não seguem os protocolos já descritos na 

literatura, com importantes alterações, como a independência de LIF ou qualquer outra 

suplementação com inibidores, sendo dependente apenas de bFGF; destacando ainda o uso de 

vetores policistrônicos, bem como sua resistência ao repique enzimático. O processo de 

reprogramação delineado neste experimento apresentou índices máximo de 0.001% de 

eficiência.   

O entendimento e caracterização de tais linhagens em cães possibilitará seu uso em 

diversas vertentes terapêuticas bem como o estabelecimento de um importante modelo de 

estudo pré-clínico de terapias celulares e gênicas. Além de possibilitar novos protocolos e 

otimizações do processo com o objetivo de tornar tais linhagens cada vez mais reprodutíveis e 

seguras.   

Estes resultados foram divulgados na Revista eletrônica FAPESP e apresentados no 

International Federation of Placenta Associations – IFPA 2014 (Anexo D 1 e 2)  
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8.1 Material e Métodos   

 

 

8.1.1 Produção de fibroblasto fetal canino 

 

 

Fibroblastos fetais caninos foram derivados de um embrião com aproximadamente 

15 dias de idade gestacional (Figura 19) (idade determinada por medidas de crown-rump, 

embrião com medida de 0.9 cm). Somente os somitos foram preservados e em seguida 

lavados com solução salina PBS, foram fragmentados e desagregados por pipetagem e as 

células em suspensão foram cultivadas em meio de cultivo completo IMDM (Gibco) 

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

 

Figura 19 - Embrião canino com aproximadamente 15 dias de idade gestacional, utilizado para o cultivo de 

fibroblastos 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Embrião canino com aproximadamente 15 dias de idade gestacional, utilizado para o cultivo de 

fibroblastos. Foram removidos órgãos, cabeça e membros e apenas os somitos foram preservados. 

Fotografado em lupa de aumento.  

 

 

8.1.2  Produção de fibroblastos embrionários murinos para monocamada de cultivo  

 

Camundongos Swiss (3 fêmeas e 1 macho) foram colocados para acasalar e a cópula 

foi confirmada em 1 fêmea pela presença de tampão vaginal. A fêmea foi separada das demais 

e após 13,5 dias foi sacrificada em câmara de CO2, com confirmação por deslocamento 
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cervical. O útero gravídico foi retirado e armazenado imediatamente em solução salina PBS 

com antibióticos e antifúngico. Os úteros foram dissecados e para os 13 embriões recuperados 

(Figura 20), foram removidos os órgãos, cabeça e membros e o restante do tecido foi 

macerado e incubado com Colagenase IV (Sigma-Aldrich 0,040g/mL) por 3h a 38,5ºC. Após 

a incubação o tecido digerido foi lavado e plaqueado em meio de cultivo completo IMDM. 

Foram divididos 4 embriões para 1 garrafa de cultivo de 75cm2, após 48h os cultivos foram 

congelados para posterior utilização.  

Para a produção de monocamada (MEFs) os fibroblastos murinos foram inativados 

com mitomicina C, um inibidor da síntese de DNA (Sigma-Aldrich), onde garrafas de cultivo 

com aproximadamente 80% de confluência foram incubados com mitomicina (10mg/mL) por 

3h em incubadora, após este período os cultivos foram tripsinizados, contados e replaqueados 

na concentração de 1,2 x 105 células em placas de 35mm.  

 

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

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Coleta de embriões murinos com 13,5 dias de idade gestacional. Em A, embriões recuperados do útero 

 e lavados com PBS. Em B, embriões com órgãos, cabeça e membros removidos.  
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8.1.3  Vetores Virais  

 

 

Foram utilizados vetores lentivirais policistrônicos STEMCCA (SOMMER et al., 

2009) construído como um sistema de múltipla expressão das proteínas OCT4, SOX2, KLF4, 

e c-MYC (Figura 21) humanas (hOSKM) ou murinas (mOSKM), para uma transfecção 

eficiente foram usados plasmídeos auxiliares contendo as sequências de TAT, REV, Hgpm2 e 

o empacotador VSGV. O plasmídeo policistrônico foi provido em stab bacteriano, passando 

pelo mesmo procedimento descrito na preparação de plasmídeos do experimento 1, sendo 

preparados por MaxiPrep e quantificados em Nanodrop.  

 

 

Figura  21 - Esquema representando construção do vetor policistrônico STEMCCA 

 

Fonte: Millipore Humano catálogo SCR544 e Mouse catálogo SCR518 

Legenda: Esquema representando construção do vetor policistrônico. Imagem obtida do catálogo 

 Millipore referenciando a construção STEMCCA humana (hOSKM), sendo que a construção para o 

 vetor mouse (mOSKM) segue a mesma representação. 

 

 

 

 

8.1.4   Produção das partículas lentivirais 

 

 

Para a produção viral, 5x106 células 293FT foram plaqueadas no dia anterior, em placas 

de 100mm para que no momento da transfecção estivessem 90% confluentes, as células 
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293FT foram transfectadas com 12µg do vetor hOSKM e/ou mOSKM e 1.2µg de cada 

auxiliar e 2.4 µg do auxiliar VSVG, utilizando o reagente lipofectamina 2000 (Life 

Technologies). A lipofecção foi incubada por 12 horas [overnight] e o sobrenadante (meio de 

cultivo) foi recuperado após 24 e 48h, filtrado e as partículas virais foram mantidas a 4ºC e 

utilizadas no mesmo dia. Foram produzidas partículas de hOSKM e também mOSKM, para a 

transdução combinada e em separado, para que pudessemos observar qual a melhor 

combinação para a reprogramação das células caninas.  

 

 

8.1.5  Transdução celular 

 

 

O cultivo celular foi previamente plaqueado (fibroblastos fetais caninos) na 

concentração de 1.5 X 104 por poço (placas de 6 poços) cada poço recebeu 1mL da produção 

viral, estes foram incubados por 12-16 horas (overnight) e o meio de cultivo foi trocado. Este 

procedimento foi repetido no dia seguinte, totalizando duas infecções virais, sendo 

considerado D0 o primeiro dia da infecção. Após 5 dias, as células transduzidas foram 

transferidas para MEFs previamente mitomicinizadas, por um mínimo de 14 dias. Durante 

este período de reprogramação 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 aminoácidos não essenciais (Life 

Technologies) 10µg/mL bFGF (Peprotech) e antibióticos (penicilina/streptomicina – Sigma-

Aldrich) além de um deliniamento experimental (Fig. 9) que consiste em testar células 

transduzidas com a adição de Fator inibidor de Leucemia humano (Human Leukemia 

Inhibitory Factor – LIF 1000U/mL, Millipore), ou iGSK3 (inibidor da via de sinalização da 

glicogênio sintase quinase 3,3 µM, Stemgent) e iMEK (inibidor da via de sinalização da 

proteína quinase ativa por mitógeno quinase/ 1 µM) ou ainda os dois inibidores (2i) 

acrescidos de LIF (Figura 22). Todo o processo de reprogramação segue uma sequência 

temporal de eventos importantes para o estabelecimento de colônias e sua manutenção, tais 

etapas fazem parte de cada novo processo de reprogramação exemplificando que desde a 

transdução (Do) até a obtenção de linhagens clonais iniciais, foi necessário, ao menos, 30 dias 

(Figura 23).   
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Figura 22 - Plano experimental das células transduzidas - experimento 3  

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Plano experimental das células transduzidas com fator humano (hOSKM), murino (mOSKM) ou a 

 combinação (hOSKM + mOSKM) cultivadas em placas de 6 poços com MEFs na presença de 2i 

 (inibidores), LIF, 2i + LIF, comparadas às células transduzidas controle (sem suplementação). 

   

 

Figura 23 - Esquema temporal do processo de reprogramação 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Esquema temporal do processo de reprogramação, e as etapas necessárias para o estabelecimento e 

 manutenção de uma linhagem iPS. Considerando uma escala de tempo em dias, o processo requer ao 

 menos 1 mês para obtenção de linhagens clonais.  

 

 

 

8.1.6  Detecção da expressão enzimática de fosfatase alcalina  

 

 

O teste para detecção da fosfatase alcalina nas linhagens de IPS canina foi feito com o 

kit Leukocyte Alkaline Phosphatase (Sigma-Aldrich) de acordo com instruções do fabricante. 

Depósitos insolúveis de corante vermelho indicam a atividade da fosfatase alcalina, e altos 

níveis de expressão da fosfatase caracterizam células indiferenciadas pluripotentes.  
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8.1.7  Formação de corpos embrióides e diferenciação in vitro  

 

 

Placas de cultivo de 35mm foram tratadas com agarose 0,6% autoclavada, após cerca de 

20 min com a camada solidificada, células IPS caninas foram repicadas normalmente e 

cultivas sobre a agarose em meio de cultivo sem adição de bFGF por 48 – 72 horas. Após a 

formação dos corpos embrióides, estes foram recuperados e plaqueados sob camada de 

gelatina 0,1% para a indução da diferenciação in vitro. Foram então mantidos em cultivo por 

um mínimo de 6 dias com uso de meio de cultivo adequado à diferenciação (IMDM 

suplementado com 10% SFB e antibióticos). 

 

 

8.1.8  Análise da expressão gênica de fatores relacionados à pluripotência 

  

 

As células caninas pós reprogramação in vitro foram submetidas à avaliação da 

expressão dos genes relacionados à pluripotência: OCT4, SOX2 e o controle endógeno 18S. 

Para tal análise, as colônias foram plaqueadas em Matrigel (10µl/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 ºC até o momento da extração. O RNA foi 

isolado pelo método Trizol (Trizol Reagente, Life Technologies) em um protocolo adaptado 

com acrilamida linear (5mg/mL, Ambion)  para melhor visualização do precipitado. Após o 

isolamento do RNA, sua quantificação foi feita em espectrofotômetro Nanodrop. A conversão 

do RNA em cDNA foi feita com o kit High Capacity cDNA Transcrição Reversa (Apllied 

Biosystems) com auxílio de primers randômicos para a síntese de cDNA a partir do RNA 

isolado. A expressão do cDNA foi quantificada por PCR tempo real como o equipamento 

Step One Real Time (PCR Systems, Life Technologies). As reações foram realizadas usando 

um ensaio comercial (SYBR®Green PCR Master Mix, Life Technologies). Os primers foram 

previamente desenhados (Quadro 2) e foram diluídos para a concentração final de 100 nMol 

em condições padrão de termociclagem (anelamento 60ºC por 40 ciclos). A eficiência e 

quantificação das amostras, em duplicatas, foram avaliadas com o método 2 –ΔΔCT (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001).  
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Quadro 3 - Sequências dos primers utilizados para análise da pluripotência, de acordo com Bressan - 2013 

Gene Sequência (5’- 3’) 

OCT4_FWD CAGGCCCGAAAGAGAAAGC 

OCT4_REV CGGGCACTGCAGGAACA 

SOX2_FWD TGCGAGCGCTGCACAT 

SOX2_REV TCATGAGCGTCTTGGTTTTCC 

18S_FWD CCTGCGGCTTAATTTGACTC 

18S_REV CTGTCAATCCTGTCCGTGTC 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

 

 

 

8.1.9  Detecção da proteína OCT4, SOX2 e NANOG por imunofluorescência  

 

 

O protocolo utilizado foi descrito por Oliveira et al. (2012), onde linhagens clonais de 

iPS canina foram plaqueadas em NUNC com MEF, fixadas em paraformaldeído 4 %  por 20 

min e mantidas overnight a 4ºC com uma solução de PBS suplementado com BSA 3% e 

Triton X-100 0.5%, no dia seguinte, os cultivos foram incubados em solução de bloqueio 

(PBS com BSA 3% e Tween-20 0,2% ) por 1 hora em temperatura ambiente. Após o 

bloqueio, as linhagens foram incubadas com o anticorpo primário  específico para OCT3/4 

anti-rabbit, diluído 1:50 (Sigma-Aldrich C279); SOX2 anti-rabbit IgG, diluído 1:100 (Abcam 

ab97959), e NANOG anti-rabbit IgG, duluído 1:100 (Abcam ab80892) overnight a 4ºC. Foram 

entao lavados três vezes com PBS e receberam o anticorpo secundário (goat anti- rabbit Ig-G 

488 Alexa Fluor, A-11008, Life Technologies) na diluição de 1:100 por 2 hs. Foram então 

lavados com PBS e avaliados em microscopia de fluorescência (Zeiss, AXIVISION 4.7.1. 

Carl Zeiss).  
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8.1.10 Caracterização in vivo – formação de teratoma em camundongos 

imunosuprimidos Balb c/nude  

 

Para a formação de teratoma, as linhagens IPS caninas 4h+m e 12h foram injetadas, 

em ambiente estéril,  via subcutânea em camundungos fêmeas jovens, balb/c NUDE. Foram 

injetadas 1.5 x 106 células ressuspendidas em PBS com 30% de matrigel (BD Biosciences). 

Os animais foram observados a cada 2 ou 3 dias e mantidos por um período de 150 dias. Após 

120 dias foi observada a formação macroscópica 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 câmaras de CO2 com confirmação por deslocamento cervical (aprovado em 

comitê de bioética) e a massa tumoral, bem como os orgãos, foram coletados e analisados 

histopatologicamente para a comprovação ou não da presença dos três folhetos embrionários, 

sendo que todos os orgãos e tecidos também foram avaliados por patologista quanto a 

presença de quaisquer anomalias celulares. 

  

8.1.11  Separação de Metafase cromossomal e FISH  

 

Células iPS foram tratadas com Colcemid (Life Technologies), um desestabilizador de 

microtubulos, na concentração de 10µL/mL por 1 h e lavado com PBS. As células foram 

tripsinizadas e incubadas por 25 min em solução hipotônica (Cloreto de potássio 75mM) e 

ressuspendidas com solução fixadora (metanol/ácido acético 3:1 vol:vol) seguido de repetidas 

etapas de centrifugação e decantação. A separação da metáfase cromossomal foi feita 

gotejando 10 µL de suspensão de células em lâminas previamente resfriadas. As lâminas 

foram deixadas em temperatura ambiente para secagem, por 10 min e mantidas em -20ºC até 

o momento da análise. A análise FISH foi feita usando sondas citogeneticamente validadas 

por sistema de clonagem em bactérias. Os cromossomos foram contados por coloração DAPI, 

as imagens foram capturadas usando um microscópio fluorescente (Axioplan II, Zeiss) 

equipado com filtros apropriados (Chroma) e câmera CCD (KAF1410E, Sensys) ambos 

SmartCapture software (Digital Scientific). O status do número de cópias de cada 

cromossomo foi gravada num mínimo de 30 células de cada amostra, e as provas para 

reorganização 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 o estudo 

de anomalias cromossomais em células de pluripotência induzida.  
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8.2  Resultados 

 

A transdução viral de sucesso ocorreu sem que este fosse previamente ultracentrifugado, 

como nos primeiros experimentos, em parceria com o Laboratório de Biotecnologia do 

Instituto Hemocentro de Ribeirão Preto, é sabido que a manipulação excessiva e o transporte 

do vírus é um procedimento laborioso, que aumenta as variáveis, reduz a eficiência de 

infecção e aumenta as chances de insucesso na reprogramação. A tentantiva da transdução 

sem prévia concentração viral, foi eficaz, como será observado nas imagens das células 

reprogramadas a partir deste procedimento, essa nova estratégia foi executada com o objetivo 

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

Todas as colônias foram repicadas manualmente para a primeira passagem e 

enzimaticamente para as demais, com uma adaptação do uso de Tryple express em menor 

volume, por menos tempo, desta forma, este procedimento não foi tóxico às colônias de um 

modo geral. Por outro lado, o processo de criopreservação com DMSO aparentemente era 

extremamente tóxico as colônias, que levavam cerca de 15 dias para retornarem a sua 

morfologia típica em cultivo sob MEF.  

Diferentes protocolos foram testados como o objetivo de otimização da reprogramação, 

delineando diversas vertentes a serem avaliadas, tais como, o vetor Stemmcca humano, 

murino e a combinação de ambos; a adição de inibidores (2i), LiF e bFGF em separado ou em 

conjunto, bem como a concentração inicial de fibroblastos fetais caninos. O resultado de cada 

protocolo está detalhado na tabela 1. 
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Tabela 1 - Delineamento dos 6 protocolos de transdução, com uso ou não de suplementação, combinando ou 

não os vetores humano e murino, reprogramando fibroblastos fetais caninos em duas 

concentrações 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 máximo 10 passagens e 10 se mantiveram 

por 15 ou mais passagens, sendo 7 h+mOSKM e 3 hOSKM em eficiência máxima de 

reprogramação de 0,001% 

 1 2 3 4 5 6 

hOSKM + + + + + + 

mOSKM - - - + +  

LIF + + -  - - 

bFGF + + + + + + 

2i + - -  - - 

Concentração celular  2X104 2X104 1,5x104 1,5x104 1,5x104 1,5x104 

Nº de colônias 3 7 12 10 20 14 

Taxa de eficiência (%)  0,00015% 0,00035% 0,0008% 0,00066% 0,001% 0,0009% 

Colônias estáveis  - - - 3 (4,5,6) 4 (7,8,9) 3 (10,11,12) 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

 

Nos primeiros dias pós transdução (D4 e D7) não foi possível observar diferenças entre 

a infecção murina ou humana e ainda tratada ou não com LIF (Figura 24 A-I). As células em 

processo de reprogramação, apresentaram características de células reprogramadas e colônias 

iniciais 11 dias após a transdução (Figura 25 A-F), e apesar de ser observado a formação de 

colônias em todas as transduções, a melhor condição de cultivo foi com hOSKM + mOSKM, 

sem adição de inibidores, considerando sua manutenção a longo prazo, ressaltando que as 

células que receberam LIF + inibidores não apresentaram formações que se assemelhassem a 

colônias iPSC e ainda, as que receberam apenas LIF apresentaram colônias, em menor 

número, sem diferenças morfológicas ou de desenvolvimento, porém eram aparentemente 

mais frágeis, sugerindo uma reprogramação incompleta e não se mantiveram após algumas 

passagens. As linhagens avaliadas eram h+mOSKM ou hOSKM, sendo as h+m mais estáveis 

a todos os procedimentos, bem como de morfologia mais adequada. Para a afirmação de uma 

dupla infecção faz-se necessário a confirmação da integração de ambos os fatores ao núcleo 

por PCR tempo real.  
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Figura 24 - Fibroblastos caninos em processo de reprogramação com o vetor policistrônico humano, murino e 

a combinação de ambos 

 

Fonte: (GONÇALVES, N.  N., 2015). 

Legenda: Fibroblastos caninos em processo de reprogramação com o vetor policistrônico humano (A, D, 

 G), murino (B, E, H) e a combinação de ambos (C, F, I) em D4 (A, B, C), D7 (D, E, F) e D7 

 acrescido de LIF (G, H, I).  

 

Figura 25 - Fibroblastos caninos em processo de reprogramação com o vetor policistrônico humano, murino e 

a combinação de ambos em D11 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Fibroblastos caninos em processo de reprogramação com o vetor policistrônico humano (A, D), 

 murino (B, E) e a combinação de ambos (C, F) sob diferentes condições de cultivo. Controle  (A-C) 

 ou acrescido de LIF (D – F), 11 dias pós transdução. 
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Pudemos observar ainda diferenças  dependentes do substrato de cultivo, as iPSCs caninas 

só 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 típica alterada (Figura 26 A-C), tal 

substrato já otimizado para o cultivo de iPSC humana (YAMANAKA et al., 2007) e bovina 

(BRESSAN, 2013) não se mostrou eficaz para as iPSC caninas, apesar de seu uso para tal 

espécie já 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 (comunicação pessoal)1. Tais diferenças devem ser ponderadas, pois é sabido que 

alterações morfológicas podem ser o reflexo de uma expressão gênica alterada; uma vez que 

tal expressão encontra-se prejudicada em células com formação atípica, isso deve ser 

considerado em análises de quantificação da expressão gênica. 

 

Figura 26 - Diferenças morfológicas observadas no cultivo de iPSC canina em diferentes substratos 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda:  Diferenças morfológicas 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 colônias têm borda definida e morfologia típica de células 

pluripotentes reprogramadas, o que não se reproduz no cultivo em matrigel (A e C).   

 

                                                 
1 Informação fornecida pelo Dr. Sehwon Koh, da Universidade da Carolina do Norte (NCSU), em discussão 

científica informal por email.  
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As colônias mostraram morfologia típica com aproximandamente 15 a 20 dias pós 

transdução e passaram a ser repicadas manualmente, tal procedimento foi realizado através da 

manipulação de agulhas 30G acopladas a seringas de 1mL estéreis, na qual as MEFS foram 

recortadas do contorno das colônias, e estas por sua vez, foram recortadas em pedaços 

menores (Figura 27), os pedaços menores foram transportados para uma nova placa com 

MEFs com auxílio de uma micropipeta de 10µl, e em seguida os pedaços foram 

delicadamente fixados à MEF com uma lâmina de bisturi. 

 

 

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

 

Fonte: (BRESSAN, F., 2013). 

Legenda: Imagem sob estereomicroscópio 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 máximo 10 passagens e 10 se mantiveram por 15 ou 

mais passagens e foram utilizadas para todos os testes de caracterização in vitro, sendo 7 h+m 

e 3h. Destas, quatro linhagens estão representadas (Figura 28 A-H) com alta expressão de 

fosfatase alcalina indicando se tratar de uma célula indiferenciada com potencial de 

autorrenovação. A fosfatase alcalina é uma enzima hidrolase presente em altos níveis na 

membrana de células pluripotentes indiferenciadas, sendo portanto, um teste in vitro para 

comprovação da pluripotência de tais linhagens IPSCs. 
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Figura 28 - Linhagens clonais expressando fosfatase alcalina 

 

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

Legenda: Linhagens clonais expressando fosfatase alcalina. A e B) colônia 4 - 5ª pasagem, aumento 5x e 40x. C 

 e D) colônia 5 - 4ª passagem, aumento 10x e 40x. E e F) colônia 6 - 4ª passagem, aumento 5x e 20x. G 

 e H) colônia 11 - 8ª passagem, aumento 5x e 20x.    

 

As IPSC caninas cultivadas foram repicadas manualmente na primeira e segunda 

passagem e a partir deste estágio, o repique foi mantido com uma adaptação do método 

enzimático com Tryple Express (Gibco) uma vez que a maioria dos protocolos indica o uso de 
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1mL por poço e  incubação por cerca de 3 mim para que todas as colônias se desprendam da 

placa, este procedimento foi visivelmente (alterações morfológicas) prejudicial ao 

desenvolvimento das colônias, a partir de tal circunstância, estabelecemos uma adaptação, 

onde apenas 500µl de Tryple eram adicionados por placa de 35mm, sem incubação e 

imediatamente a mesma quantidade de meio de cultivo era adicionado, lavando a placa 

delicadamente até que as colônias se soltassem. As células apresentaram uma recuperação 

completa após este procedimento (morfologia adequada), que foi padronizado e mantido para 

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

 

Figura 29 - Morfologia das colônias após repique enzimático adaptado com Tryple Express 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Morfologia das colônias após repique enzimático adaptado com Tryple Express. A, B e C) colônia 4 

 após 4 passagens com Tryple. 10x, 5x e 40x, respectivamente.   

 

A formação de corpos embrióides mostrou-se eficiente em todas as linhagens 

avaliadas, sendo em sua maioria, com morfologia adequada e borda definida (Figura 30 A-H). 

Os corpos embrióides são 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 formação desta estrutura caracteriza o potencial de diferenciação das 

células de pluripotência induzida.  
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Figura 30 - Formação de corpos embrióides cultivados em agarose, fotografados após 48 horas de cultivo 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Formação de corpos embrióides cultivados em agarose, fotografados após 48 horas de cultivo. A e B) 

linhagem 4- 16ª passagem. C e D) linhagem 5 - 11ª passagem. E e F) linhagem 6 - 11ª passagem. G e H) 

linhagem 11 - 9ª passagem. 20x.  

 

 

A análise de diferenciação in vitro espontânea, foi feita após a formação de corpos 

embrióides, sem auxílio de kits específicos de diferenciação, onde foi possível observar 

células com morfologia fibroblastóide (Figura 31).  
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Figura 31 - Diferenciação in vitro após 5 dias de cultivo em gelatina 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Diferenciação in vitro após 5 dias de cultivo em gelatina. Foi possível observar por toda a placa a 

 mudança de morfologia com características fibroblastóides. Linhagem 4h+m – 16ª passagem,  40x.  

 

As linhagens foram avaliadas quanto a expressão dos fatores de pluripotência 

endógenos, comprovando uma reprogramação completa onde o maquinário da célula assume 

o controle da pluripotência. Pudemos observar alta expressão de OCT4 e SOX2, sendo que 

estes foram normalizados com a expressão de fibroblastos embrionários não reprogramados. 

As colônias 4, 5 e 6 foram cultivas em matrigel, para evitar a contaminação com MEF (que 

expressa OCT4 e pode ser detectado, camuflando os resultados), desta forma, apurando nossas 

análises e demonstrando alta expressão de ambos os fatores nas linhagens avaliadas, a média 

das colônias avaliadas foi gerada a partir de triplicatas biológicas,  para obtenção de desvio 

padrão, que se mostrou alto para tais análises, evidenciando a diferença entre as linhagens 

reprogramadas, demonstrando que cada linhagem clonal é única no processo de 

reprogramação e pode apresentar variações de padrão (Figuras 32 e 33).  
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Figura 32 - Gráfico representando a expressão de SOX2 nas linhagens IPS canina, comparadas a fibroblastos 

fetais não reprogramados, em unidades arbitrárias 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Gráfico representando a expressão de SOX2 nas linhagens IPS canina, comparadas a fibroblastos 

 fetais não reprogramados, em unidades arbitrárias. Amostras mescladas como triplicatas biológicas 

 para obtenção de média e desvio padrão.  

 

 

Figura 33 - Gráfico representando a expressão de OCT4 nas linhagens IPS canina, comparadas a fibroblastos 

fetais não reprogramados, em unidades arbitrárias 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Gráfico representando a expressão de OCT4 nas linhagens IPS canina, comparadas a fibroblastos 

 fetais não reprogramados, em unidades arbitrárias. Amostras mescladas como triplicatas biológicas 

 para obtenção de média e desvio padrão.  
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Assim como comprovado através da expressão gênica, foi observada a expressão das 

proteínas com os anticorpos para OCT4, SOX2 e NANOG (Figura 34).   

 

Figura 34 - Detecção da proteína OCT4, SOX2 e NANOG em linhagens clonais positivas, sob microscopia 

óptica e de fluorescência 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Detecção da proteína OCT4, SOX2 e NANOG em linhagens clonais positivas, sob microscopia óptica 

 e de fluorescência. Imagens merged (sobrepostas) da fluorescência positiva com a coloração nuclear 

 por DAPI.   

 

O cariótipo canino é considerado o mais difícil de se trabalhar, com 78 cromossomos, 

dos quais 76 são autossomos, de morfologia acrocêntrica com uma alteração de tamanho 

muito pequena. A padronização do cariótipo canino para os cromossomos de 1-21 pode ser 

lida por técnicas convencionais de coloração, os demais 17 pares são muito difíceis 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 cão 

selecionados por sorted. Cada sonda foi usado por hibridização fluorescente para identificar o 

cromossomo correspondente, um a um identificando os 78 cromossomos, padronizando a 

identificação dos 17 pares não 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 acurácia do entendimento para o genoma canino com tais sondas. Os 

experimentos desenvolvidos com sondas FISH para identificar possíveis 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 15ª passagem foram contados pela técnica de 

coloração DAPI que oferece a possibilidade de melhor compreensão da estrutura do 

cromossomo, estes foram lidos em fluorescência adequada, apresentando 78 cromossomos, 

comprovando sua origem canina (Figura 35 A) a coloração DAPI invertida foi feita para 

comprovar que não existem cromossomos duplicados (Figura 35 B). Os cromossomos foram 

então hibridizados com sondas centroméricas (Figura 36 C), não sendo detectado qualquer 

tipo de anomalia nesta leitura inicial.  

 

Figura 35 - Dados de contagem cromossomal de iPS canina com coloração DAPI e avaliação por hibridização 

in situ (FISH) 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Dados de contagem cromossomal de iPS canina com coloração DAPI capturada em microscópio de 

 fluorescência e avaliação por hibridização in situ (FISH) com sondas centroméricas.  

 

Para a comprovação da pluripotência in vivo as linhagens 4 h+mOSKM e 12 hOSKM 

foram administradas de forma subcutânea em camundongos imunossuprimidos (Figura 36 A), 

O animal que foi inoculado com a linhagem 4 h+m apresentou formação tumoral após 120 

dias da inoculação, e então foi observado por 4 semanas, para acompanhamento do 

desenvolvimento da massa teratogênica (36 B-D) antes da eutanásia e avaliação 

histopatológica. O animal que recebeu a linhagem 12h não apresentou formação 

macroscópica, porém foi eutanasiado para avaliação histopatológica, sendo que nenhuma 

alteração celular ou tecidual foi encontrada.  
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Figura 36 - Injeção subcutânea de linhagem clonal 4 h+m ciPS em Balb/c nude 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Injeção subcutânea de linhagem clonal 4h+m ciPS em Balb/c nude (A), formação de massa 

 teratogênica após 120 dias mantida por 1 semana (B), 2 semanas (C), 3 semanas (D), antes da 

 eutanásia para avaliação histopatológica.  

 

Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2, confirmado por deslocamento 

cervical, de acordo com protocolo aprovado e estabelecido no comitê de bioética da 

FMVZ/USP e FZEA/USP, em seguida, foram avaliados por médico veterinário quanto a 

possíveis alterações macroscópicas nos demais órgãos. Todos os órgãos foram mensurados e 

se apresentaram com arquitetura preservada.  O animal que desenvolve a massa teratogênica 

não apresentou quaisquer outras alterações macro e microscópicas (Figuras 37 e 38) assim 

como o animal que não apresentou a formação tumoral mostrou tecidos e órgãos com 

características normais (Figuras 39 e 40). Após processamento histológico, os cortes de 

ambos os animais foram avaliados por médico veterinário patologista e não apresentaram 

anomalias celulares, com arquitetura preservada, bem como parênquima e tecidos glandulares 

sem alterações. (Figuras 37, 38, 39, 40).  

 

 



 

 

 

86 

Figura 37 - Avaliação macroscópica e microscópica dos órgãos para o Nude com formação tumoral 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Avaliação macroscópica dos órgãos para o Nude com formação tumoral: rins (A), fígado (B), 

testículos (C), estômago (D) e cérebro (E), todos com mensuração e anatomia normais. 

Fotomicrografias dos órgãos avaliando os constituintes celulares que se apresentaram com arquitetura 

preservada, distribuição histológica sem alterações, bem como parênquima e regiões glandulares 

preservadas. Objetiva de 10x (A’, B’, C’, D’, E’) e objetiva de 20x (A”, B”, C”, D”, E”).   

 

Figura  38 - Avaliação macroscópica e microscópica dos órgãos para o Nude com formação tumoral 

 

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Avaliação macroscópica dos órgãos para o Nude com formação tumoral macroscópica: Coração e 

pulmão (A), intestino grosso (B), intestino delgado (C), baço (D), pâncreas (E), todos com 

mensuração e anatomia normais. Fotomicrografias dos órgãos avaliando os constituintes celulares que 

se apresentaram com arquitetura preservada, distribuição histológica sem alterações, bem como 

parênquima e regiões 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 - Avaliação macroscópica e microscópica dos órgãos para o Nude sem formação tumoral 

 
Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 

Legenda: Avaliação macroscópica dos órgãos para o Nude sem formação tumoral macroscópica: Cérebro (A), 

testículos (B), rim (C), coração e pulmão (D) e fígado (E), todos com mensuração e anatomia normais. 

Fotomicrografias dos órgãos avaliando os constituintes celulares que se apresentaram com arquitetura 

preservada, distribuição histológica sem alterações, bem como parênquima e regiões glandulares 

preservadas. Objetiva de 10x (A’, B’, C’, D’, E’) e objetiva de 20x (A”, B”, C”, D”, E”).  
 

Figura  40 - Avaliação macroscópica e microscópica dos órgãos para o Nude sem formação tumoral 

 
Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 
Legenda: Avaliação macroscópica dos órgãos para o Nude sem formação tumoral macroscópica:  Estômago (A), 

intestino delgado (B), baço (C) e pâncreas (D), todos com mensuração e anatomia normais. 

Fotomicrografias dos órgãos avaliando os constituintes celulares que se apresentaram com arquitetura 

preservada, distribuição histológica sem alterações, bem como parênquima e regiões 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 região cervical com 

aproximadamente 1 cm, era circunscrita, firme, de contornos irregulares, não aderida, não 

serada ou revestida de pele íntegra além de muito vascularizada. O tumor era heterogêneo, 

com intensa anisocitose, presença de trabéculas de tecido muscular, células eusinofílicas, bem 

como características de tecido mielóide distribuídas pelo parênquima, células de citoplasma 

amplo e claro, característico de tecido adiposo, além de células multinucleadas e presença de 

diversos nucléolos, indicando intensa proliferação celular além de altamente vascularizado 

(Figura 41 A, B, C).  

 

 

Figura 41 -Avaliação microscópica da massa teratogênica localizada em região cervical  

Fonte: (GONÇALVES, N. N., 2015). 
Legenda:  Fotomicrografia da massa tumoral evidenciando trabéculas de tecido muscular difuso (TM) (A e C), 

(B) com vascularização intensa (vasos) e células com características de tecido adiposo (TA) e ainda 

(C’) células multinucleadas (cM). Objetiva 20x. 
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8.3 Discussão  

 

Desde a primeira geração de iPs, feita por Yamanaka et al. (2006) com a introdução dos 

fatores gênicos por vetor retroviral, muitas variáveis deste processo vem surgindo, o objetivo 

de todas estas tentativas é estabelecer um protocolo cada vez mais reprodutível, com altas 

taxas de eficiência e sem integração viral, situação ideal para seu uso em testes clínicos e 

terapia celular. Até o momento, muitas vertentes foram publicadas com tais objetivos, 

produzindo linhagens cada vez mais aplicáveis a testes clínicos e terapêuticos.  

Diversos vetores não integrados vêm ganhando espaço no processo de reprogramação, 

como o vetor epissomal, onde porções do Epstein-Barr herpes vírus humano é usado para 

criar um vetor capaz de transfectar sem empacotamento viral, resultando no oriP/EBNA1 

(Epstein-Barr antígeno nuclear 1), que também pode ser removido por seleção de drogas 

específicas. Este vetor passa por replicação extracromossomal estável, apenas uma vez por 

ciclo celular, sem se integrar ao genoma da célula. No entanto, a taxa de eficiência de geração 

de iPS com vetores epissomais é muito baixa (YU et al., 2009). Okita et al. (2011) 

aumentaram a taxa de eficiência com a supressão de p53, pois é sabido que a proteína P53, 

supressora de tumores, repara danos celulares, e desempenha um papel crítico na limitação do 

desenvolvimento e progressão celular malígna. Quaase todos os cânceres estão associados 

com defeitos nesta via ou mutação (ALAM et al., 2015) Com sua supressão, as células 

alteradas conseguem se proliferar com mais facilidade, associado a l-MYC/c-MYC, 

proliferador celular, resultando no aumento de eficiência da geração de iPS.  

Nossos resultados com vetor epissomal só foram positivos quando acrescidos do fator c-

MYC, semelhante aos experimentos de Okita et al. (2011), porém a taxa de eficiência ainda 

foi muito baixa, apesar de tais achados abrirem caminho para a produção de cIPSCs mais 

seguras e sem a integração viral. É sabido que a integração viral ainda é uma barreira para as 

aplicações clínicas, muitos artigos tem reportado a ocorrência de aneuploidias, variações no 

numero de cópias, ou mutações pontuais em células iPS. As metodologias de não integração 

vêm sendo desenvolvidas para minimizar o impacto do processo de reprogramação no 

genoma (STEICHEN et al., 2015). Aliado ao c-MYC, identificado três décadas atrás, capaz de 

acelerar o processo de replicação celular, apesar de sua colocação importante no 

desenvolvimento tumoral (DANG, 2010; WASYLISHEN; PENN, 2010). Numerosos fatores 

de transcrição regulatórios interagem com c-MYC e este gene está associado com ativação e 
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diferenciação celular, metabolismo, apoptose e interação com a regulação de outros genes. 

Tipicamente, este gene vem sendo muito estudado quanto a sua relação com neoplasias, 

linfomas, mielomas, entre outros (NIE et al., 2012). Esta forte relação com a proliferação 

celular pode explicar o sucesso da reprogramação epissomal quando associada a tal gene.   

Schlaeger et al. (2015) descreveram um estudo comparativo entre os métodos não 

integrativos de reprogramação, definindo em porcentagem a taxa de sucesso quanto ao 

surgimento de colônias hiPSC para o método epissomal (93%), Sendai-vírus (FUSAKI et al., 

2009) (94%) comparados ao método integrado por lentivírus (100%), em contraste com o 

método por mRNA (WARREN et al., 2010) com baixa eficiência (27%), mostrando que é 

possível obter altas taxas de sucesso com a reprogramação epissomal, apesar do processo 

lentiviral ainda ser mais eficaz.  

A avaliação da expressão dos genes OCT4 e SOX2, essenciais para a reprogramação, 

associados a proteínas repórteres, nos permite avaliar o comportamento bem como a 

influência de cada fator no processo de reprogramação. A separação por sorting, apenas das 

células que se integraram ao gene, aumenta em teoria a eficiência de reprogramação, 

permitindo uma avalição biológica dos mecanismos de integração rastreados por uma proteína 

reporter. Rizzino (2013) descreveu em sua revisão a importância destes dois fatores de 

transcrição e o quanto estão conectados, discutindo seu papel essencial na embriogênese e que 

ambos trabalham na manutenção da pluripotência ativando outros genes, sabendo-se que uma 

pequena alteração nos níveis de ambos é suficiente para induzir a diferenciação. Papapetrou et 

al. (2009) observou que o aumento dos níveis de OCT4 é capaz de manter os níveis de SOX2, 

KLF4 e c-MYC constantes, e a diminuição dos níveis de OCT4 diminui drasticamente a 

frequencia de reprogramação. Outro trabalho constatou que a diminuição dos índices de SOX2 

aumentam a frequência 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 otimização da produção 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 já foram diretamente 

associados com ativação de pro-oncogenes, mais do que os derivados de HIV-1 (MONTINI et 

al., 2006). Com o objetivo de otimizar o processo, surgiram os vetores de expressão 

simultânea de múltiplos genes, que se tornaram possíveis com a inserção de sequências 

intercalantes, como o peptídeo 2A ou iRES (sítio interno de ligação ao ribossomo) entre 

quadros de leitura (ORF), assim, diversos vetores policistrônicos foram desenvolvidos a partir 

destas combinações, acreditando-se que com a expressão multipla dos fatores em um único 
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vetor, a taxa de reprogramação poderia ser significativamente melhorada, e o procedimento 

menos laborioso e mais seguro (CHANG et al., 2009; SOMMER et al., 2009). A princípio, 

reprogramações geradas por tais vetores produzem células mais próximas do perfil de células-

tronco embrionárias verdadeiras (CHIN et al., 2010). Tais vetores, utilizados na 

reprogramação lentiviral, gerou um alto número de colônias 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 infecção retroviral OSKM 

dependentes de LIF e bFGF e suplementadas com 2i, porém tais linhagens não foram 

caracterizadas de forma completa até a formação de massa teratogênica. O segundo estudo 

para a espécie canina foi publicado 2 anos depois, onde Luo et al. (2011) usaram OSKM 

associado a um gene repórter, e geraram linhagens iPs LIF e bFGF dependentes.   

Já em 2012, Withworth et al, fez uso dos vetores lentivirais, mas não usou a formação 

policistrônica, gerando células iPs com os fatores OSKM somado a LIN28 e NANOG 

suplementando tais células com LIF, comprovando que as colônias mantidas com a 

combinação de LIF e bFGF ou apenas bFGF se diferenciavam de forma espontânea, e as 

colonias mantidas apenas com LIF se mantiveram indiferenciadas por pelo menos 40 

passagens numa eficiência de reprogramação de 0,0007%.  

Em 2013 Koh e colaboradores geraram células iPs de cão a partir do sistema retroviral, 

dependentes de LIF e ou LIF e bFGF e ainda avaliaram alterações 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 infecção lentiviral e 

posteriormente diferenciadas com sucesso em plaquetas, evidenciando o avanço nas pesquisas 

de iPS em animais domésticos.  

Comparados aos dados já publicados, as iPSCs caninas aqui descritas foram obtidas 

com o vetor policistrônico STEMCCA desenvolvido por Sommer et al. (2009) e mantidas 

dependentes apenas de bFGF, além de resistentes ao repique enzimático com Tryple Express 

se mantendo estáveis por pelo menos 20 passagens, e positivas paara todos os testes in vitro e 

in vivo de caracterização, apresentando ainda cromossomos com estrutura adequada e sem 

indícios de anomalias, baseado na hibridização por FISH. Porém, algumas de nossas 

linhagens foram estabelecidas com a infecção dupla, ou seja, hOSKM + mOSKM, para a 

confirmação de qual fator efetivamente reprogramou as células ou se ambos se integraram ao 

genoma, faz-se necessário um experimento de PCR tempo real com primers específicos para 

cada vetor, provando como ocorreu o processo de integração. Nenhum dos trabalhos descritos 
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até o momento para a espécie em questão trabalharam com a combinação de vetores, 

reforçando a necessidade de se comprovar tal processo inovador, uma vez que as linhagens 

mais estáveis foram obtidas de tal procedimento.   

Diversos trabalhos tem sido desenvolvidos com a hibridização in situ, para a 

avaliações de anomalias sexuais (CASSATELLA et al., 2013; DIANOVSKY et al., 2013), 

principalmente para o diagnóstico de tumores (POORMAN et al., 2015; SHAPIRO et al., 

2015). Desde os primeiros estudos com iPSC até o momento, muito tem sido discutido quanto 

aos efeitos genéticos e epigenéticos de tal reprogramação induzida. A técnica FISH vem 

sendo utilizada para esclarecimentos de anomalias. Terai et al. (2013) investigaram o tamanho 

do telômero cromossomal de células iPSC humanas por FISH, mostrando seu encurtamento 

conforme o aumento do número de passagens e ainda anomalias como a trissomia do 

cromossomo X; esta relação de encurtamento versus número de passagens foi comprovado 

também por Ji et al (2013) em células iPSC suínas com o uso de sondas hibridizadas. Em 

camundongos foram avaliadas 127 linhagens de iPSC com alta incidência de trissomia nos 

cromossomos 8 e 11 (BEN-DAVID; BENVENISTY, 2012).  

Para as iPSCs geradas a partir de animais domésticos tal investigação ainda é escassa. 

Koh et al. (2013) avaliaram a instabilidade cromossomal em células iPSCs canina, 

identificando regiões comuns de anomalias em células iPSC de cães, camundongos e 

humanos, especificamente nos cromossomos 8 e 13 e ainda regiões específicas (4 e 16). 

Nossos resultados avaliando anomalias cromossomais por hibridização FISH, são 

preliminares para conclusões, porém não foi detectada nenhuma anomalia estrutural nas 

avaliações iniciais, vale ressaltar que as células iPS são únicas e o micro ambiente no qual são 

mantidas, in vitro ou in vivo, pode ter efeito significativo quanto as mudanças cromossomais 

observadas (KOH et al., 2013), assim, podemos sugerir que a ausência de anomalias indica 

uma indução da pluripotência mais segura.  

Schlaeger et al. (2015) também descrevem de forma comparativa o cariótipo de 

linhagens hIPSC geradas por diferentes metodologias, mostrando que aquelas geradas por 

sistema retroviral tinham altas taxas de aneoploidia (13,5%), as geradas com mRNA 

apresentaram os menores índices (2,3%) seguidas pelo sistema lentiviral (4,5%) e Sendai-

vírus (4,6%) de reprogramação, embasando nossos resultados cromossomais sem alterações, a 

partir de células ciPSC geradas com sistema lentiviral.   

A formação de tumores na produção de iPSCs é caracterizada como um teste essencial 

para a comprovação da pluripotência, o primeiro artigo caracterizando iPS a partir de 

fibroblastos caninos (SHIMADA et al., 2010) não relata a formação de tumores, a partir de 
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então, Luo et al. em 2011 também não tiveram sucesso na formação tumoral de células iPS 

caninas, sugerindo que a injeção de tais células em camundongos imunossuprimidos talvez 

não fosse a forma mais adequada para a formação tumoral. Whitworth et al. (2012) injetaram 

8 linhagens em nudes, e obtiveram apenas 2 formações tumorais que eram basicamente 

formadas por células germinativas-like (PGCs). Em cães o único artigo que relata formações 

tumorais verdadeiras e provenientes dos 3 folhetos, foi Koh et al. em 2013, onde a formação 

tumoral era detectada após um período médio de 60 dias. Neste estudo, a formação tumoral só 

foi evidente macroscopicamente 120 dias pós inoculação e mantida para desenvolvimento por 

4 semanas. A avaliação histológica sugere um grande número de células indiferenciadas, 

porém em sua predominância de origem mesodérmica, sugerindo que a manutenção desta 

massa por 4 semanas pode não ter sido tempo suficiente para que todas as células se 

diferenciassem em células dos três folhetos embrionários.  

Vaskova et al. (2013) revisaram o comportamento epigenético das células iPSCs 

quanto a sua “memória” somática, e demonstraram algumas características adquiridas durante 

a reprogramação ou ainda assinaturas no epigenoma e transcriptoma remanescentes do tecido 

doador. Essa assinatura residual no tecido somático é chamado de “memória epigenética” e 

este fenômeno pode influenciar o comportamento de células reprogramadas, bem como as 

possibilidades de sua aplicação, uma vez que a célula somática reprogramada, quando em 

processo de diferenciação, tende a retornar a suas origens devido a essa memória celular, se 

diferenciando com mais facilidade em seus precursores originais. Isso poderia explicar a 

prevalência de células mesodermais no tumor gerado, onde as colônias iPSCs canina, geradas 

a partir de fibroblastos, podem ter se diferenciado considerando sua memória epigenética, 

retornando a sua origem mesodermal.    
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9  CONCLUSÃO 

 

 

 Neste estudo foi proposto o estabelecimento da linhagem iPSC canina a partir de 

fibroblastos fetais, bem como a compreensão de outros protocolos e fatores envolvidos na 

reprogramação, com o objetivo de aumentar a eficácia deste processo ou ainda conhecer os 

fatores envolvidos no mesmo.  

 A reprogramação por vetor epissomal foi possível, quando associada ao fator c-MYC, 

que aumenta a proliferação celular, mostrando um caminho alternativo na obtenção de tais 

linhagens, sem a integração viral, mas que ainda precisa ser melhor estabelecido.  

 Descrevemos linhagens de fibroblastos fetais caninos expressando diferentes fatores 

de transcrição humanos relacionados à pluripotência. As células caninas se mostraram 

sensíveis à integração e expressão do OCT4 e SOX2 humano em uma eficiência elevada, 

raramente observado em outras espécies. 

 As células iPS canina foram resistentes ao repique enzimático e geradas 

independentes de LIF, positivas para todos os testes de caracterização in vitro, bem como o 

teste in vivo, formando tumores predominantemente mesodérmicos. As linhagens foram 

avaliadas quanto a sua integridade cromossomal por hibridização FISH e apesar de 

preliminares, tais resultados não mostraram anomalias, fato este essencial para um processo 

de reprogramação eficaz e mais seguro. 
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