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RESUMO

BRESSAN, F. F. Geragao de células pluripotentes através da inducao génica e
transferéncia de nucleo: modelo bovino de aquisicao de pluripoténcia. 133f. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao

Paulo, Pirassununga, 2013.

Estratégias como a transferéncia nuclear e a reprogramacao induzida vém
sendo empregadas com o objetivo de induzir células somadaticas a um estado
pluripotente similar ao embriondrio. O processo de reprogramacdo nuclear é
extremamente desejavel e possui importantes contribui¢es tanto no estudo da
ciéncia basica como aplicada, como por exemplo, no aumento da eficiéncia das
biotécnicas de produ¢do animal ou na medicina, com a possibilidade de terapia
celular autéloga. Uma série de estudos, porém, ainda sdo necessarios para que tais
aplicagdes sejam vidveis, uma vez que os mecanismos fundamentais das técnicas
empregadas ainda nao estdo totalmente elucidados. Esta proposta teve como objetivo
gerar células bovinas pluripotentes através da reprogramacao direta e utiliza-las
na transferéncia de ntcleo para a produ¢do animal visando o aumento da
eficiéncia da reprogramacao celular. Para tal, foi analisada a capacidade de indugao
e manutencdo da pluripoténcia em células somaticas bovinas comparando-as com
células humanas e equinas (células pluripotentes induzidas - iPSC), assim como a
capacidade de desenvolvimento de embrides produzidos através da combinacao das
técnicas em bovinos. As células iPS derivadas neste estudo foram produzidas
mediante transducdo lentiviral de fatores de transcricgdo (OSKM) murinos,
caracterizadas e utilizadas como doadoras de nucleo na clonagem. Resumidamente,
o6citos bovinos obtidos de ovarios provenientes de abatedouros foram maturados in
vitro por 18h, enucleados e reconstruidos com células iPS (n=203 ou fibroblastos fetais
bovinos (bFF, n=153), em cinco repeti¢cdes. Apds reconstrucdo os embrides foram

ativados com ionomicina e 6-DMAP e cultivados in vitro até o estagio de blastocisto.



Foram avaliadas as taxas de fusao, clivagem (48h apds ativacao) e desenvolvimento a
blastocisto (192h apds ativacdo) e os resultados foram submetidos ao teste de Qui-
quadrado a 5% de significancia. Foi possivel a produgdo de embrides a partir das biPS,
entretanto, este estudo evidenciou a necessidade de otimizacao da sincronizacdao do
ciclo celular em células iPS. Ndo foram encontradas diferencas entre os grupos quanto
a capacidade de producdo a blastocisto ou clivagem, porém o grupo reconstruido com
células iPS apresentou uma menor taxa de fusdo. Com a finalidade de entender a
influéncia de fatores de transcricdo especificos na reprogramacao nuclear, bFF
expressando OCT4 humano (hOCT4) e hSOX2 combinados com as proteinas repérteres
fluorescentes vexGFP e mCitrine, respectivamente, foram submetidos a separacdo
celular por citometria de fluxo e utilizados como doadores de nucleo. Foram utilizados
bFF expressando OCT4-vexGFP (n=182, quadruplicata), SOX2-mCitrine (n=203,
quadruplicata) ou células controle (ndo transduzidas, n=178 e n=149, em
quadruplicata para grupos OCT4 e SOX2, respectivamente). Nao foram encontradas
diferencas entre os grupos nas caracteristicas de capacidade de desenvolvimento in
vitro estudadas. Em conclusao, este estudo relata a possibilidade de producdo de
células bovinas reprogramadas, além de também mostrar que a transferéncia de
nucleo utilizando células expressando hSOX2 ou hOCT4, ou ja reprogramadas, resulta
em taxas similares de produ¢do embrionaria quando comparadas a utilizacdo de
células controle. O conhecimento da contribuicdo de cada fator utilizado na
reprogramac¢ao induzida, aliado a estudos de comparagdao com a capacidade de
desenvolvimento in vivo de organismos derivados de células reprogramadas devera
contribuir para o aumento da eficiéncia da clonagem e produg¢do animal in vitro como

para a medicina regenerativa.

Palavras-chave: bovino, células pluripotentes induzidas (iPS), pluripoténcia,

reprogramacao celular, transferéncia de nucleo.



ABSTRACT

BRESSAN, F. F. Generation of pluripotent cells through gene induction and nuclear
transfer: a bovine model of pluripotency. 133f. Tese (Doutorado) - Faculdade de

Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga, 2013.

Nuclear transfer and induced reprogramming are technologies usually used
for the induction of somatic cells into an embryonic-like pluripotent status. The
knowledgment of nuclear reprogramming process is highly desirable, leading to
important contributions for both basic and applied sciences; for example, resulting in
the increase in the efficiency of several animal biotechnologies, or else enabling
autologous cellular therapy for medical purposes. However, basic studies are still
needed in order to enable such applications, once the mechanisms controlling in vitro
reprogramming are yet to be unravelled. This study aims to generate induced
pluripotent bovine stem cells through direct reprogramming and its use in nuclear
transfer in order to enhance the cellular reprogramming efficiency. For that, the
potential of pluripotency induction and maintenance was analysed in bovine
somatic cells, comparing those with human and equine cells, as well as the potential
of embryonic development after combining direct and nuclear reprogramming. iPS
cells derived in this study were produced trought lentivirus transduction of mouse
transcription factors (OSKM), further characterized and used as nuclei donors for
cloning. In summary, bovine oocytes were obtained from slaughterhouse ovaries, in
vitro matured for 18h, enucleated and reconstructed with iPS cells (n=203) or fetal
fibroblasts (bFF, n=153), in five replicates. Embryos were reconstructed, chemically
activated with ionomycin and 6-DMAP and cultured in vitro until blastocyst stage.
Fusion, cleavage (48h post activation) and blastocyst developmental rates (192h post
activation) were analysed and results submitted to Chi-square test at 5% significance.
biPS enabled embryo production, however further optimization on cell cycle
synchronization still needs to be accomplished. No difference was observed between
groups regarding cleavage or blastocyst developmental rates, however iPS group

presented a reduced fusion rate when compared to control. For a better understanding



on how reprogramming associated transcription factors could influence on nuclear
reprogramming, bFF expressing human OCT4 (hOCT4) or hSOX2 combined with the
fluorescent protein reporters vexGFP and mCitrine, respectively, were submitted to
flow citometry cell sorting and used as nuclei donors. bFF expressing OCT4-vexGFP
(n=182, quadruplicate), SOX2-mCitrine (n=203, quadruplicate) or control cells (non
transduced, n=178 and n=149, in quadruplicate for 0CT4 and SOX2, respectively) were
used. No difference was observed between groups regarding the in vitro
developmental potential rates. In conclusion, the present study reports the generation
of reprogrammed bovine cells, and its use the nuclear transfer. Donor cells expressing
hOCT4, hSOX2 or reprogrammed cells resulted in similar developmental in vitro rates
when compared to controls. The knowledge of each reprogramming factor influence
on in vitro reprogramming, together with comparison studies on in vivo developmental
potential of organisms derived from reprogrammed cells should help enhancing not
only the cloning efficiency and in vitro animal production, but also the regenerative

medicine.

Key words: bovine, cellular reprogramming, induced pluripotent stem cells (iPS),

nuclear transfer, pluripotency.
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modificados em luz branca e fluorescéncia, respectivamente. C e D: embrides produzidos a
partir de fibroblastos expressando SOX2 (expressdo do reporter mCitrine), em luz branca e
fluoresceéncia, respectivamente. Aumento de 20X. Exposicao a uv:

Figura 51: Porcentagens de fusdo, clivagem e embrides em oito células no segundo dia de cultivo
e blastocistos no sétimo dia de cultivo produzidos através da transferéncia de nticleo de células
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

A possibilidade de manipulacdo dos eventos de inducdo e manutencao da
pluripoténcia celular é de extremo interesse uma vez que o estudo destes processos
relacionados ao desenvolvimento embrionadrio inicial pode prover grandes contribui¢cdes
tanto a sua possivel utilizacdo terapéutica quanto em esclarecimentos relacionados a
remodelacdo de nucleo, comprometimento e diferenciacdo celular. Muito tem se
estudado e revisado quanto as caracteristicas de células pluripotentes derivadas de
embrides de mamiferos e os eventuais problemas de sua utilizacdo na rotina médica. Os
mecanismos da sua manutencgao in vitro, apesar de ser o foco de diversos estudos, ainda
nao sao totalmente compreendidos.

Ao longo das ultimas décadas, culturas de células-tronco embriondrias (CTEs)
tem sido consideradas imprescindiveis para a terapia de doencas e enfermidades antes
incuraveis, como por exemplo, doencas neurodegenerativas e lesdes na medula espinhal
devido a traumas graves. Infelizmente, algumas das caracteristicas das CTEs que
asseguram a sua pluripoténcia também podem levar a uma diferenciacdo descontrolada,
resultando muitas vezes na ocorréncia de tumores (WAKITANI et al., 2003; ARNHOLD et
al, 2004; TERAMOTO et al., 2005). Portanto, seu uso em terapia médica humana e
veterindria ainda é bastante controverso e desafiador.

A derivacdo de CTEs de animais mamiferos de grande porte permitiria o
desenvolvimento de diversos modelos de estudos, e consequentemente, é altamente
desejada. Porém, tais células, embora estudadas por diversos grupos de pesquisa ainda
ndo apresentaram consisténcia quanto a manutencao do estado pluripotente in vitro,
expressao de marcadores de pluripoténcia e também ndo produziram quimeras, uma
das caracteristicas criticas para provar sua capacidade de contribuicio no
desenvolvimento de um organismo viavel (NOWAK-IMIALEK et al., 2011; MARUOTTI et
al,, 2012).

A reprogramacao de células somaticas a um estado indiferenciado, similar a
pluripoténcia embriondria, vem sendo realizada ha tempos através da transferéncia de
um nucleo somatico a um odcito enucleado (técnica de transferéncia nuclear de célula

somatica, TNCS ou clonagem; (WILMUT et al., 1997). Na TNCS, uma célula é transferida
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para o interior de um odcito previamente enucleado, o complexo citoplasto-célula é
fusionado eletricamente e ativado quimicamente, promovendo a reprogramaciao do
nucleo somatico ao estado totipotente (MUNSIE et al., 2000; YANG et al., 2007).

Apesar de comprovadamente ser capaz de reprogramar um nucleo diferenciado,
a técnica de TNCS é pouco eficiente. Nao raramente, o nucleo a ser reprogramado falha
na expressao de genes relacionados ao desenvolvimento inicial, assim como falha no
estabelecimento de um padrao embrionario tipico das modificagdes da cromatina (BIRD,
2002; BORTVIN et al, 2003; SANTOS; DEAN, 2004; EILERTSEN et al, 2007).
Normalmente, menos de 5% dos embrides desenvolvem em animais adultos, sendo a
reprogramacdo epigenética incompleta do nucleo a causa mais provavel do baixo
sucesso da técnica (BOURC'HIS et al, 2001; DEAN et al, 2001; RIDEOUT; EGGAN;
JAENISCH, 2001; SANTOS et al, 2003). Fenotipos indesejaveis decorrentes da
reprogramacao impropria sdo, dentre outros, a alta taxa de perdas gestacionais, a
ocorréncia da sindrome da cria gigante, alteracdes hepaticas e alteracdes respiratérias,
entre outras (HILL et al., 1999; HEYMAN et al., 2002).

Aparentemente, a eficiéncia da clonagem é inversamente correlacionada com o
grau de diferenciacdo da célula doadora de nucleo (GREEN; WELLS; OBACK, 2007).
Procedimentos de TNCS com células embriondrias indiferenciadas (RIDEOUT et al,,
2000; HUMPHERYS et al, 2001), e com células somaticas ja comprometidas, como
linfécitos (INOUE et al., 2005) e fibroblastos (GONG et al., 2004) mostraram que a
utilizacdo de células indiferenciadas resulta na maior eficiéncia da técnica (HIIRAGI;
SOLTER, 2005), indicando que nucleos mais comprometidos sdo mais dificeis de
obterem sucesso na reprogramacao total proporcionada pela TNCS (WAKAYAMA et al,,
1999; HUMPHERYS et al, 2001; WAKAYAMA; YANAGIMACHI, 2001; HOCHEDLINGER;
JAENISCH, 2002; BLELLOCH et al.,, 2006). Portanto, para o aumento da eficiéncia da
clonagem, é essencial a producao ou selecdo de populagdes celulares que apresentem a
propriedade intrinseca de serem, por algum motivo, mais facilmente reprogramaveis
pelo citoplasma do oécito (SOLTER, 2000).

Mais recentemente, através de um experimento revolucionario, a reprogramacao
nuclear foi alcangcada com a introducdo e expressao de fatores de transcri¢do conhecidos
na célula somatica (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). Takahashi e Yamanaka mostraram,
em 2006 em camundongos, e em 2007 em humanos, que a expressao de somente quatro

fatores de transcrigcdo, OCT3/4, SOX2, KLF4 e C-MYC (representados pela sigla OSKM), é
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suficiente para que fibroblastos sejam induzidos a pluripoténcia. Tais células foram
denominadas células-tronco pluripotentes induzidas (do inglés induced pluripotent stem
cell, iPS) por possuirem caracteristicas das células-tronco embrionarias, incluindo uma
alta taxa de replicagdo e a habilidade de formar uma grande variedade de tecidos
provenientes das trés camadas germinativas tanto in vitro quanto in vivo (TAKAHASHI;
YAMANAKA, 2006).

0 advento da induc¢ao da pluripoténcia através da super expressdo de fatores de
transcricdo conhecidos mostrou que a producdo de células-tronco pluripotentes
induzidas (células iPS, ou IPSC) é possivel mesmo em animais domésticos (ESTEBAN et
al,, 2009; EZASHI et al,, 2009; BAO et al,, 2011; SUMER et al,, 2011) e, além disso, parece
seguir padroes similares a humanos quando comparados a camundongos.

E conhecido hoje que os fatores OCT4, SOX2 e NANOG s3o essenciais, porém nio
0s Unicos a atuarem na regulacdo do estado de pluripoténcia encontrado nas células
embrionarias. Uma rede interligada de genes regulatérios é responsavel pelo
desenvolvimento ou manutengdo da pluripoténcia em embrides, porém, os componentes
desta trama ainda ndo sdo totalmente conhecidos. A maneira pela qual estas proteinas
trabalham em conjunto, também, é ainda desconhecida. Aparentemente, elas interagem
com fatores de remodelacdo da cromatina e enzimas modificadoras de histonas para a
modulacdo da conformagdo da cromatina, o que teria por consequéncia a modulacdo
também da expressao génica (CHEN; DALEY, 2008).

Um melhor entendimento da contribuicdo de cada fator reprogramador, assim
como uma caracteriza¢do mais profunda de cada passo da reprogramacao realizada nos
embrides clonados e nas células iPS é necessario para que a natureza molecular da
reprogramacao nuclear seja esclarecida.

O modelo bovino traz grandes beneficios quando utilizado neste contexto. A
caracterizacdo de células similares a células-tronco embrionarias (stem-cells like) nesta
espécie, apesar de ja ter sido reportada ainda ndo é bem elucidada, de modo que
diversos grupos de pesquisa relatam caracterizacdes diferentes (ROACH et al., 2006).
Por outro lado, a espécie bovina apresenta taxa relativamente boa de desenvolvimento
in vivo quando comparada a outras espécies apds a técnica de transferéncia de nucleo,
com centenas de animais produzidos a termo (HEYMAN, 2005). Desta maneira, o modelo
bovino prové um modelo adequado para o entendimento acerca da reprogramacao

realizada pelo citoplasma ou por fatores especificos.
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Nesse sentido, este trabalho propde, em um primeiro momento, a geracao de
células pluripotentes bovinas através da indugdo génica utilizando fatores de transcricao
interespecificos. A associagdo desta técnica com a transferéncia de nucleo através da
utilizacdo de células-tronco pluripotentes induzidas bovinas como doadoras de nucleo
deverd contribuir tanto para a producdao animal in vitro, principalmente visando o
aumento da eficiéncia da técnica de clonagem quanto a produg¢do animal a termo, como
para a medicina regenerativa, através da obten¢do de uma maior conhecimento sobre a
derivacdo e cultivo adequado de células-tronco reprogramadas. Além disso, o estudo do
efeito de fatores relacionados a pluripoténcia durante a reprogramacao de nudcleo bovina
¢ importante para o entendimento da aquisicdo e manutencdo da pluripoténcia nesta

espécie, abrindo novas possibilidades de estudos basicos e aplicados.
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HIPOTESES

1. A inducdo da pluripoténcia celular in vitro, assim como a manuten¢do de seu
estado indiferenciado, é possivel na espécie bovina através da expressdo exoégena

de fatores de transcrigdo interespecificos conhecidos.

2. Células bovinas reprogramadas in vitro sdo capazes de gerar embrides
geneticamente idénticos capazes e manter seu desenvolvimento embrionario

inicial.

3. A associacdo da reprogramacao direta induzida com a TNCS, ou seja, a utilizacao
das células expressando fatores de transcri¢cdo relacionados a pluripoténcia como
doadoras de nucleo leva a uma maior eficiéncia de producdo de blastocistos
quando comparada a outras biotecnologias de produ¢do embriondria in vitro e
uma maior capacidade de manutencdo do desenvolvimento in vivo no periodo

inicial da gestacdo, indicios de uma melhor reprogramacao nuclear.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

- Obter células bovinas pluripotentes através da tecnologia de reprogramacao
induzida geneticamente in vitro e embrides derivados destas mediante

transferéncia de nucleo.

Objetivos especificos

- Estabelecer uma linhagem celular pluripotente geneticamente induzida de

células-tronco bovinas (biPS).

- Comparar a eficiéncia de reprogramacdo de nucleo geneticamente induzido a
pluripoténcia in vitro quando utilizado na transferéncia de nicleo com o grupo
ndo induzido a pluripoténcia através da capacidade de desenvolvimento

embrionario in vitro e manutencao inicial da gestagao.

- Estudar ao efeito da expressao exdégena de fatores de transcricdo conhecidos
relacionados a pluripoténcia em células doadoras de niucleo quando submetidas a

reprogramacao nuclear por transferéncia de ntcleo.
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CAPITULO 2: REVISAO DE LITERATURA - INDUCAO E MANUTENCAO DA
PLURIPOTENCIA CELULAR

Resumo

O entendimento dos processos de reprogramacdao nuclear traz importantes
contribui¢cdes tanto no estudo das ciéncias aplicadas como basicas, como por exemplo,
com a possibilidade de terapia celular autdloga para o tratamento de inUmeras
enfermidades, no aumento da eficiéncia das biotécnicas de producdo animal ou mesmo
na geracdo de gametas funcionais in vitro. Estratégias como a transferéncia nuclear e a
reprogramacdo induzida vém sendo empregadas com o objetivo de induzir células
somaticas a um estado pluripotente similar ao embrionario.

Estudos sobre reprogramacao, diferenciagdo e proliferacdo celular tém revelado
que diversos fatores de transcricdo atuam sinergicamente promovendo o
comprometimento celular ou, por outro lado, a pluripoténcia. Os mecanismos de inducdo
a pluripoténcia, seja através da expressdo de fatores de transcricdo relacionados a
pluripoténcia, ou entdo, a transferéncia nuclear, parecem ser mediados pelas mesmas
vias de sinalizacdo observadas na fertilizagdo, envolvendo o remodelamento nuclear e
modulando a expressdo génica. Porém, uma conformag¢do anormal da cromatina,
frequentemente levando a erros de imprinting e expressdo génica alterada sdo
frequentemente observados na reprogramacao in vitro (KANG et al., 2001; ONO et al,,
2001). Estratégias utilizadas com a finalidade de facilitar tal remodelamento nuclear,
como por exemplo, a utilizacdo de agentes modificadores de cromatina no cultivo in vitro
de células ou embrides, mostrou-se capaz de favorecer a regulacdo transcricional e

promover a reprogramacao.

A combinacdo das técnicas de reprogramacdo por inducdo génica ou

transferéncia nuclear pode ser uma maneira de explorar os mecanismos de expressao
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génica responsaveis pela pluripoténcia induzida. Um melhor entendimento sobre a
contribuicdo de cada fator reprogramador utilizado na inducdo a pluripoténcia pode
resultar no estabelecimento de estratégias que aumentem a eficiéncia da reprogramacao
in vitro. Tal entendimento podera contribuir tanto para a produg¢do animal in vitro, em
especial pelo aumento da eficiéncia da técnica de clonagem, como também para a
medicina regenerativa, através da derivacdo e cultivo adequado das células-tronco

embrionarias reprogramadas.

Reprogramacao celular e pluripoténcia

Em mamiferos, o periodo inicial do desenvolvimento embrionario é marcado pela
inducdo a totipoténcia, por sua vez caracterizada pela reprogramacao dos nucleos
derivados dos gametas masculino e feminino a um estado indiferenciado, resultando na
formacao do zigoto e inicio do desenvolvimento embriondrio. Inicialmente, o processo
de desenvolvimento leva a diferenciacdo das células embrionarias em duas linhagens
celulares, a massa celular interna e o trofoblasto, que podem ser visualmente
identificadas no estddio embrionario de blastocisto.

O trofoblasto origina os tecidos extra-embrionarios, enquanto que as células que
compde a massa celular interna, classificadas como células pluripotentes, possuem a
capacidade de se diferenciarem em qualquer uma das trés camadas germinativas: a
endoderme, a mesoderme e a ectoderme, que por sua vez, dao origem ao mais de 200
tipos celulares diferentes componentes de fetos e organismos adultos (ROSSANT, 2001;
NAFEE et al., 2008; OHGANE; YAGI; SHIOTA, 2008). Uma vez que sabidamente ndo ha
modificagdes genéticas envolvidas nos eventos de determinacdo do desenvolvimento e
diferenciacdo celular, tais eventos hereditarios sdo dependentes de modificacdes
epigenéticas que controlam a expressdo de genes especificos (MANN; BARTOLOME]I,
2002; BEISEL; PARO, 2009).

O suino, o bovino e o ovino sdo exemplos de importantes modelos de estudo pré-

clinicos de animais de grande porte para testar o potencial clinico de terapias com
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células-tronco devido a sua semelhang¢a morfolégica e fisiolégica com os humanos
(KUES; NIEMANN, 2004; BREVINI et al., 2008). A espécie bovina, em especial, apresenta
grande importancia econémica. A geracdo de células pluripotentes, ainda ndo descritas
quando derivadas de embrides, permitird a realizacgdio de manipulacdes genéticas
precisas, abrindo novas possibilidades para aplicagdes biomédicas e também
agropecuarias.

Notoriamente, a propriedade de reprogramacdo do o6cito ndo é restrita aos
nucleos germinais. O nascimento da ovelha Dolly, o primeiro mamifero viavel produzido
através da TNCS (WILMUT et al., 1997), provou a capacidade do o6cito de reprogramar
nucleos altamente diferenciados a um estado totipotente, revertendo assim seu estado
de diferenciacdo e possibilitando o desenvolvimento a termo de animais vidveis. Desta
maneira, a reprograma¢do de células diferenciadas em células embrionarias
pluripotentes através da TNCS foi realizada com sucesso em diversas espécies, inclusive
a humana (FRENCH et al,, 2008). Além disso, diversos animais de producdo, companhia e
de laboratério ja foram produzidos a termo com sucesso, como por exemplo, bovinos,
bubalinos, caprinos, ovinos, suinos, equideos, coelhos, camundongos, ratos, furdes, e
carnivoros como felinos (gatos), caninos e lobos (CIBELLI, J. B. et al., 1998; KATO et al,,
1998; WAKAYAMA et al,, 1998; BAGUISI et al., 1999; POLEJAEVA et al,, 2000; KIM, M. K.
etal, 2007; SHI et al.,, 2007).

Sabe-se que a reprogramacao proporcionada pelos fatores de indug¢do leva a
remodelacdo da cromatina e, consequentemente, a modificacdo da expressao génica,
resultando em um estado similar aquele apresentado pelas células-tronco embrionarias.
A questdo principal levantada pela reprogramacao induzida é o modo pelo qual os
fatores de reprogramacdo realizam tais mudancas (SRIDHARAN et al., 2009). Essa
questdo se estende a reprogramacao realizada pelo citoplasma do oécito durante a
técnica de TNCS ou pelo citoplasma das células-tronco embriondrias apds fusao celular
(COWAN et al.,, 2005). Sabe-se que o processo de derivacdo e cultivo de células-tronco a
partir de blastocistos produzidos por TNCS seleciona células embriondrias por
multiplicacdo in vitro que tiveram a memaéria epigenética da célula somatica doadora de
nucleo apagada, ao contrario do desenvolvimento embriondrio de clones. De fato,
blastocistos clonados ja se mostraram capazes de derivar células-tronco embrionarias

de camundongos (MARKOULAKI; MEISSNER; JAENISCH, 2008), primatas ndo humanos
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(BYRNE et al,, 2007) ou células semelhantes as células-tronco, como por exemplo, de
bovinos (TALBOT et al., 2007) e coelhos (FANG et al., 2006). Acredita-se que as células
embrionarias isoladas de blastocistos clonados, depois de cultivadas in vitro, podem ser
funcionalmente indistinguiveis das células embriondrias isoladas de embrides

fertilizados (BRAMBRINK et al., 2006; DING et al., 2009).

Em um estudo recente, MARUOTTI et al. (2012) demonstraram que células
bovinas pluripotentes derivadas de embrides em estagio de alongamento (células
tronco do epiblasto, ou epiSCs) apresentam algumas vias de pluripoténcia ativas
(Nodal/Activin e FGF), assim como epiSC de camundongos e suinos. Porém, a
manutencdo da pluripoténcia destas células bovinas in vitro nao foi possivel,
indicando que as condi¢des utilizadas nas duas espécies nao sdo suficientes para a

manutencao de células pluripotentes bovinas.

Diversos grupos publicaram desde entdo centenas de trabalhos confirmando a
repetibilidade da inducdo de pluripoténcia em células somaticas murinas e humanas
através da transducdo dos mesmos com vetores virais expressando a combinac¢do dos
genes OSKM (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; OKITA; ICHISAKA; YAMANAKA, 2007;
TAKAHASHI et al., 2007; WERNIG et al., 2007; PARK et al., 2008), expressando os genes
0CT3/4, SOX2, NANOG e LIN28 (YU et al,, 2007), ou expressando somente alguns destes
fatores, como OCT3/4, SOX2 e KLF4 (NAKAGAWA et al.,, 2008) ou somente OCT3/4 e
KLF4 (KIM, J. B. et al,, 2008) ou OCT3/4 e SOX2 (HUANGFU et al., 2008), entre outras
combinacdes e modificacdes. Atualmente ja foram produzidas iPS de diversas espécies,
sendo exemplo: humana, camundongo (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; TAKAHASHI et
al,, 2007), macaco-rhesus (LIU, H. et al., 2008), suinos (ESTEBAN et al., 2009), bovinos
(SUMER et al., 2011) e mesmo espécies silvestres (BEN-NUN et al., 2011). A combinagao
de fatores de transcricdo, apesar de comprovadamente ser capaz de reprogramar células
ja diferenciadas em células semelhantes a células-tronco embriondrias, ndo torna as
células totalmente indistinguiveis das células-tronco embrionarias ndo induzidas.

Investigagdes quanto aos mecanismos moleculares e celulares devem revelar
ferramentas necessarias tanto para propoésitos terapéuticos, com a manutencdo da
pluripoténcia e a diferenciacdo controlada das células-tronco embrionarias quanto para

o alcance de uma melhor capacidade de desenvolvimento embriondrio e fetal apos a
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TNCS em animais de producao.

A triade OCT4 - SOX2 - NANOG

0 aumento da eficiéncia e do controle na reprogramacdo nuclear é desejavel nao
somente no aspecto médico, por possibilitar a geragdo e o isolamento de células-tronco
autdlogas a serem utilizadas em terapias celulares especificas para cada paciente, mas
também para producdo animal, sendo tal controle indispensavel ao sucesso de
biotecnologias reprodutivas (assisted reproductive technologies - ARTs). Diversos
estudos e revisdes empenham-se em dissecar os mecanismos moleculares envolvidos na
pluripoténcia celular (LIU, N. et al.,, 2007; CHEN; DALEY, 2008; JOHNSON et al., 2008;
PLATH; LOWRY, 2011), porém, o mecanismo exato pelo qual a reprogramacao celular
ocorre ainda ndo é totalmente conhecido.

Experimentos iniciais sobre os mecanismos da diferenciacdo e a reprogramacao
celular mostraram que células pluripotentes expressam um conjunto de fatores
responsaveis pelo estado de indiferenciagdo ou pluripoténcia. Dois fatores de
transcricdo, o OCT4 e o NANOG, foram os primeiros a serem identificados como
essenciais para o desenvolvimento embriondrio inicial e para a manutenciao da
pluripoténcia de células-tronco (NICHOLS et al., 1998; MITSUI et al., 2003). Foi mostrado
também que o SOX2, outro fator de transcricao, heterodimeriza com o OCT4, atuando na
regulacio de diversos genes em células pluripotentes (BOYER et al., 2005). E conhecido
hoje que os fatores OCT4, SOX2 e NANOG sdo essenciais, porém ndo os Unicos a atuarem
na regulacdo do estado de pluripoténcia encontrado nas células embriondrias. Além da
triade OCT4, SOX2 e NANOG, muitos outros fatores relacionados a pluripoténcia foram
identificados, como por exemplo, SALL4, DAX1, ESSRB, TBX3, TCL1, RIF1, NAC1, dentre
outros (IVANOVA et al, 2006; LOH et al, 2006). Uma rede interligada de genes
regulatorios é responsavel pelo desenvolvimento ou manutencdo da pluripoténcia em
embrides de maneira complexa e provavelmente espécie-dependente (BERG et al,,
2011). Mesmo nas células primordiais germinativas, muitos genes relacionados a
pluripoténcia nas células embrionarias sdo expressos, como por exemplo, OCT4, SOX2 e

NANOG, dentre outros, sendo que a expressdo de tais genes é diminuida conforme a
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diferenciacdo das células gonadais (PESCE; SCHOLER, 2000; AVILION et al., 2003;
NETTERSHEIM et al.,, 2011).

Além de tais fatores de transcricdo ligarem-se em seus sitios-alvo de DNA, as
proteinas interagem entre si e também com fatores de remodelacdo da cromatina e
enzimas capazes de regular modificagdes nas histonas para a modulacio da
conformacdo da cromatina, o que teria por consequéncia, a modulacdo também da
expressao génica (CHEN; DALEY, 2008), revisado por Whitworth e Prather, em 2010.

Sabe-se que o fator de transcricdo NANOG é de extrema importancia na
manutencdo da pluripoténcia e reprogramacdo do epigenoma de células somaticas,
juntando-se aos fatores OCT4 e SOX2. Suas fung¢des sdo definidas em humanos e
camundongos, mas pouco ainda se sabe sobre sua regulacao nas outras espécies, e talvez

seja importante na aquisicao da pluripoténcia bovina (SUMER et al., 2011).

E cada vez mais claro que a regulagio transcricional é um mecanismo essencial na
diferenciacdo, na indiferenciagdo ou na manutencao da pluripoténcia. Ele atua nos
processos naturais ou induzidos de reprogramacgdo, como por exemplo, na fertilizacao
de um ob6cito por um espermatozoide, na reprogramacdo celular proporcionada pelo
citoplasma na TNCS (MUNSIE et al.,, 2000; WAKAYAMA; YANAGIMACH]I, 2001), na fusdo
entre células-tronco e células somaticas (COWAN et al., 2005; TADA; TADA, 2006) e na
reprogramacdo direta induzida (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; OKITA; ICHISAKA;
YAMANAKA, 2007).

Reprogramacao através da transferéncia de nicleo de célula somatica

Ha muito tempo tém-se procurado quais fatores determinam a habilidade do
citoplasma oocitdrio em reprogramar nucleos de células somaticas. Os primeiros
experimentos com transferéncia nuclear datam de mais de 50 anos, quando a inje¢do de

células embriondrias ou em estagios mais diferenciados em odécitos enucleados de
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anfibios resultou no desenvolvimento de embridoes ou mesmo individuos adultos,
respectivamente (BRIGGS; KING, 1952; GURDON; ELSDALE; FISCHBERG, 1958).

Notoriamente, a propriedade de reprogramacdo do o6cito ndo é restrita aos
nucleos embriondrios. O nascimento da ovelha Dolly, o primeiro mamifero viavel
produzido através da TNCS (WILMUT et al.,, 1997) provou a capacidade do odcito de
reprogramar nucleos altamente diferenciados a um estado totipotente, revertendo assim
seu estado de diferenciacdo e possibilitando o desenvolvimento a termo de animais
viaveis.

A reprogramacdo de células diferenciadas em células embrionarias pluripotentes
através da TNCS ja foi realizada com sucesso em diversas espécies, inclusive em
humanos (FRENCH et al, 2008). Além disso, diversos animais de producdo, de
companhia e de laboratério ja foram clonados, tais como: bovinos, bubalinos, caprinos,
ovinos, suinos, equideos, coelhos, camundongos, ratos, furdes, camelos e carnivoros
como felinos (gatos), caninos e lobos (CIBELLI, J. B. et al,, 1998; KATO et al., 1998;
WAKAYAMA et al., 1998; BAGUISI et al., 1999; POLEJAEVA et al,, 2000; KIM, M. K. et al,,
2007; SHI et al., 2007; WANI et al., 2010).

Apesar de comprovadamente ser capaz de reprogramar um nucleo diferenciado,
a técnica de TNCS é ainda ineficiente. Normalmente, menos de 5% dos embrides
produzidos geram animais adultos saudaveis (WILMUT, 2002; CIBELLI, ]., 2007b).
Varios estudos tém demonstrado falhas na reprogramacao nuclear em embrides
clonados (BOURC'HIS et al., 2001; DEAN et al,, 2001; RIDEOUT; EGGAN; JAENISCH, 2001;
SANTOS et al., 2003) que levam a alterac¢des tais como disfun¢des placentarias, sindrome
da cria gigante, distirbios hepaticos e respiratoérios, entre outros (HILL et al., 1999;
HEYMAN et al., 2002; MEIRELLES et al., 2010).

Na formacao de células pluripotentes apos fertilizacdo normal, observa-se
desmetilacdo independente das cromatinas oriunda do gameta masculino e feminino. O
genoma paternal é ativamente desmetilado, provavelmente através de oxidacdo da 5-
metilcitosina e posterior substituicao por citosina ndo metilada (IQBAL et al.,, 2011),
enquanto que o genoma maternal é passivamente desmetilado durante as primeiras
clivagens embriondrias. Estes processos sdo seguidos pela de novo metilacdo, essencial
para o estabelecimento dos padrdes embriondrios de expressao génica, pela inativacao

do cromossomo X e pela manuten¢do do imprinting genémico estabelecido nas linhagens
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germinativas, resultando em um desenvolvimento embrionario normal (SURANI, 1998;
NG; BIRD, 1999).

Ja nos embrides derivados da TNCS, ndo raramente o remodelamento do padrao
global de metilacdo da cromatina, chamado remodelamento nuclear, é incompleto, e o
nucleo falha no restabelecimento de um padrao embrionario tipico das modifica¢des da
cromatina, resultando em padrdes anormais de expressao de genes relacionados ao
desenvolvimento inicial (BIRD, 2002; BORTVIN et al, 2003; SANTOS; DEAN, 2004;
EILERTSEN et al.,, 2007; WHITWORTH; PRATHER, 2010). Os embrides clonados bovinos
parecem apresentar uma desmetilacdo incompleta, seguida de uma de novo metilacao
precoce (YANG et al.,, 2007). Desta maneira a reprogramacdo da metilacdo global em
embrides clonados é diferente dos embrides produzidos in vivo. O padrao dos embrides
clonados, por parecer ser mais similar aquele de células somaticas, indica que embrides
clonados sofrem apenas uma remodelacao parcial do genoma somatico (BOURC'HIS et
al,, 2001; DEAN et al,, 2001; MANN; BARTOLOMEI, 2002; BONK et al., 2007). Tal padrao
anormal de metilacdo é associado com a perda da expressio monoalélica de genes
imprinted, comprometendo o desenvolvimento, crescimento embrionario e funcao

placentdria normais destes embrides (LUCIFERO et al., 2006; SUZUKI et al., 2011).

Pluripoténcia geneticamente induzida

Em 2006 foi estabelecida a técnica de pluripoténcia induzida pela incorporacao
de fatores de transcricdo conhecidos no genoma de células somaticas de humanos e
camundongos. Takahashi e Yamanaka mostraram que a expressdao de somente quatro
fatores de transcrigcdo, OCT3/4, SOX2, KLF4 e C-MYC (representados pela sigla OSKM), é
suficiente para que fibroblastos sejam induzidos a pluripoténcia. As células induzidas a
pluripoténcia (induced pluripotent stem cells - iPSC) mostraram possuir grande parte das
caracteristicas das células-tronco embriondrias, incluindo uma alta taxa de crescimento

e a habilidade de formar uma grande variedade de tecidos provenientes das trés
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camadas germinativas tanto in vitro quanto in vivo (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006).

Diversos grupos publicaram desde entdo centenas de trabalhos confirmando a
repetibilidade da indugdo de pluripoténcia em células somaticas murinas e humanas, e
mais recentemente em ratos, coelhos, caes, suinos, primatas ndo humanos, ovinos e
bovinos, através da expressdo dos mesmos fatores OSKM, em diferentes combinagdes,
além de NANOG, LIN28 e TCL-1A4, genes que compoe a rede interligada da pluripoténcia
embriondria, como descrito anteriormente (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; OKITA;
ICHISAKA; YAMANAKA, 2007; TAKAHASHI et al., 2007; WERNIG et al., 2007; YU et al,,
2007; HUANGFU et al., 2008; KIM, J. B. et al,, 2008; LIU, H. et al., 2008; NAKAGAWA et al.,
2008; PARK et al,, 2008; ESTEBAN et al,, 2009; WU et al., 2009; HONDA et al.,, 2010; BAO
et al, 2011; HAN, J. W,; YOON, 2011; LI, Y. et al,, 2011; PICANCO-CASTRO et al,, 2011;
SUMER et al,, 2011).

E interessante ressaltar que em algumas das espécies em que as iPSC ja foram
reportadas e bem caracterizadas, células consideradas embrionarias verdadeiras ainda
nao tinham sido derivadas, como por exemplo, no caso dos bovinos, ovinos e equinos,
seja por uma falta de padrdo nas caracteristicas encontradas em diversos estudos, ou
por simplesmente ndo apresentarem as caracteristicas utilizadas para classificacdo das
células-tronco embrionarias (TELUGU; EZASHI; ROBERTS, 2010), razdo pela qual sdo
chamadas de semelhantes as células-tronco embrionarias (stem cells-like). Com o
advento das iPSC fica evidente que apesar das peculiaridades de cada espécie, os
mecanismos principais de pluripoténcia nos mamiferos seguem um padrao similar.

Células iPS sao bastante promissoras para o estudo e terapia de doengas humanas
(PARK et al., 2008) por serem bastante similares as células-tronco embrionarias quanto
a habilidade de auto-renovacao e de originar tecidos das trés camadas germinativas.
Porém, seu uso clinico ainda é limitado por diversos fatores, incluindo a baixa eficiéncia
de reprogramacdo e pelas alteracdes gendmicas decorrentes da integragdo viral. A
producdo destas células ainda precisa ser aprimorada para que a aplicacdo terapéutica
de células induzidas a indiferenciagdo pela modificacdo genética possa ser praticada sem
restri¢oes (LIU, N. et al.,, 2007). Por outro lado, as iPSC ja se mostraram um modelo Unico
de estudo dos mecanismos da reprogramacao genética a pluripoténcia e diferenciacio e
comprometimento celular, classicamente representados pelo modelo de potencial de

desenvolvimento de C. H. Waddington (epigenetic lanscape model) (WADDINGTON,
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1957; HOCHEDLINGER; PLATH, 2009).

A inducdo da pluripoténcia sem a integracao de transgenes no genoma de iPSC
humanas e de camundongos foi realizada através da transfec¢do continua de vetores que
ndo promovem a integracao do cDNA dos fatores OSKM no genoma celular, por exemplo,
utilizando adenovirus nao-integrativos (STADTFELD et al., 2008), e plasmideos de
expressao ou epissomais (OKITA et al., 2008; YU et al., 2009). Estratégias mais recentes
como a utilizacdo de mRNAs ou proteinas também se mostraram eficientes (CHO et al,,
2010; LI, Z. et al.,, 2011), representando um avango importante em direcao da utilizagdo
destas células na terapia celular. Estas estratégias ainda sdo menos eficientes do que
quando comparadas a integracao lentiviral.

A eficiéncia de geracao de células totalmente pluripotentes através da indugao
génica é normalmente menor aquela relativa a transferéncia nuclear de células somatica,
ficando ao redor de 0,01 a 0,1%, contra menos de 5% para a TNCS (HOCHEDLINGER;
PLATH, 2009). A andlise da expressao génica por microarranjos mostrou que o padrado
de expressdo global de genes nas células iPS é mais similar aquele das células-tronco
embrionarias (CTEs) do que aquele dos fibroblastos, mas mesmo assim as diferencas
entre iPSC e CTEs sdo notaveis (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; ZHAO, R.; DALEY,
2008).

Do mesmo modo que grande parte da baixa eficiéncia é acreditada a falha na
reprogramacdo epigenética do nucleo doador da TNCS, ndo seria estranho se a
reprogramacao epigenética das iPSC nao fosse igual ao normal. Ja foram reportadas
anormalidades na metilacio de DNA de genes como OCT3/4 e NANOG. Estudos sobre o
imprinting destas células mostram que assim como nos embrides clones, um nimero
significante de linhagens exibem uma expressao anormal de genes imprinted, como por
exemplo, nos genes H19, IGF2R, PEG3 e MEG3, dentre outros (MAHERALI et al., 2007;
OKITA; ICHISAKA; YAMANAKA, 2007; PICK et al, 2009). Apesar disto, ja foi
demonstrada a capacidade destas células em produzirem camundongos a termo (ZHAO,
X.Y.etal, 2009) assim como na TNCS.

O estado “parcialmente reprogramado” foi reportado e caracterizado nas iPSC.
Chan e colaboradores, em 2009, observaram que a expressdo de marcadores comumente
utilizados na caraterizacao das células-tronco como: fosfatase alcalina, SSEA-4, GDF3,

hTERT e NANOG, nao distingue colonias parcialmente ou totalmente reprogramadas. Ja
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o silenciamento dos transgene, assim como a expressao de TRA-1-60, DNMT3B e REX1
sdo encontrados nas coldnias consideradas verdadeiras (CHAN et al., 2009).

O tratamento de tais populagdes parcialmente reprogramadas com agentes
inibidores de cascatas sinalizadoras, como por exemplo, da ERK (extracelular signal-
related kinase) e da GSK3 (glycogen synthase kinase 3), facilita a conversdo das colonias
parcialmente reprogramadas em totalmente reprogramadas (SILVA et al., 2008; YING et
al,, 2008).

De maneira interessante, a utilizacdo de inibidores e agentes modificadores de
cromatina (AMCs) parece ser favoravel a derivacdo de iPSC nas espécies cujas CTEs
ainda nao sdo reportadas como verdadeiras. Dois exemplos interessantes sdao o rato e o
bovino, uma vez que os mesmos agentes facilitadores da inducdo a pluripoténcia talvez
exercam func¢des favoraveis a transferéncia de nucleo, tornando-se modelos aliados ao
estudo da reprogramacdo ou mesmo aumentando os indices de sucesso da técnica,
objetivando seu uso rotineiro na produc¢ao animal. Em ratos, a derivacdao de CTEs
consideradas verdadeiras nao tinha sido reportada até 2008 (BUEHR et al., 2008; LI et
al., 2008), quando a utilizacdo de combinac¢des de inibidores de receptor de FGF, da
ativacao da MEK (MEKi) e da GSK3 (GSK3i, chamados de 3i), ou somente MEKi e GSK3i
(chamados 2i) possibilitou tal realizacdo. A partir destes experimentos, a utilizacdo
destes e outros compostos tem sido bastante promissora na derivagdao de iPSC de

espécies ndo convencionais (NAGY et al., 2011).

Pluripoténcia através da associacio da induc¢ao génica e transferéncia nuclear

Sabe-se que a reprogramacdo proporcionada pelos fatores de inducdo a
pluripoténcia leva a remodelacao da cromatina e, consequentemente, a modificacdo da
expressao génica, resultando em um estado similar aquele apresentado pelas células-
tronco embrionarias. A questdo principal levantada pela reprogramacao induzida é o

modo pelo qual os fatores de reprogramacao realizam tais mudangas (SRIDHARAN et al.,
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2009). Essa questdo se estende a reprogramacdo realizada pelo citoplasma do odcito
durante a técnica de TNCS ou pelo citoplasma das células-tronco embrionarias apos
fusdo celular (COWAN et al., 2005).

Um melhor entendimento da contribuicdo de cada fator de transcri¢do atuante na
reprogramacao, assim como uma caracterizagdo mais profunda de cada passo da
reprogramacao realizada nos embrides clonados e nas iPSC sdo necessarios para que a
natureza molecular da reprogramacao nuclear seja esclarecida.

0O modelo bovino traz grandes beneficios quando utilizado neste contexto. A
caracterizacdo de células-tronco embriondrias nesta espécie, apesar de ja reportada,
ainda necessita de estudos mais profundos para permitir uma maior repetibilidade, uma
vez que diversos grupos de pesquisa relatam caracterizacdoes diferentes (GJORRET;
MADDOX-HYTTEL, 2005; WANG et al., 2005; ROACH et al., 2006; MUNOZ et al.,, 2008).
Por outro lado, a produgdo de células iPS em bovinos foi recentemente reportada (HAN,
X. et al, 2011; SUMER et al, 2011). Além disso, a espécie bovina ja reportou o
desenvolvimento in vivo apos a técnica de transferéncia de nucleo, com milhares de
animais produzidos a termo. Desta maneira, o modelo bovino prové uma possibilidade
de favorecer um melhor entendimento acerca da reprogramacgdo realizada pelo
citoplasma ou por fatores especificos.

A pluripoténcia induzida e a transferéncia nuclear devem trabalhar em conjunto
desmascarando as deficiéncias de ambas as técnicas. De um lado, se os mecanismos da
reprogramacao nuclear através de odcitos vierem a ser entendidos, tais informacgdes
serdo utilizadas para aumentar a eficiéncia de conversao de fibroblastos em iPSC. Por
outro lado, os mecanismos de expressao génica pelos quais a indugdo da pluripoténcia
ocorre podem ser dissecados a ponto de serem repetidos em experimentos de
transferéncia nuclear. Além disso, as proprias células iPS sdo provavelmente o préximo
passo para a clonagem, se o conceito de facilidade em reprogramar células mais

reprogramaveis manter-se valido.
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CAPITULO 3: INDUCAO DA PLURIPOTENCIA CELULAR: MODELOS BOVINO,
HUMANO E EQUINO

INTRODUCAO

Neste estudo objetivou-se de utilizar mecanismos de indugdo genica ja
conhecidos no modelo humano e murino visando a aquisicio e manutencdao da
pluripoténcia na espécie bovina, também analisando o comportamento encontrado em
outro modelo animal, o equino. A geragdo de células iPS humanas foi realizada uma vez
que a obtencgdo e caracterizacdo destas ja é bastante conhecida e explorada, tornando-se
um bom controle para os procedimentos de obtengdo e cultivo de células iPS. O modelo
equino torna-se importante neste estudo pois, além apresentar as mesmas dificuldades
de obten¢do e manutencdo do cultivo em estado pluripotente de células-tronco
embrionarias bovinas, a geracdo de células iPS equinas através de um mecanismo
interespecifico contribui na validagao da reprogramacao direta em bovinos.

O entendimento e caracterizacdo da aquisicdo e manutenc¢do da pluripoténcia e
reprogramacao nuclear em bovinos possibilitara ndo somente a otimiza¢do de diversas
biotécnicas da reproduc¢do, como também o desenvolvimento de bovinos geneticamente
modificados que poderao ser utilizados como modelos pré-clinicos de terapias celulares

e génicas.
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MATERIAL E METODOS

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Neste estudo, células cultivadas in vitro bovinas, humanas ou equinas foram
submetidas a reprogramacao celular in vitro induzida segundo protocolo baseado na
figura 1 e descrito a seguir.

Foi realizada a introducao de fatores relacionados a pluripoténcia em células
cultivadas in vitro humanas (células mesenquimais derivadas de tecido adiposo -
hAdMSC), equinas (células mesenquimais derivadas de tecido adiposo - eAdMSC) e
bovinas (fibroblastos fetais -bFF).

Apébs aproximadamente 20 dias de indugdo in vitro, colénias quando presentes
foram individualmente repicadas e cultivadas (linhagens clones de iPSC). A partir do
segundo repique, as passagens foram realizadas semanalmente nas células humanas e a
cada 3 a 5 dias nas células bovinas e equinas. Estas células foram cultivadas in vitro sob
diferentes condi¢des visando a otimizagdo do cultivo; e aquelas reprogramadas (células
iPS) foram caracterizadas quanto a morfologia, expressio de fosfatase alcalina,
expressao génica, imunofluorescéncia, formacdo de corpos embrioides, diferenciacdo

espontanea in vitro e formacgao de teratomas in vivo.

Figura 1. Esquema do curso temporal da reprogramacao génica induzida em cultivos celulares.
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A obtencdo das células iPS descritas neste estudo foi realizada com a colaboracao
de outros centros de pesquisa com experiéncia no desenvolvimento de iPS humanas ou
de camundongo (Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Terapia Celular e
Células-tronco - INCTC, sediado no Hemocentro de Ribeirdo Preto; e Instituto do
Coragao - INCOR/HCFMUSP).

Os experimentos aqui descritos sdo aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos -
FZEA/USP (anexo 1) e pelo Comité de Etica e CONEP do HCRP- FMRP-USP (anexos 2
e 3).

Obtengdo de fibroblastos e células mesenquimais derivadas de tecido adiposo nas

espécies bovina, equina e humana

Fibroblastos fetais bovinos foram derivados de dois fetos (um macho e uma
fémea) com aproximadamente 50 dias de idade gestacional. Apds a remog¢ao dos érgaos
e cabeca, o tecido foi lavado com tampao fosfato salino (phosphate buffer saline, PBS),
dividido em pedagos menores e incubado por 3h a 38,5°C em solucdo de colagenase IV
(Sigma, 0,040g/mL). Apés incubacgido, o tecido digerido foi lavado e plaqueado em meio
de cultivo completo IMDM (Gibco) suplementado com 10% soro fetal bovino (Hyclone) e
antibiéticos (Gibco).

Células hAdMSC foram obtidas através de descarte de tecido adiposo obtido de
procedimento de lipoaspiracdo eletiva, enquanto que células eAdMSC foram obtidas
através de aproximadamente 5cm?3 de tecido adiposo excisado cirurgicamente da regiao
esternal de uma fémea da raca Bretdo. Em ambos as casos o tecido adiposo foi incubado
por 3h a 38,5°C com colagenase IV (0,040g/ml), centrifugado e o pellet ressuspendido
em meio Alfa-Mem (Gibco) suplementado com 10% soro fetal bovino (Hyclone),

antibiéticos e antifingico.
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Vetores

Foram utilizados vetores lentivirais policistronicos excisaveis STEMCCA (Stem
cell cassette, Sommer et al., 2009; Fig. 2) contendo o cDNA de OCT4, SOX2, c-MYC e KLF4
humanos (hSTEMCCA) ou murinos (mSTEMCCA). Os plasmideos auxiliares consistiram

nas construgdes contendo as sequéncias TAT, REV, Hgpm2 e VSVG (Fig. 3).

Figura 2: Mapa do vetor lentiviral EF1a-hSTEMCCA (OKSM). Figura adaptada do catdlogo n.
SCR544 (humano) e n.SCR518 (murino), Millipore.
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Figura 3: Mapa dos vetores auxiliares para producdo lentiviral de segunda geracdo. Figura
adaptada. A: REV. B: VSVG. C: TAT. D: Hgpm?2.
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Produgdo de fibroblastos embriondrios murinos para utilizagdo de monocamadas celulares
de suporte

Camundongos Swiss (4 fémeas e 2 machos) apresentando trés a cinco meses de
idade foram acasalados e a cépula confirmada pela observagao da presenca de tampao
vaginal (plug). Apo6s 13,5 dias, as fémeas foram sacrificadas em camara de CO: e os
Uteros gravidicos retirados e imediatamente alocados em solucdo de PBS
suplementado com antibidticos e antifiungico. Apds lavagens em PBS, os uUteros foram
dissecados e os fetos recuperados. Foram retirados cabega, membros, 6rgaos toracicos
e abdominais (Fig. 4); o tecido restante foi picotado e incubado com colagenase 1V,
como descrito previamente em Obtengcdo de fibroblastos e células mesenquimais
derivadas de tecido adiposo nas espécies bovina, equina e humana.

Foram cultivadas as células em uma propor¢do de aproximadamente 1
garrafa de cultivo de 75cm? para cada 4 embrides dissecados. Apds 48h os cultivos
foram congelados para posterior descongelamento e utilizacao.

Para a producdo de monocamadas de fibroblasto murino previamente
inativadas (MEFs) mitoticamente, garrafas de cultivo de 75cm? apresentando
aproximadamente 80% de confluéncia foram incubadas com mitomicina (10mg/mL,
Sigma) por 3h em incubadora. Apds este periodo os cultivos foram lavados com PBS,
tripsinizados e replaqueados em placas de cultivo previamente recobertos com gelatina
(0,1%, Sigma) na concentragao de 1,2 x 10° células por placa de 35mm (placa de 6

pocos) ou 0,3 x 10> por placa de 4 pogos.
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Figura 4: Coleta de embrides murinos com 13,5 dias de gestacdo. A: embrides recuperados,
dissecados do utero e placenta e lavados em PBS. B: Cabeca e membros retirados de embrides
que serdo submetidos a digestdo enzimatica com colagenase IV.

Produgdo de particulas lentivirais

As particulas lentivirais foram produzidas através da lipofeccao de células 293FT
(Invitrogen) com o reagente Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Para tal, 5 x 106 células
293FT foram plaqueadas no dia anterior em placas de cultivo de 100mm de modo que
apresentassem 90% de confluéncia no momento da transfec¢do. Foram utilizados 12 pg
dos vetores STEMCCA e 2 pg de cada vetor auxiliar, com excec¢do do plasmideo VSVG,
sendo utilizados 2,4 ug (protocolo adaptado de Darrell N. Kotton e Gustavo
Mostoslavsky, Center for Regenerative Medicine - CReM, Boston University,
comunicagao pessoal).

A lipofecgao foi incubada por 12 a 16 horas (overnight) em contato com as células,
quando entdo o meio foi trocado. O sobrenadante (meio de cultivo) foi recolhido e
reposto apds 24, 48 e 72h apéds transducgdo, filtrado e mantidos a 4°C até serem
concentrados em ultracentrifuga (Beckman Coulter) por 1h40min a 48960g no rotor
SwW28.

As particulas virais foram utilizadas no mesmo dia ou congeladas e mantidas a -
80°C e utilizadas quando necessarios, sendo que ndo foram utilizadas particulas virais

ap6s um segundo congelamento.
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Transdugado celular

Ao cultivo celular previamente plaqueado no dia anterior com 105 células por
poco em placa de 6 pogos, 50 uL do concentrado viral acrescido de 8 ng/mL de polibreno
(brometo de hexadimetrina, Sigma) foram adicionados. O meio de cultivo foi renovado
apos incubacao de 12-16 horas.

Apdbs 5 ou 6 dias pos-transducdo, as células foram transferidas para MEFs por
um minimo de 14 dias. Quando especificado, as células foram transferidas para placas
cobertas previamente com Matrigel (Matrigel hES-qualified, BD Biosciences). Para o
preparo de placas contendo Matrigel, 10 uL da matriz por ml de meio de cultivo foram
incubados por 3h horas em incubadora antes de receber as células.

As células neste periodo (periodo de reprogramacao) foram cultivadas em meio
iPS composto por DMEM/F12 Knockout (Invitrogen) suplementado com 20% de
substituto de soro knockout (knockout serum replacement, KSR, Invitrogen), 1%
glutamina (Invitrogen), 1:1000 B-mercaptoetanol (Invitrogen), 1% aminoacidos nao
essenciais (Invitrogen), 10ug/mL bFGF (Peprotech) e antibiéticos
(Penicilina/estreptomicina, Sigma), além de Fator inibidor de Leucemia humano
(Human Leukemia Inhibitory Factor — LIF, 1000U/mL, Millipore), iGSK3 (inibidor da via
de sinaliza¢do da glicogénio sintase quinase 3,3 pM, Stemgent) e iMEK (inibidor da via de
sinalizacdo da proteina quinase ativada por mitégeno quinase (1uM, Stemgent) quando

especificado.

Repique celular

O primeiro repique ou passagem celular foi realizado manualmente em todas as
espécies e linhagens celulares e cultivadas a partir de entdo separadamente (clones de

iPSC). iPSC derivadas das hAdMSC continuaram a ser repicadas sempre manualmente,
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enquanto que iPSC equinas e bovinas puderam ser repicadas através de incuba¢do com
Tryple Express (Gibco) por aproximadamente 3 min em incubadora ja a partir do

segundo repique.

Caracterizagdo das células pluripotentes induzidas (iPSC)

Ap6s transducdo e inducdo da pluripoténcia através da expressdo exdgena dos
fatores relacionados a pluripoténcia (hSTEMCCA), hAdMSC apresentaram colonias de
células induzidas. Foram realizadas um minimo de 3 transduc¢des independentes, sendo
que cada rotina de transducao continha duas ou mais placas de cultivo transduzidas. Em
todas as ocasides foi observada a formacdo de colonias celulares. Também foram
realizadas transdugdes em fibroblastos humanos derivados de preptcio (B], Stemgent)
com sucesso; porém, neste experimento somente as células reprogramadas derivadas de
células mesenquimais humanas foram cultivadas a longo prazo e caracterizadas, como
descrito em resultados. eAdMSC transduzidas com o vetor hSTEMCCA apresentaram
colonias de células induzidas nas duas transdug¢des independentes realizadas na
presenca de LIF, 2i, na combinagdo LIF + 2i ou sem suplementacao com estes. bFF foram
utilizados para a producao de células bIPS, porém, como esta espécie demandou uma
maior otimizacdo da inducdo a pluripoténcia, sua producao e resultados foi descrita
neste estudo como estratégias 1 a 5.

Os procedimentos experimentais comuns as espécies estudadas sdo descritos na
secdo Material e Métodos, enquanto que, quando existentes, diferencas experimentais
particulares a cada espécie (por exemplo, as estratégias utilizadas na espécie bovina),

estdo descritas ao longo da apresentacdo dos resultados especificos a cada espécie.

Caracterizacdo morfolégica

Os cultivos foram acompanhados a cada dois dias através de microscopia 6tica
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até o momento do primeiro repique, quando foram acompanhadas a cada 3 ou 4 dias

para o seguimento dos repiques.

Analise da expressdo génica de fatores relacionados a pluripoténcia

Células bovinas, equinas e humanas antes da transducdo (controle) e apds
periodo de reprogramacdo in vitro foram submetidas a analise de expressiao génica
dos genes relacionados a pluripoténcia OCT4, SOX2 e NANOG. Para tal, células iPS
humanas foram recuperadas manualmente enquanto que células iPS bovinas e equinas
foram plaqueadas em Matrigel 24h antes de serem tripsinizadas e coletadas para evitar
a contaminacdo da amostra com MEFs. Os cultivos foram lavados em PBS, o
sobrenadante retirado e o pellet estocado a -80 °C até o momento da extracdo. O RNA
total das amostras foi isolado pelo método do reagente TRIzol (TRIzol Reagent ,
Invitrogen) modificado, com a utilizacdo da acrilamida linear (5mg/ml, Ambion). A
quantificacdo do RNA foi realizada através da leitura em espectrofotometro Nanodrop.

Para sintese de cDNA o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems) foi utilizado. Este kit utiliza primers randémicos para a conversao do
RNA total em cDNA. A quantificacdo do cDNA foi realizada utilizando-se a metodologia
de PCR quantitativo (QPCR) no equipamento OneStep (Applied Biosystems). Os primers
utilizados para avaliar a expressao dos genes alvos foram desenhados com o programa
Primer Express (Applied Biosystems) a partir de sequéncias obtidas do banco de dados
do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Os transcritos alvos foram os genes OCT4, SOX2 e
NANOG, candidatos a possuirem grande importancia na reprogramagdo e
pluripoténcia, e como referéncia endégena, foram utilizados os genes constitutivos
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) ou 18S, ou ambos, como especificado
posteriormente em cada analise. Foi utilizado o reagente Power SYBR Green (Applied
Biosystems) nas reac¢des e os primers foram utilizados na concentra¢do de 400nM em
condi¢cdes padrdo de termociclagem (temperatura de anelamento de 60°C por 40

ciclos).
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Para a realizacdo das curvas de referencia dos genes e analise da eficiéncia do
ensaio foram utilizados pools de 50 embrides partenogenéticos (blastocistos no sétimo

dia de cultivo in vitro). A eficiéncia de cada gene foi analisada, e a quantificacdo de

cDNA das amostras foi avaliada utilizando o método Z'AACT (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001), baseado em duplicatas.

As sequencias dos oligonucleotideos iniciadores estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1- Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados.

Nome Sequéncia 5°-3°
OCT4_FWD CAGGCCCGAAAGAGAAAGC
OCT4_REV CGGGCACTGCAGGAACA

NANOGhum_FWD CCAAAGGCAAACAACCCACTT
NANOGhum_REV CGGGACCTTGTCTTCCTTTTT
NANOGbov_FWD CCCTCGACACGGACACTGT
NANOGbov_REV GACTGTCCTGAATAAGCAGATCCA
SOX2_FWD TGCGAGCGCTGCACAT
SOX2_REV TCATGAGCGTCTTGGTTTTCC
18S_FWD CCTGCGGCTTAATTTGACTC
18S_REV CTGTCAATCCTGTCCGTGTC
GAPDH_FWD GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA
GAPDH_REV CCCTCCACGATGCCAAAGT

Deteccdo da expressao da fosfatase alcalina
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A atividade da enzima fosfatase alcalina foi observada nas células iPS através do
kit de deteccdo de fosfatase alcalina (Leukocyte Alkaline Phosphatase Kit, Sigma),
segundo recomendac¢des do fabricante. Resumidamente, cultivos celulares foram
fixados, incubados com uma mistura de solucao alcalina de naftol AS-BI com fast red
violet LB. Depositos insoliveis de corante vermelho indicam os sitios de atividade da

fosfatase alcalina.

Deteccdo da proteina OCT4 por imunofluorescéncia

O protocolo de imunofluorescéncia foi baseado no protocolo descrito por Oliveira
e colaboradores, 2012. Cultivos celulares de iPS bovinas, equinas e humanas foram
fixados em paraformaldeido 4% por 20 min e mantidos a 4°C em PBS suplementado
com BSA 3% e Triton X-100 0,5% por um minimo de 12-16 horas. Os cultivos foram
incubados em solucdo de bloqueio (PBS suplementado com BSA 3% e Tween-20 0,2%)
por 1 h a temperatura ambiente. Os cultivos foram entdo incubados com o anticorpo
primario especifico para OCT4 (rabbit anti 0CT3/4, 1:50, Sigma) por 12 -16 h a 4°C. Os
cultivos foram lavados trés vezes com PBS e incubados com o anticorpo secundario
(goat anti-rabbit 488, 1:100, Alexa Fluor, Invitrogen) por 2 h. Os cultivos foram entao
novamente lavados com PBS e analisados por microscopia de fluorescéncia utilizando

um microscépio Zeiss e o software AXIOVISION 4.7.1 (Carl Zeiss).

Formacdo de corpos embrioides, diferenciacao in vitro e formagao de teratomas in vivo

Placas de cultivos de seis pogos foram tratadas previamente com a cobertura de
agarose 0,6% autoclavada. Assim que solidificada, células iPS foram repicadas e

cultivadas sobre a agarose. Os pedacos de coldénias (células humanas) ou células apés
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dissociagdo enzimatica (bovinas e equinas) foram cultivados em meio iPS sem bFGF por
48-60h. Os corpos embrioides foram recuperados através da utilizacio de
estereomicroscopio e plaqueados em pogos previamente cobertos com gelatina 0,1%
para a inducdo da diferenciacdo in vitro espontanea. Os corpos embrioides foram
cultivados na gelatina por um minimo de 6 dias em meio de cultivo favoravel a
diferenciacdo espontanea, o que consistiu em DMEM/F12 knockout suplementado com
20% SFB e antibioticos.

Para a andlise da formacdo de teratomas in vivo, células controle (nao
reprogramadas) e cultivos de células iPS humanas (hiPS4), bovinas (biPS2) e equinas
(eiPS7 e eiPS9) foram injetadas via subcutdnea em fémeas balb/c NUDE apresentando 3
a 6 semanas de idade.

Todos os procedimentos foram realizados em ambiente asséptico. Em cada local
de administracdo (um a quatro locais por animal) foram injetadas 1,5 x 10°¢ células
ressuspendidas em uma solucdo de PBS estéril suplementado com 30% de Matrigel (BD
Biosciences). Os animais foram observados a cada dois ou trés dias e mantidos por um

minimo de um minimo de 35 dias.



49

RESULTADOS

Para uma melhor visualizacdo e compreensao dos resultados, estes serao

agrupados segundo a espécie estudada.

iPSC humanas

Células humanas apresentaram a primeira diferenciacio morfolégica com
aproximadamente dez dias apds a insercao dos genes exdgenos em seu genoma. As
hAdMSC comegcam a se organizar em colonias com morfologia tipica em
aproximadamente 15 dias apds a transdugcdo e puderam ser repicadas apos

aproximadamente 20 dias pds transducao (Fig.5).

Na primeira rotina de transducao lentiviral nas hAdMSC, 16 colénias foram
selecionadas para o primeiro repique clonal (uma colénia/poc¢o). Destas, seis
coldnias continuaram o cultivo por pelo menos 6 passagens e cinco por pelo menos 35
passagens. Cada linhagem foi criopreservada para continuacdo do cultivo em
momento posterior e congelada para extracdo de mRNA e caracterizacdo de
expressdo genica. As células apresentaram expressao de fosfatase alcalina (Fig. 6).

Células iPS humanas (hiPS) cultivadas nestas condi¢ées foram
repicadas manualmente em todos os momentos, uma vez o repique
enzimatico com Tryple Express (Gibco) ou Dispase (BD Biosciences)
inviabilizou a continuidade dos cultivos. O repique manual foi realizado
através da manipulacdo de aghas 30G acopladas a seringas de 1ml estéreis,
na qual as MEFs sdo retiradas do contorno de cada colbénia, estas sdo
recortadas em pedacos menores conforme demonstrado na figura 7, e os
pedacos menores foram transportados para a nova placa com MEFs com o

auxilio de uma micropipeta de 10 pL.
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Figura 5: Diferentes periodos durante a reprogramacdo celular in vitro de hAdMSC. A: 10
dias pds transdugdo. 100X. B: 15 dias pés-transdugdo. 200x. C e D: colbénia iPS ap6s repique
manual, 40x e 200X, respectivamente.

A C

Figura 6: Deteccdao da fosfatase alcalina em colénias de células iPS humanas derivadas
de hAdMSC. A: hiPS1 p17. B: hiPS2 p21. C: hiPS3 p14. D: hiPS4 p20. E: hiPS5 p20. 40X.
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Figura 7: Procedimento para repique manual das células hiPS sob estereomicroscopia.

Analise da expressdo génica de fatores relacionados a pluripoténcia

As linhagens iPS-hAdMSC 1 a 5 foram analisadas quanto a expressao dos genes
0CT4, SOX2 e NANOG, sendo tal expressdao comparada com aquela apresentada pela
célula controle ndo modificada hAdMSC. Foram estudadas as células hiPS 1 nas
passagens 7, 11 e 14, hiPS 2 nas passagens 11, 15 e 18, hiPS 3 nas passagens 5, 8 e 10,
hiPS 4 nas passagens 10, 13 e 14 e hiPS 5 nas passagens 13 e 17.

Pode ser observado que além da presenca da expressdao de OCT4 e SOX2 (Figs. 8
e 9), houve também a producdo de NANOG endoégeno (Fig. 10), indicando que as
coldnias iPS reprogramaram seu genoma a pluripoténcia. Pode ser observado também
que a expressdo dos fatores manteve um padrdo similar, com a exce¢ao da expressao

de NANOG na hiPS1, aparentemente aumentada em relacdo as demais.
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Figura 8: Expressdo de OCT4 em linhagens hiPS quando comparadas a hAdMSC nao modificada,
em unidades arbitrarias.
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Figura 9: Expressao de SOX2 em linhagens hiPS quando comparadas a hAdMSC nao modificada,
em unidades arbitrarias.
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Figura 10: Expressio de NANOG em linhagens hiPS quando comparadas a hAdMSC néao
modificada, em unidades arbitrarias.

Formacdo de corpos embrioides e diferenciacdo in vitro espontanea e formacdo de
teratomas in vivo

A formacdo de corpos embrioides mostrou-se eficiente nas cinco linhagens de
células iPS humanas estudadas. Foram formados de dezenas a centenas de corpos
embrioides por cultivo, sendo sua grande maioria composto por bordas definidas

(Fig.11).
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Figura 11: Formacao de corpos embrioides antes do repique (A) e ap6s cultivo em agarose (B, C
e D). B: hiPS 2 p18. C: hiPS 3 p11. D: hiPS 4 p17. 100x.

Na andlise da diferenciacdo in vitro espontanea, corpos embrioides derivados das
hiPS 2 p18 (Fig. 12) e hiPS3 pl11 (Fig. 13) desenvolveram cultivos aderentes

apresentando morfologias diversas.
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Figura 12: Diferentes tipos celulares encontrados no cultivo de corpos embrioides em gelatina
apo6s 9 dias em cultivo. Linhagem hiPS2. 200x.

Figura 13: Diferentes tipos celulares encontrados no cultivo de corpos embrioides em gelatina
apo6s 5 dias em cultivo. Linhagem hiPS3. 200x.
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Nao foram encontradas formagdes de teratomas no periodo de 35 dias apoés

inoculacao.

iPSC equinas

Apés transducdo e indugdo da pluripoténcia através da expressao exdgena dos
fatores relacionados a pluripoténcia humanos, eAdMSC apresentaram colénias de
células induzidas com aproximadamente trés dias apds a insercao dos genes exdgenos
em seu genoma (Fig. 14), independentemente de alteracdes realizadas no cultivo, como
por exemplo, a adi¢do de hLIF/2i no meio de cultivo (Fig. 15) e foram repicadas apos
aproximadamente 15 dias pés transducdo. Foram produzidas e cultivadas 12 cultivos
clonais de eiPS, com a suplementacao com LIF, 2i, 2i+LIF ou sem suplementacao, e que
puderam ser cultivadas em Matrigel ou em MEFs. Em todos os cultivos testados a

expressao da fosfatase alcalina foi detectada (Fig. 16).

Figura 14: eAdMSC e eiPS. A: eAdMSC antes da transducdo. 200x. B: eiPS. 40x. C eiPS. 200x.
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Figura 15: Células equinas sendo reprogramadas in vitro (p0) em diferentes condi¢cdes de cultivo
6 dias apo6s transducdo. A: meio de cultivo padrao de iPS. B: meio de cultivo suplementado com
LIF. C: meio de cultivo suplementado com 2i. D: meio de cultivo suplementado com LIF+2i. 200x.

Figura 16: Detec¢do de fosfatase alcalina em eiPS. A: 40x. B: 200x
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Analise da expressao génica de fatores relacionados a pluripoténcia

Foram analisadas as linhagens de iPS equinas eiPS7, eiPS9 e eiPS10 quanto a
expressdao de OCT4 e SOX2. As linhagens expressaram OCT4 e SOX2 (Figs. 17 e 18),
porém, de maneira interessante, a linhagem eiPS10 apresentou uma expressdao
relativamente pequena de SOX2 quando comparada as outras duas linhagens (aumento

de 14, 4 unidades arbitrarias em relacdo a eAdMSC).
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Figura 17: Expressao de OCT4 em linhagens eiPS quando comparadas a eAdMSC nao modificada,
em unidades arbitrarias.
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Figura 18: Expressdo de SOX2 em linhagens eiPS quando comparadas a eAdMSC nao modificada,
em unidades arbitrarias.

Assim como comprovado pela expressao génica quantitativa, as linhagens de eiPS

apresentaram OCT4 quando analisadas por imunofluorescéncia (Fig. 19).

Figura 19: Detecgdo da proteina Oct4 em eiPS. A e B: eiPS sobre MEFs em microscopia 6tica e de
fluorescéncia, respectivamente. 200x.
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Formacdo de corpos embrioides e diferenciacdo in vitro espontanea e formacdo de

teratomas in vivo

A formacao de corpos embrioides mostrou-se eficiente nas duas linhagens de

células eiPS testadas, a eiPS 7 e a eiPS 9 (Fig. 20).

Figura 20: Formacdo de corpos embrioides, linhagem eiPS7.

A andlise da diferenciacdo in vitro espontanea foi testada na linhagem eiPS7;
porém, mesmo apds 20 dias em cultivo em meio propicio a diferenciacdo, caracteristicas
de células reprogramadas, como por exemplo, alta razdo nucleo/citoplasma, ainda

puderam ser observadas (Fig. 21).



61

Figura 21: Diferenciacdo in vitro de células eiPS da linhagem eiPS7 ap6s 3 dias (A) e 20 dias (B)
em cultivo sobre gelatina. 200x.

Nao foram encontradas formacgoes de teratomas em um periodo de 35 dias apos

inoculacao.

iPSC bovinas

O sucesso na obtencdo de células iPS bovinas foi possivel apds uma série de
tentativas que levaram a otimizacdo da indugdo a pluripoténcia e cultivo destas. Os
experimentos foram divididos em estratégias para uma melhor compreensdo dos

resultados, descritas a seguir.

A primeira estratégia consistiu na transdugio dos fatores 0CT4, KLF4, SOX2, c-
MYC, LIN-28 e NANOG humanos (Stemgent), além de um controle eGFP, em bFF
derivados de um feto fémea, cultivados em meio mTESR (StemCell Technologies) em
placas cobertas com Matrigel, sem sucesso (auséncia de modificacdo na morfologia do
cultivo).

A segunda estratégia consistiu na utilizacdo dos fatores 0CT4, SOX2, LIN-28 e
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NANOG humanos, além do repdrter eGFP, cultivo em mTESR ou DMEM KO
suplementado com 10% de SFB e antibidticos em MEFs ou fibroblastos fetais bovinos
mitomicinados (BEFs), sendo que seguidas transdug¢des (n=7) foram repetidas com o
objetivo de aumentar a eficiéncia de reprogramacdo. Trés placas de cultivo de bFF
transduzidos com os fatores de pluripoténcia, cultivadas em MEFs e mTESR, resultaram
em colonias com morfologia tipica embriondria ap6s 15 dias de cultivo (chegando a
apresentar mais de uma centenas destas estruturas com aproximadamente 50 dias de
cultivo em uma das placas). Porém, apés duas ou trés passagens manuais ou por
dissociagdo enzimatica, as colénias perderam a morfologia tipica e a proliferacao celular
cessou, impedindo desta maneira a continuidade dos experimentos (Fig. 22).

Na terceira estratégia, fibroblastos fetais bovinos também foram transduzidos
concomitantemente com os fatores OKSM (0CT4, SOX2, c-MYC e KLF4). As células foram
cultivadas com mTESR trocado a cada dois dias em Matrigel ou em MEFs, tratadas com
acido valpréico (VPA, 2mM), VPA mais MEKi e GSK3i ou nenhum suplemento. Placas de
100mm de cultivo receberam 5 x 10# células/placa. Foram cultivadas ao total 12 placas
de 100mm, por mais de 40 dias de cultivo. Nao houve surgimento de colénias com
morfologia tipica. E importante ressaltar que o meio de cultivo mTESR, por ser
otimizado para células humanas, possui bFGF mas ndo LIF, que foi testado estratégia

descrita a seguir.

Figura 22: Possiveis colonias de células reprogramadas bovinas apds repique celular mecanico e
enzimatico com colagenase, respectivamente (A e B). 100x.
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Tendo em vista a grande dificuldade de indug¢ao a pluripoténcia em bovinos, a
quarta estratégia foi realizada em paralelo a producdo de células iPS humanas e
equinas, visando o controle no processo de indugao de pluripoténcia.

Foram utilizados os mesmos vetores, nas mesmas concentracdes virais e
celulares, nas mesmas condi¢des de cultivo que as células equinas e humanas em bFF
derivados de um feto macho, porém sem sucesso.

A suplementacdo com LIF, em especial, foi analisada na indugdo a pluripoténcia
bovina foi testado em fibroblastos bovinos (bFF, n=3), quando cultivadas na auséncia ou
presenca de LIF, porém, a formacdo de colonias nao foi observada nestas condicdes.

Apesar de a comparacdo das proteinas relacionadas a reprogramacdo direta
0CT4, SOX2, c-MYC e KLF4 demonstrarem maior semelhanca entre as espécies humana
e bovina quando comparadas ao camundongo (Protein Blast); na quinta estratégia foi
testado o possivel efeito dos genes ex6genos de camundongo na reprogramacao in vitro
celular bovina. bFFs foram transduzidos com mSTEMCCA, hSTEMCCA, ou com a
combinacao de ambos (mMSTEMCCA+hSTEMCCA), sendo que cada grupo foi cultivado em

meio iPS suplementado com 2i+LIF ou nao.

Apébs aproximadamente 10 dias em reprogramacdo, os cultivos de bFF que
reccberam mSTEMCCA ou mSTEMCCA + hSTEMCCA apresentaram coldnias
morfologicamente semelhantes as coldnias iPS ou ES de camundongos. A suplementagao
do meio com 2i+LIF parece nao interferir no tempo ou quantidade de col6nias geradas

(Fig. 23).
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Figura 23: Cultivos de bFF com 16 dias ap6s transduc¢do com os vetores mSTEMCCA, hSTEMCCA
ou ambos, em meio suplementado com 2i+LIF ou ndo. A: mSTEMCCA sem suplementacdo, 200x.
B: mSTEMCCA com suplementagdo 2i+LIF, 200x. C: mSTEMCCA+hSTEMCCA sem suplementacao,
200x. D: mSTEMCCA+hSTEMCCA com suplementacao 2i+LIF, 200x. E: hSTEMCCA sem
suplementagdo, 40x. F: hSTEMCCA com suplementacado 2i+LIF, 40x.



65

Foram repicadas e cultivadas 12 colonias biPS, sendo destas 3 produzidas com
mSTEMCCA sem suplementacao (biPS 1 a 3), trés produzidas com mSTEMCCA +
hSTEMCCA sem suplementacdo (biPS 4 a 6), trés produzidas com mSTEMCCA com
suplementacgdo 2i+LIF (biPS 7 a 9) e trés produzidas com mSTEMCCA + hSTEMCCA com

suplementacdo (biPS 10 a 12). Ap6s a 102 passagem, todas foram cultivadas sem

suplementacao, em MEFs.

Em todos os cultivos testados a expressdo da fosfatase alcalina foi detectada (Fig.
24).

Figura 24: Detec¢do de fosfatase alcalina em biPS. A: 40x. B: 200x.

Analise da expressdo génica de fatores relacionados a pluripoténcia

Foram analisadas as biPS 2 p9, biPS 5 p6 e biPS 7 p3 quanto a expressdo dos
genes 0CT4, SOX2 e NANOG. Todos os cultivos apresentaram expressao de OCT4 e SOX2

(Fig. 25 e 26), porém, os cultivos ndo expressaram NANOG.
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OCT4 - biPS

biPS 2 biPS 5 biPS 7

Figura 25: Expressdo de OCT4 em linhagens biPS quando comparadas a bFF ndo modificada, em
unidades arbitrarias.

SOX2 - biPS
., 3500
o
'€ 3000
£
& 2500
wv
()
B 2000
©
S
5 1500
§
o 1000
>
®
$ 500
o
zg 0 n
o v ) A
s ) 2 o
2 & S &

Figura 26: Expressdo de SOX2 em linhagens biPS quando comparadas a bFF ndo modificada, em
unidades arbitrarias.

Duas linhagens de biPS (biPS 2 e biPS 5) foram testadas quanto a presenca da

proteina OCT4 por imunofluorescéncia (Fig. 27). Ambas as linhagens apresentaram
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presenca do OCT4 em todas as células reprogramadas.

Figura 27: Detec¢do da proteina Oct4 em biPS. A e B: biPS2 sobre MEFs em microscopia 6tica e
de fluorescéncia, respectivamente. 200x.

Formagdo de corpos embrioides e diferenciacdo in vitro espontanea e formacao de

teratomas in vivo

A formagdo de corpos embrioides mostrou-se eficiente nas trés linhagens de

células biPS estudadas (Fig. 28).

Figura 28: Corpos embrioides cultivados por 48h. A: biPS 2. B: biPS 5. C: biPS 7. 200x.

A andlise da diferenciac¢do in vitro espontanea foi testada nas linhagens biPS 2 e
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biPS 5. Apesar de nao ter sido observada uma diversidade de tipos celulares mesmo
ap6s 20 dias em cultivo sobre gelatina, foi observada a perda de caracteristicas de
células reprogramadas, como por exemplo, alta razao nucleo/citoplasma apés 5 dias em

cultivo (Fig. 29).

Figura 29: Cultivo de corpos embrioides em gelatina apés 5 dias. 200x.

Trinta dias apds a inoculagdo subcutinea de células biPS 2 podem ser
macroscopicamente visualizados trés sitios de inicio de formag¢do de tumores (Fig. 30).
Os possiveis teratomas foram coletados 37 dias apés a inoculagdo. A procura por tecidos
originados das trés camadas germinativas (endoderme, mesoderme e ectoderme) sera

avaliada através de corte histoldégico e coloracao de hematoxilina-eosina.

Figura 30: Camundongos nude injetados com bFF (A) ou biPS ap6s 30 (B) e 37 (C) dias.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES PARCIAIS DO CAPITULO 3

Atualmente, os critérios mais comuns de selecdo para a caracterizacdo das
células-tronco embrionarias humanas e murinas sdo a presenca de fenétipo tipico, que
essencialmente é descrito pela razao nucleo/citoplasma alta; o padrdo de expressdo de
marcadores de superficie e intracelulares (ex. SSEA1, SSEA3/4, TRA1-60, TRA1-81,
NANOG, OCT-4); alta atividade de telomerase e pluripoténcia in vitro e in vivo (SIDHU;
TUCH, 2006). Em outras espécies, porém, tais critérios ainda ndo sdo bem elucidados.
Em bovinos, por exemplo, apesar de relatos de isolamento de colénias embrionarias que
correspondem a alguns dos critérios requeridos para as células humanas e murinas, o
isolamento e cultivo destas células-tronco diferem das caracteristicas apresentadas
acima e também entre si (GJORRET; MADDOX-HYTTEL, 2005; WANG et al., 2005; ROACH
et al,, 2006; MUNOZ et al., 2008; PANT; KEEFER, 2009). Por isso, assim como em outras
espécies, estas células sdo chamadas de semelhantes as células-tronco (do inglés stem-
cell like).

Até o advento da tecnologia iPS, células tronco pluripotentes ou células
germinativas pluripotentes nao haviam sido derivadas em animais domésticos.
Algumas das possiveis causas discutidas atualmente baseiam-se provavelmente em
deficiéncias nas condi¢des de manutencdo do estado pluripotente in vitro, assim como
a falta de conhecimento sobre os fatores que regulam células-tronco isoladas de outras
espécies além da humana e murina (HALL, 2008).

No presente estudo foi realizada a reprogramacao celular direta in vitro de uma
populacdo celular bovina. Tendo em vista a grande dificuldade de indugdo a
pluripoténcia em bovinos, os experimentos foram realizados em paralelo a produgao
de células iPS humanas e equinas, visando o controle no processo de inducao de
pluripoténcia. A otimiza¢do do protocolo foi necessaria, sendo que a produgdo de iPS
bovinas com eficiéncia foi conseguida somente com a utilizacdo de vetores murinos.

Foi utilizado para a producdo de células iPS nas trés espécies desse estudo o
vetor policistronico STEMCCA (Millipore). Por ser policistronico (0OCT4, SOX2, c-MYC e

KLF4), espera-se que efeito da introducdo de genes exdgenos seja diminuido se
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comparado a introdugdo multipla dos fatores, colaborando com uma comparagdo mais
efetiva e confiavel.

Trés artigos e uma carta ao editor reportando a derivacdo de células
pluripotentes induzidas bovinas foram publicados nos ultimos dois anos. O primeiro
(SUMER et al,, 2011) utilizou os vetores retrovirais murinos pMX-Oct4, pMX-Sox2,
pMX-c-Myc, pMX-KIf4 e pMX-Nanog. Neste experimento, foi concluido que a presenca
de Nanog é fundamental para a reprogramacao das células bovinas.

Neste presente estudo foi delineado um experimento de modo a testar o
efeito do NANOG em células bovinas, plaqueadas em MEF ou Matrigel, durante o
periodo de reprogramacao celular in vitro (dados ndo mostrados). Células humanas
também foram submetidas ao mesmo procedimento, tornando-se um controle do
processo. As células humanas completaram a reprogramacdo independente da
presenca de NANOG, sendo que as colonias derivadas em MEF apresentaram-se
morfologicamente mais caracteristicas do que aquelas cultivadas em Matrigel. Ja as
células bovinas nao apresentaram colonias, independentemente da adicao do
NANOG ou do substrato utilizado. Entretanto, novamente houve o aparecimento de
estruturas semelhantes a colonias em aproximadamente 15 dias poés-transdugao,
porém, tais formacdes ndo se mantiveram por mais de 4 dias.

Resultados preliminares da analise de expressdo diferencial realizada através
de sequenciamento de RNA entre células bovinas cultivadas em Matrigel transduzidas
com hSTEMCCA ou hSTEMMCA+NANOG evidenciaram cerca de 250 genes com
resultado significativo de um total aproximado de 6000 genes encontrados. Dentre os
genes diferencialmente expressos podem ser observados genes relacionados a
sinalizacdo intracelular via de MAP quinase (MAPK6), desenvolvimento embrionario e
de tecidos (FOX]3), replicagcdo e reparo de DNA mitocondrial (TFAM), MHC classe 1
(BOLA), metabolismo intracelular (TMED), apoptose (FADD), divisdo celular (MZT1,
STAG2), e metabolismo (IBP5, IGF2), dentre outros. E interessante ressaltar que a
regulacdo epigenética do gene IGF2, em especial, é sabidamente importante na
reprogramacado correta através da transferéncia de nicleo (PERECIN et al., 2009).

No nosso estudo, a expressdo génica de células iPS humanas apresentou, além
dos ja esperados OCT4 e SOX2, NANOG especifico endégeno, uma vez que o vetor

STEMCCA nao contem este cDNA. Nestas células, é possivel afirmar que o NANOG pode
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ser considerado um repérter de pluripoténcia, uma vez que sua expressao foi ativada e
encontra-se presente em células cultivadas por longo tempo in vitro. A expressdo do
NANOG endégeno bovino, porém, nao foi encontrada nas células iPS bovinas, apesar
destas comprovadamente apresentarem diferenciacdo em corpos embrioides, perda de
morfologia ap6s diferenciacdo in vitro e, especialmente, a formagado tumoral in vivo.

Como descrito em Material e Métodos, as células foram cultivadas em Matrigel
por 24h antes da coleta para extracdo do RNA, com a finalidade de evitar a
contaminacdo de cada amostra com as MEFs, que sabidamente expressam OCT4. E
possivel que essas células tenham expressado NANOG e tal expressdo foi perdida nas
24h de cultivo em Matrigel, como sera discutido no Capitulo 4. Outra possibilidade
seria a regulacdo génica diferencial entre células humanas e bovinas, onde talvez a
transcricdo do NANOG ndo tenha um papel decisivo na manutencdo da pluripoténcia
em bovinos. Um estudo mais profundo sobre os efeitos do NANOG em células no
periodo de reprogramacao e ja reprogramadas devera ser conduzido com a finalidade
de conhecer as vias e mecanismos influenciadas por este fator de transcricio em
bovinos.

No segundo artigo relatando a producao de células iPS bovinas, HUANG et al.
(2011) demonstraram a producdo das células com a utilizagdo de um vetor
policistrénico nao integrativo contendo os cDNAs bovinos para OCT4, SOX2, KLF4 e c-
MYC, sendo cada um controlado por um promotor independente. Foram utilizados LIF
e inibidores de MEK1/2 e GSK3 (‘2i"). Neste estudo, porém, as células em cultivo
adquiriram uma caracteristica quiescente, ou seja, as células bovinas semelhantes as
iPS nao foram capazes de expansdo in vitro. Tal informacdo é extremamente
interessante uma vez que o estado “iPS-like” descrito por Huang e colaboradores,
talvez possa também ter ocorrido as nossas primeiras coldnias encontradas
(morfologicamente caracterizaveis, porém sem sucesso ao repique).

Ja no terceiro artigo, CAO et al. (2012) descrevem a derivacao de potenciais
células pluripotentes bovinas com a utilizagio do vetor OCT4 contendo cDNA
humano, e dos vetores SOX2, C-MYC e KLF4 suinos. E importante ressaltar neste
momento, que, os trés ndo se reproduzem, ou seja, quando afirmado que o fator
NANOG seria imprescindivel, outros artigos mostraram que nao; além disso, foram

utilizados nos trés artigos cDNAs de espécies diferentes (murino, bovino, suino), e que
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resultaram em células com caracteristicas diferentes.

Na carta ao editor de Han e colaboradores em 2011, os autores reportaram que
linhagens produzidas com os fatores OKSM mais LIN28 e NANOG mantiveram
morfologia tipica por mais de 16 passagens, enquanto que linhagens produzidas com
somente os fatores OKSM bovinos ou humanos nao puderam ser repicadas por mais de
seis passagens. As células que foram reprogramadas eficientemente, assim como no
nosso estudo, nao apresentaram expressio de NANOG quando analisadas
quantitativamente, porém, apresentaram a proteina NANOG analisada por
imunofluorescéncia. No presente estudo, portanto, a detec¢do de NANOG endégeno por
imunofluorescéncia sera realizada, e sendo esta constatada, poderemos afirmar que as
biPS descritas aqui serdo similares as biPS reportadas por Han e colaboradores (Han et
al,, 2011).

A produgdo de células iPS humanas, equinas e bovinas mostrou-se eficiente e
reproduzivel, atestando o sucesso quanto a reprogramacao induzida (Tabela 2). Ainda
é necessaria a deteccdo de marcadores de superficie como SSEA1, SSEA4, TRA-1-60 e
TRA-1-81 para completar a caracterizacdo destas céulas. Tornou-se claro que para a
inducdo da pluripoténcia em bovinos foram necessarias modificagdes na inducao

destas células a pluripoténcia.

Tabela 2: Resumo das caracteristicas encontradas na células iPS humanas, equinas e

bovinas geradas neste estudo.

hiPS eiPS biPS
Vetor hSTEMCCA hSTEMCCA mSTEMCCA
Repique manual enzimatico enzimatico
FA + + +
CEs + + +
NANOG n/a + -
Diferenciagao in vitro + - +

espontinea

Formacgdo tumoral in - - +

vivo
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Em consequéncia da ainda ndo existéncia de células-tronco pluripotentes
embriondrias nesta espécie, porém, da possibilidade de reprogramacao de células
bovinas mediantes fatores de transcricdo especificos, assim como através da
transferéncia de nucleo, uma atuagao conjunta destas tecnologias podera ser benéfica ao
entendimento do processo de reprogramagdo como um todo. Desta maneira, no préximo
capitulo as células bIPS foram adicionalmente caracterizadas quanto a sua origem e
contribui¢cdo para o desenvolvimento de organismos geneticamente idénticos a estas

células.



CAPITULO 4: CONTRIBUICAO DAS BIPS EM ESTRATEGIAS
REPRODUTIVAS PARA A PRODUCAO DE INDIVIDUOS
GENETICAMENTE IDENTICOS IN VITRO
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CAPITULO 4: CONTRIBUICAO DAS BIPS EM ESTRATEGIAS REPRODUTIVAS PARA A
PRODUCAO DE INDIVIDUOS GENETICAMENTE IDENTICOS IN VITRO

INTRODUCAO

A reprogramacao de células somaticas a um estado indiferenciado, similar a
pluripoténcia embrionaria, vem sendo realizada hd tempos através de diferentes
processos. No processo de fusao celular, uma célula somatica é fusionada a uma célula
embrionaria, sendo reprogramada ao estado pluripotente. As células resultantes, porém,
tornam-se tetrapléides, uma grande desvantagem para sua utilizacao visando a terapia
celular. Ja o processo de transferéncia de um nucleo somatico ou clonagem ja mostrou-se
capaz de produzir milhares de animais saudaveis de diferentes espécies (CIBELLI, ].,
2007a). A eficiéncia desta técnica, porém, ainda é comprometida provavelmente por
falhas epigenéticas, levando a uma baixa taxa de sucesso de nascimentos de animais
saudaveis. Mais recentemente, através de um experimento revoluciondrio, a
reprogramacdo nuclear direta na célula somatica foi alcangada com a introducao e
expressdo de fatores de transcricdo conhecidos, designados fatores de inducdo a
pluripoténcia (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; OKITA; ICHISAKA; YAMANAKA, 2007;
TAKAHASHI et al., 2007; WERNIG et al., 2007).

Os mecanismos pelos quais a pluripoténcia induzida e a transferéncia nuclear
atuam reprogramando uma célula diferenciada ainda nao sao totalmente elucidados. De
um lado, se os mecanismos da reprogramacao nuclear realizada pelos o6citos vierem a
ser entendidos, tais informacgdes serdo utilizadas para aumentar a eficiéncia de
conversao de fibroblastos em iPSC. Por outro lado, os mecanismos de expressao génica
pelos quais a inducao da pluripoténcia ocorre podem ser dissecados a ponto de serem
repetidos em experimentos de transferéncia nuclear. Em especial, as proprias células iPS
sdo provavelmente o préximo passo para a clonagem, se o conceito de facilidade em

reprogramar células menos comprometidas ou indiferenciadas manter-se valido.
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Neste trabalho estudou-se a possibilidade de produzir embrides derivados de
agregacdo ou TNCS, completando desta maneira a caracterizagdo da pluripoténcia das
células iPS realizada no capitulo 3, e também viabilizando a produ¢do de animais
geneticamente idénticos.

Desta maneira, foram analisados o desenvolvimento in vitro e in vivo inicial de
bovinos clonados produzidos a partir de células iPS bovinas sabidamente pluripotentes,
assim como a possibilidade de geracdo de embrides apds agregacdo entre biPS e
trofectoderma derivado de embrides produzidos por fertilizacdo in vitro. E esperado que
as biPS produzidas neste estudo sejam capazes de contribuir integralmente para a
geracdo e desenvolvimento de animais geneticamente idénticos, além de exercerem um
efeito benéfico na capacidade de desenvolvimento embrionario, reconhecimento e
manutenc¢do da gestacdo, podendo ser resultante de uma melhor reprogramacao nuclear

pela clonagem.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos aqui descritos sdo aprovados pela Comissido de Etica em
Experimentacdao Animal da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos -

FZEA/USP (anexo 1).

Células doadoras de nticleo

Fibroblastos fetais bovinos foram recuperados de uma gestacao Bos indicus X Bos
taurus de aproximadamente 40 dias de gestacdo, macho, como descrito anteriormente
no capitulo 3. A producdo das células iPS bovinas estd descrita no capitulo 3. Neste

estudo foram utilizadas as linhagens biPS 2 e bFF, esta como controle.

Todas as rotinas de transferéncia de ntcleo incluiram o grupo biPS, consistindo
nos embrides reconstituidos com células iPS, assim como o grupo fibroblasto,
consistindo nos embrides reconstituidos com fibroblastos fetais. Ambas as linhagens
celulares utilizadas como doadoras de nucleo foram genotipadas em empresa
especializada (Genoa Biotecnologia). Para tal, o DNA de bFF e biPS foi extraido com o
Tissue and Blood kit (Qiagen) segundo recomendacgdes do fabricante, quantificado em
Nanodrop (Nanodrop 2000) e enviado a empresa. Segundo esta, a genotipagem foi
baseada na amplificacdo dos lécus polimoérficos de microssatélites de acordo com
protocolo da International Society for Animal Genetics (ISAG). Os produtos de
amplificacdo foram analisados em sequenciador através de sistema de eletroforese em
capilar com auxilio de softwares.

Em uma das rotinas de transferéncia de nucleo realizadas foram utilizadas células
biPS 2 expressando o gene reporter eGFP, para uma visualizagdo clara da origem celular
na producdo embriondria. O processo de producdo das células biPS2-GFP esta descrito a

seguir:
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Introducdo do gene repérter eGFP nas biPSC

Células iPS da linhagem biPS2 cultivadas em MEFs foram transduzidas com o
lentivirus contendo a o gene repoérter da proteina Fluorescente Verde (enhanced Green
Fluorescent Protein, eGFP) segundo protocolo descrito no capitulo 3, como pequenas
modificagdes. Resumidamente, o vetor lentiviral FUGW (LOIS et al., 2002; BRESSAN et
al, 2011) (Fig. 31) foi transfectado por lipofeccao em células 293FT. O meio de cultivo
utilizado para a producdo viral consistiu no meio iPS. A coleta do meio de cultivo foi
realizada as 24 e 48h ap6s a transfeccdo. As células biPS 2 cultivadas em placas de 35mm
recobertas com MEFs foram incubadas por 12 a 16 horas com 2ml do sobrenadante
filtrado coletado, adicionado de polibreno. bFF também foram transduzidas como

controle experimental.

Figura 31: Mapa do vetor lentiviral FUGW que contém, além da regido codificadora da eGFP
(enhanced GFP), o promotor constitutivo para ubiquitina. Figura adaptada - Addgene, plasmideo
n. 14883.
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Andlise da expressdo génica de fatores relacionados a pluripoténcia

As linhagens celulares utilizadas como doadoras de nucleo em cada rotina
foram submetidas a andlise de expressdo génica dos genes relacionados a pluripoténcia

0CT4, SOX2 e NANOG, como previamente descrito no capitulo 3 e tabela 1.

Transferéncia nuclear de célula somdtica

Foram realizadas um total de cinco rotinas de transferéncia de nucleo, sendo que
destas, quatro foram realizadas com o grupo biPS 2 (passagens 5 a 14) e bFF (passagens
6 a 10), compreendendo um total de 356 odcitos reconstruidos, sendo 203 com biPS e
153 com bFF. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste de Qui-quadrado com um
nivel de significancia de 5% (SAS, 1994). Foi também realizada uma rotina de TNCS
com o grupo biPS2-GFP (um total de 102 odcitos reconstruidos, sendo 63 com biPS na

passagem 21 e 39 com bFF na passagem 11).

Nas rotinas em que nao foram utilizadas biPS-GFP, foi necessario o plaqueamento
anterior das células biPS em Matrigel para que fossem retiradas as MEFs do cultivo.
Células biPS2 cultivadas em Matrigel por 48h em restricdo de soro (KSR) por 24h, assim
como bFF cultivados restricdo de soro (SFB) por 24h foram utilizadas como doadoras de
nucleo nas rotinas de clonagem. Foi considerada restricdo de soro o cultivo com meio
suplementado com 0,5% de KSR ou SFB, ao invés de 20% KSR e 10% SFB em biPSC e
bFFs.

A eficiéncia da sincronizagdo do ciclo celular foi analisada com a utilizacao do kit
BD Cycletest™ Plus (BD Biosciences) segundo recomendac¢des do fabricante. Foram

testadas bFF e biPS sem restricdo de soro (controle), com 24 e 48 em restri¢cdo de soro. A



79

leitura do ciclo foi realizada em FACSCalibur (BD Biosciences) e software Cell Quest,
enquanto que a andlise em software ModFit, com a colabora¢do da pesquisadora técnica
responsavel pelo Setor de citometria de fluxo do Hemocentro de Ribeirdo Preto Patricia

Vianna Bonini Palma.

A linhagem biPS2-FUGW foi analisada quanto a presenca da eGFP através de
microscopia de fluorescéncia 72h apds transducdo. Na rotina de transferéncia de nucleo
em que foram utilizadas biPS-GFP, a andlise e sorting das células positivas foram

realizados imediatamente antes da reconstrucao oocitaria (FACSAria, Becton Dickinson).

A metodologia utilizada na TNCS é descrita a seguir:

Coleta dos ovdrios, selegcdo dos odcitos e maturagdo in vitro

Oo6citos foram coletados de ovarios de vacas zebus ou azebuadas
oriundas de abatedouro localizado no estado de S3ao Paulo. Os odcitos foram
selecionados e maturados em meio de maturacdo (TCM199 suplementado com 10% de
SFB, 0,2 mM de piruvato, 0,5 pg/mL de FSH, 5,0 pg/mL de LH e antibi6ticos) em
microgotas de 90 pl, cobertas com 6leo mineral e levados a incubadora a 38,5°C, 5% de

CO2 em ar e maxima umidade.

Retirada do Cumulus oophorus e Selecdo do 1° Corpusculo Polar

Apébs 18 h do inicio da maturagdo, os odcitos foram retirados das gotas de

maturacdo e desnudados em solugcdo de hialuronidase a 2mg/ml em PBS. Sob

estereomicroscopio, os odbcitos foram selecionados quanto 3 presenca do 1°

corpusculo polar (1°CP).
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Enucleagdo dos Odcitos e Reconstrugdo oocitdria

Od6citos apresentando o 1°CP foram incubados por 15 minutos em
meio de cultivo contendo 7,5pug/mL de citocalasina B e 10pug/mL de Hoescht 33342
em atmosfera controlada. Apdés a incubacdo os odcitos foram transferidos para a
gota de micromanipulagdo constituida de uma solugdo tamponada.

Com o auxilio de micropipetas montadas em um micromanipulador, os
o6citos foram enucleados mediante a aspiragdo do 1°CP junto com cerca de 20% do
citoplasma adjacente. Em seguida, células somaticas modificadas ou ndo foram
aspiradas no interior da micropipeta de injecdo e inseridas no espacgo perivitelinico
do odcito. Foi realizada a reconstrucdo embriondria através da fusdo das membranas
celulares do odcito e da célula. Para tal, os conjuntos foram posicionados entre dois
eletrodos paralelos de platina (200 pm de espag¢o) de uma cidmara de fusdo em
solucdo de manitol (0,3M) e sdo submetidos a duas descargas elétricas de 1,75 KV/cm

por 45 ps para promover a fusdo das membranas do odcito e da célula.

Ativagdo partenogenética e cultivo embriondrio in vitro

Os conjuntos fundidos foram ativados partenogeneticamente 26h ap6s o inicio
da MIV. Resumidamente, os conjuntos foram incubados a temperatura ambiente e no
escuro em 5 pM de ionomicina por 5 min em TCM-199 tamponado com Hepes e
suplementado com 0,1% de albumina bovina sérica (BSA; Sigma), 22 ug/ml de
piruvato de s6dio e antibioticos. Em seguida os mesmos foram lavados em TCM-199
tamponado com Hepes e saturado com BSA (3%), seguido da incubac¢do em estufa por
3 h em 2,0 mM de 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) diluido em meio de cultivo mSOF
(ARNOLD et al., 2006). Por fim, os zigotos (em grupos de 15 a 20) foram lavados e
cultivados in vitro (CIV) sob 6leo mineral em gotas de 90 pL de meio de cultivo com co-

cultivo de células do cumulus em incubadora a 38,5°C, 5% de CO) em ar e maxima
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umidade. Apés sete dias de cultivo, os embrides clones e partenogenéticos foram
avaliados quanto taxa de capacidade de desenvolvimento a blastocisto e qualidade

morfolégica, transferidos a fémeas receptoras ou armazenados para estudos posteriores.

Andlise da capacidade de desenvolvimento de embrides clonados com células

reprogramadas bovinas in vivo

Até o momento foram transferidos um total de 13 embrides, sendo 7 embrides
clones reconstruidos com as células biPS 2 e 6 embrides do grupo controle,
reconstruidos com a linhagem bFF. Os procedimentos para a transferéncia de embrides

estdo descritos a seguir:

Sincronizagdo das vacas receptoras

O ciclo reprodutivo de vacas ou novilhas foi sincronizado segundo o protocolo

esquematizado na figura 32.

Figura 32: Esquema do delineamento experimental utilizado para a sincronizacdo das vacas
receptoras. P4: implante de progesterona, BE: benzoato de estradiol, CLS: cloprostenol sédico,
analogo sintético da prostaglandina F2a, US: ultrassonografia, T.E.: transferéncia de embrides.
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Transferéncia de embrides

Aos sete dias de cultivo in vitro, embrides em estagio de blastocisto, blastocisto
expandido ou eclodindo foram classificados e envasados para a transferéncia de
embrides. O envase foi realizado em meio H199 suplementado com 2% de SFB, 1%
piruvato e 1% antibidtico) em palhetas de 0,25ml (IMV) e lacrados (WTA). As palhetas
foram acondicionadas em transportador de embrides (WTA) até o momento da

transferéncia.

Diagnéstico de gestacdo

O diagnostico de gestacdo foi realizado mediante exame de ultrassonografia

(Mindrray) aos 30 e 55 dias de gestacao.

Reconstrugdo de blastocistos mediante agregagdo

A producdo de embrides através da agregacdo de células biPS e pedacos de
trofectoderma de embrides fertilizados in vitro foi realizada pela doutoranda Isabele
Picada Emanuelli (UNESP-Botucatu), sendo esta técnica desenvolvida durante seu
doutorado intitulado “Avaliacdo da exequibilidade da técnica e da taxa de gestacdo de
quimeras bovinas: agregacdo entre o trofectoderma, produzido in vivo, com a massa

celular interna oriunda da producao in vitro ou de raga termossensivel” sob orientacdo
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do Prof. Dr. Marcelo Fabio Vieira Nogueira pelo Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Biolégicas, Area de Farmacologia, na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho”, UNESP Campus Botucatu.

Para a obtencao dos fragmentos de TE, blastocistos em D8 ou D9 (em expansao,
expandidos ou eclodidos) foram seccionados. Os blastocistos foram depositados em gota
de meio TCM Hepes, localizada no centro da tampa de uma placa de Petri (100x20mm,) e
submetidos a micromanipulagdo. Em microscépio invertido com micromanipuladores
acoplados, as secgdes foram realizadas com o auxilio de uma lamina de aco oxidavel. Os
embrides foram imobilizados pela pipeta holding (VacuTip, Eppendorf) mediante vacuo,
e seccionados com um movimento vertical da micro lamina produzindo, assim, dois
fragmentos. A seccdo foi padronizada para ser, o maximo possivel, tangencial a MCI e
produzir dois fragmentos. Um deles continha, exclusivamente, TE e o restante toda a MCI

e minimamente TE, o qual neste estudo foi descartado.

As células biPS usadas neste experimento foram previamente a agregacdo
incubadas com 10pug/mL de corante de DNA Hoescht 33342 por 10 min e imediatamente
lavadas em meio SOF. Como controle, foram realizadas agregacdes com bFFs também
previamente incubados com Hoescht.

Os fragmentos de trofectoderma e as células foram depositados em micro pogos
feitos em placa de cultivo (IVF 4-well dishes, NUNC), preenchidos com meio de cultivo
embrionario (SOF) e cobertos com 6leo mineral (Sigma). Os micro pogos foram
produzidos baseados no sistema Well of the Well de VAJTA et al. (2000). Os fragmentos e
as células foram aproximados entre si (manualmente e mediante um micro capilar com a
ponta obliterada) e com uma leve pressao, para que houvesse o maximo de contato entre
as partes. Foram utilizadas aproximadamente 15 células por micro po¢o. Em seguida,
eles foram cultivados por 24 horas em incubadora (38,3°C, 5% CO2 e umidade saturada).
Ap6és o cultivo, a presenca de uma agregacdo embriondria foi verificada pela detecgao de
uma Unica e coesa massa celular.

A agregacdo foi considerada bem sucedida quando, apds o cultivo, havia um

blastocisto morfologicamente normal no micro pogo.



RESULTADOS

Células doadoras de ntcleo
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A genotipagem das células doadoras de nucleo revelou a mesma origem entre

biPS e bFF, como mostrado na tabela 3.

Tabela 3 - Sequenciamento de alelos especificos em células biPS e bFF utilizadas como doadoras

de nucleo.

alelos bFF biPS
AGLA293 NA/NA NA/NA
BM1818 262/264 262/264
BM1824 180/180 180/180
BM2113 139/129 139/129
ETH10 213/219 213/219
ETH225 150/160 150/160
ETH3 114/114 114/114
ILSTS006 NA/NA NA/NA
INRA23 202/200 202/200
SPS115 248/252 248/252
TGLA122 NA/NA NA/NA
TGLA126 121/121 121/121
TGLA227 77/89 77/89
TGLA53 NA/NA NA/NA
TGLA57 NA/NA NA/NA
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Andlise do ciclo celular das células doadoras de nticleo

A analise do ciclo celular das células doadoras de nicleo mostrou que, apesar de a
sincronizagdo do ciclo celular ser eficiente com a restri¢do de soro nos fibroblastos, ndao
houve sincronizag¢do do ciclo nas células iPS quando analisados por citometria de fluxo
(tabela 3 e Fig. 33). Nas bFFs a porcentagem de 60,94% de fase G1 encontrada no
controle (que apesar de ndo em restricdo de soro, estava entrando em confluéncia)
aumentou para 96,48% e 97,92% quando privadas de soro por 24 e 48h,

respectivamente.

No cultivo de células bIPS, apesar de ter sido realizada a restricdo do KSR, nao foi
possivel a retirada do fator de crescimento bFGF, uma vez que em experimentos nao
descritos aqui, a retirada do fator por 24h implica na perda de morfologia tipica de
células iPS. Células iPS cultivadas em Matrigel sem restricio de KSR apresentaram
45,02% de células em G1, quando em restri¢do por 24h 36,21% e quando em restricao

por 48h, 50,06% (tabela 4).

Tabela 4 - Porcentagens de células doadoras de nticleo em cada estagio do ciclo celular

Graficona %G1 %S % G2
figura 33
bFF Ctrl A 60,94 38,54 0,51
24h B 96,48 3,34 0,18
48h C 97,92 0,97 1,11
biPS Ctrl D 45,02 46,98 8,0
24h E 36,21 51,76 12,03

48h F 50,06 41,94 8,00
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Figura 33: Analise fluxo-citométrica do ciclo celular de células utilizadas como doadoras de
nucleo. A: bFF sem restricao. B: bFF com 24h de restricao. C: bFF com 48h de restri¢do. D: biPS
sem restri¢do. E: biPS com 24h de restri¢do. F: biPS com 48h de restri¢do. Vermelho: células G1,
cinza: células na fase S, amarelo: células em G2.

Foi observado que durante o cultivo das células doadoras biPS em Matrigel, a
morfologia tipica das células foi alterada. As células quando repicadas de MEF para
Matrigel mantinham a morfologia tipica durante as primeiras 24h, a partir de quando
células comecavam a apresentar formato epiteliéide e perder a razdo de volume
nucleo/citoplasma. A restricio de KSR durante este periodo parece contribuir para o

processo de perda da morfologia tipica e possivel comego de diferenciacdo (Fig. 34).
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Figura 34: biPSC cultivadas em MEF ou Matrigel em diferentes periodos de restricdo de KSR. A:
cultivo em MEFs sem restrigdao de KSR. B: cultivo em Matrigel por 24h sem restricio de KSR. C:
cultivo em Matrigel por 48h e restricio de KSR por 24h. D: cultivo em Matrigel por 72h e
restricdo de KSR por 48h. 200x.

Andlise da expressdo génica de fatores relacionados a pluripoténcia

As células bFF e biPS utilizadas na reconstrucao por TNCS foram analisadas
quanto a expressdo génica de 0CT4, SOX2 e NANOG, considerando como controle destas
a linhagem bFF ndo submetida a restricio de SFB. bFFs e biPS2 expressaram OCT4,

sendo que a expressao foi relativamente maior no grupo biPS (Fig. 35). biPS mas ndo bFF
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expressaram SOX2 (Fig. 36). De maneira interessante, assim como no Capitulo 3, ndo foi

encontrada expressdao de NANOG em ambos os grupos.

OCT4 - biPS

biPS bFF - TN biPS-TN

Figura 35: Expressdo de OCT4 em linhagens biPS e bFF utilizadas como doadoras de nucleo (em
restricdo de soro por 24h) quando comparadas a bFF e bIPS ndo sincronizadas, em unidades
arbitrarias.

Figura 36: Expressdo de SOX2 em linhagens biPS e bFF utilizadas como doadoras de nicleo (em
restricao de soro por 24h) quando comparadas a bFF nao sincronizada, em unidades arbitrarias.
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Transferéncia Nuclear de Célula Somdtica

Quando analisadas diferencas na taxa de fusao, clivagem no segundo de cultivo e
capacidade de desenvolvimento a blastocisto no sétimo dia de cultivo in vitro entre
embrides clones reconstruidos com células modificadas ou nio, foram constadas
diferencas somente na taxa de fusdo (p<0,05). Pode ser notado, porém, uma
diminuicdo numérica na taxa de clivagem e na capacidade de desenvolvimento a
blastocisto, o que pode ter sido causada pela ndo sincronizagao do ciclo celular através
da restricdo de KSR nas biPS ou ainda pelo possivel inicio de perda de pluripoténcia
devido ao plaqueamento das células em Matrigel. Os resultados estdo expressos na

figura 37.
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Figura 37: Porcentagens de fusdo, clivagem e blastocistos no sétimo dia de cultivo produzidos
através da transferéncia de nucleo de bFF ou células biPS.

Na rotina de transferéncia de ntcleo utilizando as células positivas para GFP (Fig.
38 e 39), as células foram cultivadas em restri¢cao de soro por 24h, porém em MEFs, uma
vez que a separacdo das células biPS positivas pode ser feita das MEFS ou células iPS
negativas através do sorting (Fig. 40). Pode ser observado um aumento numérico na

produ¢do embriondria a partir de células reconstruidas com biPS, mesmo essas nao
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sincronizadas quanto ao ciclo celular (Fig. 41). Essa taxa devera ainda ser confirmada
com a realizacdo de repeticoes de rotinas de clonagem com as células expressando o

gene reporter.

Figura 38: Producdo de células biPS expressando eGFP. A e B: células 293 FT apés 24h de
transfeccdo com o vetor FUGW. C e D: fibroblastos fetais bovinos utilizados como controle da
transducdo. E e F: células biPS expressando a eGFP. 200x.
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Figura 39: Producdo de embrides clones a partir de bFF ou biPS expressando eGFP. A e B:
embrides clones reconstruidos com bFF sob luz branca e luz UV, respectivamente. C e D:
embrides clones reconstruidos com biPS2-GFP sob luz branca e luz UV, respectivamente. 200x.
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Figura 40: Andlise fluxo-citométrica de das populagées bFF (A e B) e iPS-GFP (C e D)
apresentando a relacdo entre tamanho e complexidade celular (A e C) e fluorescéncia da eGFP (B
e D).
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Figura 41: Porcentagens de fusao, clivagem e blastocistos no sétimo dia de cultivo produzidos

através da transferéncia de ntcleo de bFF ou células biPS-GFP.
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Andlise da capacidade de desenvolvimento de embrides clonados com células reprogramadas

bovinas in vivo

A capacidade de desenvolvimento in vivo inicial estd sendo analisada através da
transferéncia de embrides reconstituidos com biPS ou bFF. Aos 30 dias de gestacdo,
quatro dentre sete receptoras foram diagnosticadas como prenhes de embrides
derivados de biPS (57,14%) enquanto que quatro dentre seis receptoras foram
diagnosticadas como prenhes de embrides derivados de bFF (66,67%). Ja aos 55 dias de
gestacdo, somente uma receptora que recebeu embrido reconstruido com biPS, e trés
receptoras que receptoras que receberam embrides reconstruidos com bFF estavam

prenhes (tabela 5).

Tabela 5 - Diagnéstico de gestacdo de embrides clonados com células biPS ou bFF aos 30 e 55
dias de gestacao.

TE (n) % DG30 % DG55
biPS 7 57,14 (4/7) 14,29 (1/7)
bFF 6 66,67 (4/6) 50,0 (3/6)
Total 13 61,53 (8/13) 38,46 (5/13)

Reconstrugdo de blastocisto mediante agregagdo

Apébs 24h de cultivo no sistema de micro pogos, as duas rotinas de agregacdo de
células biPS com trofectoderma de embrides FIV produziram embrides apresentando

agregacdo de células biPS (coradas com Hoechst) de maneira coesa, morfologicamente
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semelhante a formag¢ao de uma massa celular interna, em 78,57% das agregacdes (tabela

5, Fig. 42). Nao foram encontradas agregacoes nos trofectodermas cultivados com bFFs
(n=4).

Tabela 5 - Agregacao de trofectoderma derivado por FIV com células biPS.

Tentativas de % Agregacao de % Agregacao de % Agregacao % Auséncia de
agregacdo (n) todas as células parte das células total (n de agregacdo (n)
(n) (n) todas as
células+n
parte das
células)
28 35,71 (10) 42,86 (12) 78,57 (22) 21,43 (6)

Figura 42: Imagens de um blastocisto reconstituido a partir de pedacos de trofectoderma de
embrides FIV e células biPS.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES PARCIAIS DO CAPITULO 4

Este capitulo mostra a possibilidade de geracdo de embrides e gestacdes

derivados de células iPS bovinas.

A agregacdo de trofectodermas oriundos de embrides FIV as células iPS é mais
uma prova da pluripoténcia destas células. Ainda serdo necessarios estudos que incluam
o desenvolvimento in vitro destes embrides para a confirmacao da contribuicao das biPS
na forma¢do de um novo individuo, e principalmente, na contribuicdo nas células
germinativas. O modelo biPS expressando eGFP podera serd adotado para tal, facilitando
desta maneira a visualizacdo da contribuicao celular. Além de mostrar a pluripoténcia
definitiva destas células, a agregacdo embrionaria ainda pode servir como estratégia de
producdo de animais geneticamente idénticos ou clones. Para tal, células adultas podem
ser reprogramas a pluripoténcia (producao de células iPS como descrito neste estudo),
utilizadas na agregacdo embrionaria com trofectoderma de embrides produzidos in vitro
ou mesmo in vivo. Desta maneira, a placenta deste animal devera sera originada destes
embrides, e portanto, espera-se que a falha na reprogramacao epigenética encontrada na

placenta de animais clones, nao seja observada nestes produtos de agregacao.

Nos experimentos de reprogramac¢do mediante transferéncia de nucleo, fatores
complicadores foram encontrados quando utilizadas células biPS como doadoras de
nicleo. E sabido que a sincronizacio do ciclo celular em GO/G1 de células doadoras
nucleo celular é importante para o sucesso da técnica de TNCS como descrita neste
estudo, utilizando odcitos em metafase 2 (CAMPBELL, 1999; WELLS et al.,, 2003). Essa
sincronizagdo normalmente é realizada através de duas maneiras, ou da combinacdo
destas: a restricdo de soro no meio de cultivo ou entdo o cultivo das células em

confluéncia, onde ha a inibi¢do da divisdo celular mediada por contato.

No cultivo das células iPS, assim como seria com as células-tronco embrionarias, a
sincronizagdo por contato (confluéncia) ndo é possivel devido a caracteristica de

crescimento destas células, que se organizam em coldnias e ndo suportam a confluéncia



96

sem diferenciarem.

Quando o KSR foi utilizado em restricdo no meio de cultivo para sincronizacdo do
ciclo celular, de maneira semelhante ao protocolo de restri¢do utilizado em fibroblastos
(restricdo de SFB), nao houve a sincronizacao do ciclo nestas células. A nao retirada do
fator bFGF pode ser um fator favoravel a ndo sincronizacdo celular; porém, um estudo
especifico sobre a sincronizacdo celular de células iPS a serem submetidas a
transferéncia de nucleo é necessaria para um melhor entendimento do comportamento

destas células durante o processo de transferéncia de nucleo.

Quando analisadas as taxas de fusao, clivagem e desenvolvimento a blastocisto,
houve uma diminuicao na taxa de fusdo célula-o6cito quando iPSC foram comparadas a
bFF, mas ndo da clivagem ou taxa a blastocisto. Duas caracteristicas destas células
podem ter contribuido para tal diferenca: o tamanho menor, diminuindo assim a
superficie de contato entre célula e odcito; e talvez alguma mudanca na composicdo de
sua membrana celular, uma vez que essas células se organizam de modo diferente,
agrupadas em colonias, e portanto sua jungdes comunicantes e de adesdo devem ser

diferentes das encontradas em bFF.

Apesar de a capacidade de desenvolvimento in vitro de embrides nao ter se
mostrado diferente ou melhor nas células iPS quando comparada as bFF, se forem
levadas em consideracdo a proporc¢ao de células em G1/GO de biPS e bFF doadoras de
nucleo, relacionando-as com as taxas de desenvolvimento a blastocisto, ou seja, se as
células iPS estivessem sincronizadas do mesmo modo que as bFF, considerando somente
o efeito da sincronizacdo célula na produgdo embriondria, as células biPS teriam
produzido 2,66 vezes mais embrides (uma taxa de 60,43%) do que as bFF. Esse nimero
¢ somente uma estimativa do potencial das iPS em serem melhor reprogramadas pela
TNCS, lembrando que o desenvolvimento de protocolos visando o aumento de eficiéncia

da utilizacao de células pluripotentes na clonagem devera ser realizado.

Desta maneira, uma vez que a sincroniza¢do do ciclo celular ndo é possivel nas
células iPS mediante restricdo de soro ou confluéncia celular, alternativas deverao ser
procuradas e testadas para a utilizacao destas células na clonagem. Uma possibilidade

bastante exequivel é a realizagdo da TNCS com od6citos em tel6fase, além da
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sincronizagdo celular utilizando farmacos como a roscovitina. Em um estudo reportado
por BORDIGNON; SMITH (2006), células tratadas com roscovitina, apresentando alta
porcentagem de células em S/G2 foram utilizadas na reconstrucdo de odcitos em
tel6fase II, resultando em taxas de desenvolvimento a blastocisto similares aquelas
obtidas quando células sincronizadas em G0/G1 por confluéncia foram utilizadas na

reconstrucdo de o6citos me metafase I[I (BORDIGNON; SMITH, 2006).

Outra observacdo a ser discutida é a perda de morfologia tipica das células
doadoras de nucleo quando cultivadas em Matrigel. Como demonstrado em resultados,
com 48h de cultivo na matriz algumas células do cultivo ja se apresentam menos
arredondadas e mais epitelioides, e com menor razio ntcleo/citoplasma. E de se
esperar, portanto, que a expressdo génica relacionada a manuteng¢ao da pluripoténcia
destas células seja diferente daquelas cultivadas em MEFs. Uma solugdo elegante para tal
é a introducao de um gene reporter, preferencialmente de manifestagao visual, como por
exemplo, a expressdo de proteinas fluorescentes. Desta maneira, a separacao das células
biPS positivas das células biPS negativas, e principalmente, das MEFs, negativas, é de
simples execucdo através da citometria de fluxo e sorting. Tal estratégia devera ser

melhor explorada em experimentos futuros.

Da mesma maneira que as biPS ndo submetidas a privacao de soro, células biPS
utilizadas nas rotinas de TNCS ndo apresentaram expressao endégena de NANOG. Como
discutido no capitulo 3, Han et al, em 2011, reportaram a produc¢do de células iPS
bovinas com a transducdo de 6 fatores bovinos (OKSM + Lin28 e NANOG) que também
ndo expressaram NANOG na analise de expressdo génica quantitativa, porém, a proteina
NANOG foi detectada através de imunofluorescéncia. Também neste trabalho, estas
células foram utilizadas na TNCS e resultaram em embrides com morfologia e nimero de
células similares entre os grupos reconstruidos com biPS; porém, ndo é descrita a
informacdo sobre a sincronizacdo do ciclo celular anterior a TNCS ou mesmo sobre a
comparacao da capacidade de desenvolvimento a blastocisto entre os embrides

reconstruidos com iPS ou fibroblastos.

A utilizacao de iPS na TNCS também foi recentemente realizada em camundongos

(ZHOU et al.,, 2010; LIU, Z. et al,, 2012) e em suinos (CHENG et al., 2012). A TNCS de iPS
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em camundongos foi realizada com a sincronizagdo do ciclo celular em metafase com
demecolcina, um protocolo de TNCS diferente do usualmente utilizado para bovinos. No
estudo em suinos, foi reportado que a utilizagdo das células iPS nao levou a uma maior
taxa de desenvolvimento a blastocisto quando analisadas as taxas em cima de embrides
cultivados, porém, apresentou uma maior taxa de desenvolvimento em relagdo ao
controle quando analisadas em cima de clonagem. Entretanto, a descri¢do da TNCS deste
estudo ndo indica se foi e como foi realizada a sincronizagao do ciclo celular nas células

doadoras de ntcleo.

Finalmente, sendo discutidos aqui alguns fatores complicadores para a utilizacdo
de células iPS na TNCS, fica clara a necessidade de estudar vias de execucdo da TNCS
com células sabidamente expressando os fatores relacionados a pluripoténcia, e utiliza-
los como doadores de nucleo. Neste sentido, bFF sabidamente expressando os dois
fatores de transcricdo mais importantes na aquisicio e manutencdo da pluripoténcia
celular - OCT4 e SOX2, juntamente a proteinas fluorescentes reporteres diferentes foram
utilizados como doadores de nucleo para a andlise de um possivel efeito individual

destes na producao in vitro de clones bovinos, como descrito no capitulo 5.



CAPITULO 5: ESTUDO DA CONTRIBUICAO DE FATORES
RELACIONADOS A PLURIPOTENCIA NO
DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS
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CAPITULO 5: ESTUDO DA CONTRIBUICAO DE FATORES RELACIONADOS A
PLURIPOTENCIA NO DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

INTRODUCAO

Com o objetivo de obter maior conhecimento sobre os mecanismos da
diferenciacao celular, a hipotese dos experimentos mais iniciais sobre a reprogramacao
celular foi que células pluripotentes expressam um conjunto unico de fatores
responsaveis pelo estado de indiferenciagio ou pluripoténcia. Dois fatores de
transcricdo, o OCT4 e o NANOG, foram os primeiros a serem identificados como
essenciais para tanto o desenvolvimento embriondrio inicial quanto para a manutencao
da pluripoténcia de células-tronco (NICHOLS et al., 1998; MITSUI et al., 2003). Foi
mostrado também que o SOX2, outro fator de transcri¢do, heterodimeriza com o OCT4,
atuando na regulacdo de diversos genes em células pluripotentes (BOYER et al., 2005).
Desta maneira, é conhecido hoje que os fatores OCT4, SOX2 e NANOG, apesar de ndo os
Unicos, sdo essenciais para a regulacdo do estado de pluripoténcia encontrado nas
células embrionarias.

Desta maneira, este estudo objetivou utilizar células doadoras de nucleo
expressando fatores de transcricdo sabidamente importantes no processo de inducao e
manutencdo de pluripoténcia - OCT4 e SOX2 no processo de transferéncia nuclear. Um
melhor entendimento sobre a influéncia de cada fator reprogramador é necessaria para
a promoc¢ao de uma melhor reprogramacao nuclear, além da gera¢do de um modelo de

estudo dos mecanismos de expressdo génica responsaveis pela induc¢do a pluripoténcia.



101

MATERIAL E METODOS

Os experimentos aqui descritos sdo aprovados pela Comissido de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos -

FZEA/USP (anexo 1).

Cultivo celular

Fibroblastos fetais bovinos foram derivados e cultivados como descrito no

capitulo 3 e utilizados também no capitulo 4.

Preparacdo dos vetores lentivirais

Vetores lentivirais contendo os genes Oct4-vexGFP e Sox2-mCitrine, reportados
pela literatura por Papapetrou e colaboradores em 2009 (Fig. 43) foram utilizados

neste estudo.
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Figura 43: Mapa dos vetores lentivirais pLM-vexGFP-Oct4 (A) e pLM- mCitrine- Sox2 (B). Figura
adaptada - Addgene, plasmideos n. 22240 e n. 23242, respectivamente.

Preparagdo dos plasmideos

Os plasmideos foram providos em stabs bacterianos a temperatura ambiente.
Ao recebimento, as culturas foram inoculadas em placas de agar Luria-Bertani (LB) e
deixadas em estufas a 37°C por aproximadamente 16 horas. Uma coldnia isolada
contendo cada plasmideo de interesse foi submetida a preparacdao de plasmideo pelo

kit MaxiPrep EndoFree Qiagen, segundo recomendagdes do fabricante.

Producgdo das particulas lentivirais

Antes da produgdo viral, todos os plasmideos foram testados funcionalmente
em transfeccdes de células 293FT (Invitrogen), empacotados com plasmideos
auxiliares para producdo de lentivirus de terceira geracdo (Fig. 44). A producdo
lentiviral foi realizada como descrito no capitulo 3. O resultado foi analisado por

microscopia de fluorescéncia (Fig. 45).
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Figura 44: Mapa dos vetores auxiliares para producdo lentiviral de terceira geracdo. A: pLP1,
contendo gag/pol. B: pLP2 contendo Rev. C: pLP/VSVG. Figura adaptada do catdlogo Virapower
lentiviral kit (Life Technologies).

Figura 45: Células 293FT em luz branca (A, C) e expostas a fluorescéncia (B, D) apos
transfecg¢do com os vetores Oct4-vexGFP ou Sox2-mCitrine, respectivamente. 200x.
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Produgdo das linhagens de fibroblastos estdveis para os fatores de transcrigcdo

Para a producdo de tais linhagens estdveis, o protocolo é descrito a seguir:

fibroblastos bovinos foram cultivados (2 x 10° células em um poco de placa de 6
pocos) e transduzidos com os lentivirus na presenca de 8ug/ml polibreno (Sigma)
utilizando 50uL de sobrenadante viral filtrado e concentrado.

A porcentagem de células positivas para os genes repérteres foi quantificada
por citometria de fluxo; servindo como parametro de eficiéncia de transducdo
lentiviral. Tal mensuracdo é vdalida para a andlise qualitativa e quantitativa da
eficiéncia de integragdo do transgene, uma vez que a multiplicidade de infec¢ao destes
vetores resulta em um titulo linear da intensidade média de fluorescéncia de cada
proteina fluorescente correspondente (PAPAPETROU et al., 2009). As linhagens foram
analisadas e submetidas ao sorting de seis a sete dias ap6s transduc¢ado. As linhagens
geradas sao utilizadas em baixa passagem para os experimentos de transferéncia
nuclear.

As linhagens Sox2-mCitrine e Oct4-vexGFP foram utilizadas como doadoras de
nucleo na transferéncia nuclear (Fig.47).

Células expressando ambos Oct4 e Sox2 (dupla- positivas para VexGFP e
mCitrine) foram produzidas e caracterizadas. Tais células, porém, ao serem
reconduzidas ao cultivo apresentam comportamento diferente das demais, sendo
observada uma altissima proliferacio seguida de uma precoce senescéncia. Tal

comportamento foi observado ao longo de trés repeticoes.
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Figura 46: Exemplo de linhagem de fibroblasto bovino utilizado como doador de nucleo na
TNCS. A e B: fibroblastos ndo geneticamente modificados (grupo controle) em luz branca e
UV, respectivamente. C e D: fibroblastos expressando SOX2 (expressdo do repérter mCitrine),
em luz branca e fluorescéncia, respectivamente. 200X.
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Figura 47: Andlise fluxo-citométrica das linhagens estaveis expressando OCT4-vexGFP e SOX2-
mCitrine utilizadas para o sorting das células doadoras de nucleo.

Extragdo de RNA e sintese e determinagdo da quantidade relativa de cDNA

Para a andlise de expressdo génica das linhagens celulares, os cultivos foram
tripsinizados, as células foram lavadas em PBS, o sobrenadante retirado e o pellet
estocado a -80°C até o momento da extracdo, ou entdo, submetidos a extracdo de DNA e
RNA imediatamente.

O RNA total de cultivos celulares foi isolado como descrito anteriormente no

capitulo 3.
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Transferéncia Nuclear de Célula Somdtica

Foram realizadas quatro rotinas de transferéncia de nucleo utilizando como
células doadoras de nucleo fibroblastos expressando OCT4-vexGFP (n=182) ou
fibroblastos ndo modificados (n=178) e outras quatro rotinas de transferéncia de
nucleo utilizando como células doadoras de nucleo fibroblastos expressando SOX2-
mCitrine (n=203) ou fibroblastos nao modificados (n=149). Foi utilizado o teste de
Qui-quadrado com um nivel de significaincia de 5% (SAS, 1995). O protocolo do

procedimento de TNCS esta descrito no capitulo 4.
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RESULTADOS

Expressdo de genes relacionados a pluripoténcia em células expressando fatores de

pluripoténcia exégenos

Foram produzidas linhagens celulares bovinas estaveis expressando fatores de
reprogramacao relacionados a pluripoténcia. Estas linhagens estdo caracterizadas e
foram utilizadas como células doadoras de nucleo com o objetivo de determinar a
influéncia de cada fator no processo de reprogramacao celular.

bFFs expressando OCT4 ou SOX2 e fibroblastos fetais bovinos nao modificados
foram analisados quanto a expressdo dos genes relacionados a pluripoténcia 0CT4, SOX2
e NANOG bovino. Quando linhagens controle, positiva para OCT4 e positiva SOX2 foram
verificadas quanto a expressao dos genes OCT4 e NANOG bovino, foi possivel perceber
que células OCT4+ conforme esperado expressaram mais OCT4 quando comparada ao
controle, mas ndo expressaram NANOG. Em células expressando SOX2, o OCT4 nao foi
aumentado, ou seja, provavelmente a expressdo exdgena de SOX2 ndo é suficiente
para induzir a expressao endégena de OCT4, entretanto as células SOX2 apresentaram
aumento relativo naexpressiao de NANOG endégeno quando comparado ao controle
(Fig. 44), indicando que o SOX2 esta envolvido na ativagdo de NANOG bovino,
concordando com estudos publicados recentemente (PICANCO-CASTRO; RUSSO-
CARBOLANTE; COVAS, 2012).

O grafico representativo da analise do NANOG bovino, em unidades arbitrarias,

encontra-se abaixo (Fig. 48).
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Figura 48: Expressdao de bNANOG na linhagens bFF submetidas a TNCS quando comparadas a bFF
nao modificada, em unidades arbitrarias. Ctrl: linhagem ndo modificada, OCT4: linhagem
expressando vexGFP e SOX2: linhagem expressando mCitrine.

Transferéncia nuclear utilizando linhagens expressando SOX2-mCitrine como doadoras de

nucleo

Nao foram constatadas diferencas na taxa de fusdo, clivagem, porcentual de
embrides em 8 células no segundo de cultivo e capacidade de desenvolvimento a
blastocisto no sétimo dia de cultivo in vitro entre embrides clones reconstruidos com
células modificadas ou ndo. Os resultados estdo expressos na figura 49, e os embrides

produzidos estdo representados na figura 50.
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Figura 49: Porcentagens de fusdo, clivagem e embrides em oito células no segundo dia de

cultivo e blastocistos no sétimo dia de cultivo produzidos através da transferéncia de nicleo de

células modificadas ou nao.

Figura 50: Embrides clonados a partir de linhagem de fibroblasto bovino utilizado como
doador de nucleo na TNCS. A e B: embrides produzidos a partir de fibroblastos nao
geneticamente modificados em luz branca e fluorescéncia, respectivamente. C e D: embrides

produzidos a partir de fibroblastos expressando SOX2 (expressdo do repérter mCitrine), em

luz branca e fluorescéncia, respectivamente. Aumento de 20X.
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Transferéncia nuclear utilizando linhagens expressando OCT4-vexGFP como doadoras de

ntcleo

Nao foram constatadas diferencas na taxa de fusdo, clivagem, porcentual de
embrides em 8 células no segundo de cultivo e capacidade de desenvolvimento a
blastocisto no sétimo dia de cultivo in vitro entre embrides clones reconstruidos com

células modificadas ou ndo. Os resultados estdo expressos na figura 51.
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Figura 51: Porcentagens de fusdo, clivagem e embrides em oito células no segundo dia de
cultivo e blastocistos no sétimo dia de cultivo produzidos através da transferéncia de ntcleo
de células modificadas ou nao.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES PARCIAIS DO CAPITULO 5

Neste estudo foi analisada a influéncia da super expressdo dos fatores de
reprogramacdo OCT4 e SOX2 sobre o desenvolvimento in vitro embrionario bovino.
Para tal, foram utilizados vetores contendo os fatores de pluripoténcia conjugados
com genes codificantes para proteinas reporteres diferentes, como descrito em
Papapetrou et al., 2009. Neste estudo, além de identificar de maneira mais facil a
expressao dos fatores exdgenos, é possivel a andlise de populagdes celulares bovinas
expressando os fatores de reprograma¢do humanos, isoladamente ou em
combinacgdes, e suas consequéncias.

De uma maneira bastante simplificada, a possibilidade de avaliar a expressado
dos genes reporteres por citometria de fluxo permite analisar a influéncia de cada
fator relacionado a pluripoténcia durante o processo de reprogramacdo nuclear
através de transferéncia de nucleo. Além disso, a separacdo de populagdes positivas
(i.e. expressando um ou multiplos fatores) pode ser realizada, e desta maneira,
somente as células que incorporaram os fatores podem ser cultivadas, resultando
teoricamente em um aumento a eficiéncia da producdo de colonias em relacdo ao
numero de células iniciais.

A expressdo de OCT4 e NANOG em células submetidas a clonagem confirmou
que a separacao por fluorescéncia dos vetores é eficaz como “repérter” do gene alvo.
Além disso, tal andlise permite a interpretacao biolégica do mecanismo de regulacao
entre os genes mais importantes ligados a manuteng¢do da pluripoténcia (OCT4, SOX2 e
NANOG).

Nao foram encontradas diferencas no sucesso de desenvolvimento embriondario
ao estagio de blastocisto quando comparadas estes grupos ao controle. E constatado
por nosso grupo de pesquisa e outros que a taxa de producdo de blastocistos ndo é a
medida mais relacionada ao sucesso na reprogramac¢do por TNCS normal, verificada
pela producdo de animais a termo vivos saudaveis. Um dos gargalos mais evidentes
neste processo é o sucesso de manutencdo de prenhez, principalmente até o periodo de
150 dias. Desta maneira, clonagens com células expressando outros fatores, e
principalmente, a andlise de desenvolvimento in vivo destes embrides ainda necessita

ser avaliada.



CAPITULO 6: CONCLUSAO E PERSPECTIVAS



114

CAPITULO 6: CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Este estudo propos o estabelecimento de uma linhagem geneticamente induzida de
células-tronco bovinas (iPS), uma ferramenta importante para o estudo e caracterizagao
dos mecanismos de induc¢ao a pluripoténcia na espécie bovina, além do desenvolvimento
inicial de embrides gerados a partir destas.

Foi realizada a geracdo das células pluripotentes induzidas no modelo bovino, além
dos modelos humano e equino, que foram caracterizadas e tornaram-se importantes
ferramentas para o reconhecimento da eficacia no funcionamento dos vetores lentivirais
e condicoes de cultivo celular durante a reprogramacao in vitro descrita no presente
estudo.

Quando células sabidamente pluripotentes foram utilizadas como doadoras de
nucleo na clonagem, nas condi¢cdes apresentadas a capacidade de desenvolvimento
embrionario nao foi aumentada em relacdo a utilizacdo de células diferenciadas
(fibroblastos), porém, foi possivel a manutencao inicial do desenvolvimento embrionario
e fetal in vivo. Além disso, é importante ressaltar que embrides e fetos geneticamente
idénticos as células iPS foram produzidos através de TNCS. A técnica de agregacao
embrionaria, quando associada a tecnologia de pluripoténcia direta induzida in vitro,
também deve possibilitar a producdo embriondaria derivada de células adultas.

A influencia da super expressdo de fatores de transcricdo conhecidamente
importantes na aquisicao e pluripoténcia celular foi analisada quanto a capacidade de
reprogramacao de nucleo através da TNCS quando utilizadas células doadoras de nucleo
expressando hOCT4 ou hSOX2 com células controle ndo modificadas. A capacidade de
desenvolvimento in vitro descrita neste estudo pela taxa de desenvolvimento a
blastocisto apresentou-se similar entre os grupos. Como discutido anteriormente, é
conhecido que a taxa de producao de blastocistos ndo é a medida mais relacionada ao
sucesso na reprogramacao por TNCS normal, sendo a melhor avaliacao a viabilidade dos
animais durante a gestacdo e a consequente producdao de animais a termo vivos
saudaveis.

Desta maneira, apesar de a geracao de células pluripotentes induzidas bovinas,

assim como a producdo de embrides derivadas destas ter sido possivel, a utilizacao
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das células iPS como doadoras de nucleo ndo levou a uma maior eficiéncia de producao
de blastocistos produzidos in vitro nas condi¢des experimentais descritas. Como
discutido anteriormente, a padronizagao do cultivo e sincronizagdo do ciclo celular das
bIPS devera ser realizada para que conclusdes mais especificas e claras sobre o processo
de reprogramacao nuclear utilizando estas células sejam encontradas. A capacidade de
manutencdo do desenvolvimento in vivo no periodo inicial da gestagdo, que por sua vez
indicaria uma melhor reprogramacao nuclear, ainda precisa ser adequadamente testada

e analisada.
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