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Resumo

As células-tronco mesenquimais (MSC) sdo caracterizadas pelo seu
potencial de diferenciacdo em células de origem mesenquimal como adipdcitos,
condr@citos e ostedcitos; acdo paracrina; capacidade imunorregulatéria e
tropismo por regifes lesionadas e cancer. Estas células ja foram isoladas de
diferentes O0rgéos e tecidos e apresentam caracteristicas bastante similares,
mas nao idénticas: fato que ressalta a importancia da realizacdo de estudos
comparativos para determinar a real equivaléncia das MSC de diferentes

origens.

Os principais objetivos deste trabalho foram analisar o potencial de
transferéncia génica mediado por lipofectamine 2000, detectar e quantificar a
expressao dos fatores de pluripoténcia Oct4, Klf4, Sox2, c-Myc, Lin28, Tcl-1a,
Nanog e comparar a eficiéncia de reprogramacao celular em MSC murinas
provenientes de medula 6ssea (MoMSC), tecido adiposo (ADSC), rim (rMSC),
pulméo (pMSC), veia cava (cMSC) e medula espinhal (meMSC). Estas células
também foram classificadas com relagdo ao tempo de cultivo, sendo
subdivididas em: Cultivo Inicial (até passagem 7), Cultivo Intermediario (da

passagem 8 a 12) e Cultivo Tardio (a partir da passagem 13).

No que se refere a transfeccdo usando lipofectamine 2000, foi
observada maior eficiéncia em pMSC e rMSC quando comparadas a cMSC,

todas em passagem tardia.

Neste trabalho é mostrada a expresséao de Klf4, Sox2, Lin28 e c- Myc em
MSC murinas isoladas de pulméo, rim, tecido adiposo e medula espinhal. Lin28
foi detectado apenas no estagio inicial do cultivo de pMSC e ADSC e
intermediario de rMSC. Enquanto que nas meMSC, Lin28 e Sox2 parecem
diminuir com o tempo de cultivo chegando a zero no cultivo tardio. Nao foi

detectada a expresséo de Oct4, Nanog ou Tcl-1a.

Um dado muito expressivo € a reprogramacao de moMSC apenas com

OCT4 e SOX2 quando é utilizado o co-cultivo com fibroblastos embrionéarios
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murinos (MEF). Aqui também pode ser visto que existe uma relacdo direta
entre eficiéncia de geracao de iIPSC e o tempo de substituicdo das condi¢des
de cultivo nos dois tempos testados. Quando o co-cultivo em MEF é substituido
por placas recobertas por gelatina e meio mESC induzido, ndo € observada a
reprogramacao apenas com dois fatores, sendo obrigatéria a adicdo de c-MYC
ou KLF4. pMSC apresentou maior niumero de iPSC quando comparado aos
demais, seguida de moMSC e rMSC. N&o detectamos reprogramagdo em
ADSC. Outra variacdo observada foi que as moMSC reprogramam mais
rapidamente (dia 8), sendo seguidas pelas pMSC (dia 10) e pelas rMSC (dia
16).

O potencial de utilizacdo das MSC na terapia génica ex vivo e na
reprogramacado celular é variavel e possivelmente estq associado ao local de
onde estas células sdo isoladas, além do estdgio de cultivo. Ainda assim,
muitos estudos ainda precisam ser realizados para estipular de forma exata a

colaboracdo que cada MSC pode oferecer para o uso clinico.
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Abstract

The Mesenchymal Stem Cells (MSC) are characterized by their potential
to differentiate into cells of mesenchymal origin such as adipocytes,
chondrocytes and osteocytes; paracrine action; immunoregulatory capacity and
tropism for injured regions and cancer. These cells have been isolated from
different tissues and organs and exhibit similar characteristics, but are not
identical: a fact that highlights the importance of comparative studies to

determine the real equivalence of MSC from different sources.

The objectives of this study were to analyze the potential of gene transfer
mediated by Lipofectamine 2000; detect and quantify the expression of
pluripotency factors Oct4, Klf4, Sox2, c-Myc, Lin28, Tcl-1a, Nanog and compare
the efficiency of reprogramming in murine MSC isolated from bone marrow
(moMSC), adipose tissue (ADSC), kidney (rMSC), lung (PMSC), vena cava
(cMSC) and spinal cord (meMSC). These cells were classified according to time
of cultivation, subdivided in: Recent Cultivation (up to passage 7), Cultivation

Intermediate (passage 8 to 12) and Late Cultivation (from passage 13).

Regarding transfection using Lipofectamine 2000, higher efficiency was

achieved in PMSC and rMSC compared to cMSC, all in late passage.

In this work we show the expression of Klf4, Sox2, c-Myc and Lin28 in
MSC isolated from murine lung, kidney, adipose tissue and spinal cord. Lin28
was detected only in the early stage of cultivation in pMSC and ADSC and
intermediate cultivation in rMSC. In meMSC, the expression of Lin28 and Sox2
appears to decrease with time not being detected in late cultivation. We did not

detect the expression of Oct4, Nanog or Tcl-1a in any sample studied.

A very important finding was the reprogramming of moMSC with only
OCT4 and SOX2 when it was co-culture on murine embryonic fibroblasts
(MEF). In this study was detected a direct relationship between efficiency of
IPSC generation and the time of replacement of culture conditions, considering

the times tested; 3 or 5 days post transduction. When the co-cultivation on MEF
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was replaced by plates coated with gelatin and induced medium is not observed
with only two reprogramming factors, being required the addition of KLF4 or c-
MYC. Comparing the efficiency of reprogramation between MSC, pMSC
showed higher number of iPSC when compared to the others, followed by
moMSC and rMSC. There was not detected cell reprogramming in ADSC.
Another variation observed was in the reprogramming time. The moMSC
reprogram faster (8 days), being followed by the pMSC (day 10) and the rMSC
(day 16).

The potential use of MSC in ex vivo gene therapy and cellular
reprogramming is variable and may be associated with the location from which
these cells are isolated, beyond the stage of cultivation. However, further

studies are necessary to accurately stipulate the clinical use for each MSC.
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1) Introducéao

1.1) Células-Tronco

As células-tronco sdo caracterizadas por se autorenovarem mantendo-
se indiferenciadas até que fatores adequados estimulem a sua diferenciacéo
em um tipo celular especializado (Watt and Hogan, 2000). A capacidade de
originar células especializadas, ou potencial de diferenciacédo, € particular de
cada célula-tronco.

Estas células sao classificadas quanto ao local de onde séo isoladas.
Quando isoladas de células embrionarias da massa interna do blastocisto séo
chamadas de células-tronco embrionarias (ESC — embryonic stem cells)
(Thomson et al.,, 1998). Ja quando isoladas de um individuo apés o
nascimento, sdo chamadas de células-tronco pds-natal ou do adulto (da Silva
Meirelles et al., 2006).

1.1.1) Células-Tronco Embrionarias

As células-tronco embrionarias sao aquelas que originam todos os
tecidos e 6rgaos de um individuo, logo possuem capacidade de diferenciacéo
total, sendo consideradas pluripotentes. O primeiro isolamento de ESC foi
realizado em 1981 por dois grupos diferentes que usaram como modelo
camundongos (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981). A primeira linhagem
de ESC humana foi estabelecida em 1998 (Thompson et al., 1998).

Desde os primeiros isolamentos, um grande esforco vem sendo
empregado para se caracterizar e entender de maneira ampla 0s mecanismos
de manutencéo de pluripoténcia e diferenciacdo, assim como a manutencao in
vitro das ESC. Entre 0s avan¢os mais importantes estdo o co-cultivo com uma
camada de células alimentadoras constituida de fibroblastos embrionéarios de
camundongo (MEF — murine embryonic fibroblast) e a adicdo de fatores de
crescimento como LIF, nas ESC murinas e FGF2 nas humanas (revisado por
Hoffman and Carpenter, 2005).

A diferenciagdo em células dos trés folhetos germinativos é observada in
vitro pela formagdo de uma estrutura esférica chamada de corpo embridide
(EB) ou, in vivo, pela formacdo de teratomas em camundongos
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imunodeficientes. Outra maneira de se certificar da pluripoténcia € a criacao de
quimeras (revisado por Hoffman and Carpenter, 2005; Takahashi and
Yamanaka, 2006).

O uso terapéutico destas células é dificultado por trés fatores igualmente
importantes: 1) o isolamento destas células requer obrigatoriamente a
destruicdo do embrido, gerando uma série de discussdes éticas (Takahashi et
al., 2007); 2) apesar do grande esforco dos pesquisadores, pouco se sabe a
respeito da manutencao in vitro destas células; 3) outra questao diz respeito a
seguranca uma vez que as ESC originam teratomas quando aplicadas em
camundongos imunodeficientes (revisado por Hoffman and Carpenter, 2005).

1.1.2) Células-Tronco do Adulto

Um individuo adulto apresenta a necessidade de reposi¢cdo das células
que vao sendo perdidas com o passar dos anos ou por injdrias. Esta demanda
€ suprida por uma pequena parcela de células indiferenciadas, as células-
tronco do adulto.

As células-tronco do adulto ja foram isoladas de diferentes tecidos e séo
uma alternativa bastante interessante ao uso das ESC. Embora ainda seja
muito controverso o potencial de diferenciacdo dessas células, estudos
recentes apontam para um aumento do potencial das células de adultos em
relacdo ao inicialmente considerado (revisado por Baer and Geiger, 2012).
Acreditava-se que o potencial de diferenciacdo destas células fosse restrito
apenas a poucos tipos celulares, geralmente aqueles do tecido de onde foram
isoladas, sendo também chamadas de células-tronco tecido-especificas. Na
literatura s@o encontrados diversos tipos de células-tronco do adulto descritas,
como: células-tronco hematopoiéticas, células-tronco epiteliais, células-tronco
neurais e células-tronco mesenquimais (MSC — mesenchymal stem cells)
(Meirelles and Nardi, 2003; Tumbar et al., 2004; Ergen and Goodell, 2009; Gera
et al., 2010).

Diversos trabalhos mostram que algumas células-tronco do adulto
podem ndo sé dar origem a células de tecidos diferentes dos quais sdo

isoladas, mas também a células de origem embrionaria diferente (revisado por
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Krabbe et al., 2005). Entre as células-tronco estudadas as MSC sdo aquelas
que apresentam maior plasticidade (revisado por Baer and Geiger, 2012).

1.1.2.1) Células-Tronco Mesenquimais

As células-tronco mesenquimais foram inicialmente localizadas na
medula 6ssea e descritas como células de estroma com funcédo de dar suporte
a hematopoiese, realizada pelas células-tronco hematopoiéticas (revisado por
Caplan, 2009). A primeira descricdo das MSC foi realizada por Friedenstein et
al. (1970), nomeando-as como células progenitoras de fibroblastos ou unidades
formadoras de colbnias de fibroblastos. Pittenger et al. (1999) descreveram
uma populacdo de células isoladas a partir de aspirado de medula Ossea
humana com capacidade de aderir ao plastico e de diferenciar-se em
osteoblasto, condrdcito e adipécito em condi¢des apropriadas de cultivo. Apos
o uso de marcadores de superficie os autores observaram a presenca de
CD105, CD73 e auséncia de CD14, CD34 e CD45.

Apesar de muitos estudos sobre a biologia basica destas células ainda
ndo foi possivel estipular um marcador para caracteriza-las, sendo assim, a
Sociedade Internacional de Terapia Celular publicou critérios minimos para a
definicdo de MSC humanas (hMSC). Inicialmente as células tém que se manter
aderidas ao plastico onde sdo cultivadas em condi¢cdes padrdo. Outro pré-
requisito é a presenca dos marcadores de superficie: CD105, CD73 e CD90; e
auséncia de CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a e HLA-DR. Além
disso, precisam ter a capacidade de diferenciacdo em osteoblasto, adipdcito e
condrdcito (Dominici et al., 2006).

Diferentemente do que se acreditava, as MSC ndo estdo restritas a
medula éssea, pois estudos mostram que podem ser isoladas de outros tecidos
e 6rgdos, como: gordura, polpa dentaria, cérebro, coracdo, pulméo, figado,
rins, corddo umbilical (da Silva Meirelles et al.,, 2006; Yalvac et al., 2009).
Mesmo apresentando 0s requisitos minimos para serem classificadas como
MSC, células isoladas de diferentes tecidos apresentam uma série de

variagbes em algumas caracteristicas in vitro, como: cinética de -cultura,
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marcadores de superficie e capacidade de migracdo e diferenciacdo (da Silva
Meirelles et al., 2006; Noél et al., 2008; Li et al., 2009).

O mecanismo de reparo por diferenciacdo nas células do tecido lesado
tem sido extensivamente estudado e se baseia no grande potencial de
diferenciac@o apresentada pelas MSC tanto in vitro como in vivo. Estas células
nao estdo restritas apenas a diferenciacdo em linhagens celulares oriundas da
mesoderme, pois podem se diferenciar em células especializadas da
endoderme e ectoderme (Brohlin et al., 2009; revisado por Baer and Geiger,
2012). Brohlin et al. (2009) detectaram a presenca de marcadores
caracteristicos de células de Schwann em MSC humanas ap0s a exposi¢ao a
uma mistura de fatores de diferenciacdo apropriados.

O outro mecanismo que também é amplamente discutido baseia-se na
secrecdo de fatores de crescimento e outras moléculas sinalizadores, pelas
MSC, criando um contexto favoravel para a regeneracdo do tecido ou
facilitando a atuacdo das células-tronco do préprio tecido sobre a lesao (Togel
et al., 2007; Liu et al., 2008).

Além disso, as MSC possuem outras caracteristicas que tornam seu uso
bastante atrativo na terapia celular. Uma delas é o direcionamento intrinseco a
lesédo e ao cancer, dispensando a aplicacdo local (revisado por Spaeth et al.,
2008). A outra é a capacidade de modular o sistema imunoldgico, fazendo com
gue nao seja obrigatério um transplante autdlogo (revisado por Ozawa et al.,
2008; Chiesa et al., 2011).

O uso terapéutico das MSC vem sendo testado em diferentes
abordagens e para distintas patologias. Em uma grande fracdo dos estudos,
modelos de doencas tratados com MSC apresentam melhora significativa
guando comparados com o controle contendo apenas o veiculo, mas este
potencial parece ser limitado em muitos casos (Liu et al., 2008; Hao et al.,
2009). Uma alternativa bastante promissora é o uso da transferéncia génica
visando uma diferenciacdo mais robusta, compensacao por alguma alteracéo
na expressado génica apos manipulagao in vitro, super-expressao de fatores de

crescimento ou moléculas de sinalizagcdo, ou aumento da sobrevida das células
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em condi¢des adversas (Aslan et al., 2006; Hoffmann et al., 2006; Cheng et al.,
2008; Liu et al., 2008; revisado por Dalberto et al., 2010).

1.2) Transferéncia Génica

A transferéncia génica € mediada por um vetor que transportard o gene
de interesse (chamado de transgene) até o alvo, que pode ser um tipo celular,
orgao ou tecido (revisado por Dalberto et al., 2010; revisado por Rios et al.,
2011). Muitos grupos de pesquisa estdo avaliando diferentes tipos de vetores
virais e néo virais para melhorar a eficiéncia e a estabilidade da transferéncia
génica (revisado por Helledie et al., 2008; Ricks et al., 2008; revisado por
Dropulic et al., 2011; revisado por Khare et al., 2011; revisado por Kotin, 2011).

Os vetores ndo virais sdo aqueles que demonstram maior seguranca,
pois geram pouca ou nenhuma resposta imunoldgica, além de apresentarem
facil manipulacdo e producdo. Em contrapartida, possuem menor eficiéncia que
0s vetores virais e falta de direcionamento. Estes vetores ndo se integram ao
genoma da célula hospedeira, fazendo com que o transgene seja expresso por
um curto periodo de tempo (revisado por Dalberto et al., 2010; revisado por
Jafari et al., 2012).

Uma forma de aumentar a eficiéncia destes vetores consiste no estudo
de formas de administracdo. Os métodos de administracdo podem ser divididos
em fisicos e quimicos (revisado por Jafari et al., 2012).

Os meétodos fisicos baseiam-se na entrada do vetor na célula alvo a
partir de processos mecanicos ou elétricos. As metodologias variam bastante,
mas se baseiam geralmente nas seguintes abordagens: injecdo direta do DNA
na célula alvo (microinjecdo); abertura de poros nas células causados pela
presséao criada a partir de uma injecao contendo grande quantidade de solucéo
salina na corrente sanguinea, nessa solucdo esta presente o vetor diluido
(injecdo hidrodinamica); no bombardeamento do vetor complexado com
microesferas de ouro ou tungsténio, aceleradas por um gas carreador, nas
células alvo (biobalistica) ou pela criacdo de poros na célula alvo apds a
aplicacdo de pulsos elétricos alternados, de alta voltagem (eletroporacao)

(revisado por revisado por Lv et al., 2006; revisado por Jafari et al., 2012).
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Os métodos quimicos empregam materiais sintéticos de carga positiva
(catibnicos) que se complexam espontaneamente com o DNA, que possui
carga negativa. O objetivo desta abordagem € diminuir a forca de repulséo
entre o DNA e o dominio extracelular das proteinas de membrana, que também
possuem carga total negativa. Estes métodos apresentam baixo custo, facil
manipulagdo e producdo. Os materiais sintéticos séo divididos em lipideos
cationicos e polimeros catibnicos (revisado por Lv et al., 2006).

Os sistemas virais geralmente possuem maior eficiéncia na entrada das
células, quando comparados com sistemas nao-virais. Apresentam também a
capacidade de direcionamento a tipos celulares especificos. Os sistemas virais
mais estudados sdo aqueles baseados nos retrovirus (incluindo os lentivirus),
0s adenovirus e 0s virus adeno-associados.

Estes sistemas sdo classificados de acordo com a capacidade de
integracdo do transgene no genoma da célula transduzida. Aqueles que
apresentam esta caracteristica, retrovirus e virus adeno-associado, sao
chamados de vetores de integracdo; ja aqueles que ndo a apresentam, como
os adenovirus, sdo chamados de vetores transientes ou epissomais.

Os vetores adenovirais apresentam a maior capacidade para acomodar
um transgene com tamanho superior a 8 kb sem comprometer a sua eficiéncia.
Entre as vantagens oferecidas por este sistema, podem ser citadas a facil
producao, a habilidade de transduzirem células quiescentes e a capacidade de
se expressarem por longo periodo. Entretanto, estes virus podem induzir forte
resposta imunolégica celular contra as células transduzidas e humoral contra o
capsideo do virus (revisado por Khare et al., 2011).

Os vetores adeno-associados sdo parvovirus humanos, nao
patogénicos, que naturalmente requerem um virus auxiliar o qual contém todos
0S genes necessarios para mediar sua replicacdo. Mas apresentam a menor
capacidade de acomodacao de transgene entre os sistemas virais, 5 kb; dificil
manipulacéo e producao (Locke et al., 2011).

Os vetores retrovirais sdo subdivididos entre aqueles produzidos a partir
de representantes da subfamilia Oncovirinae, chamados de vetores onco-

retrovirais ou retrovirais, e aqueles produzidos a partir de representantes da
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subfamilia Lentivirinae, chamados de vetores lentivirais. Todos o0s
representantes deste grupo apresentam transferéncia génica eficiente,
expressdo estavel do transgene por longo periodo de tempo e facil
manipulacdo. Os lentivirus mostram maior versatilidade, pois, diferentemente
dos onco-retrovirus, possuem maquinaria enzimatica que permite a transdugao
de células quiescentes, mostrando-se assim vetores mais atrativos (revisado
por Dropulic et al., 2011; revisado por Rios et al., 2011).

A modificacdo genética das MSC ja mostra resultados bastante
promissores em nivel pré-clinico para tratamento de diferentes patologias em
diversas areas como oncologia, cardiologia, doencas metabdlicas, ortopedia.
(Zachos et al., 2007; Ren et al., 2008; Cheng et al., 2008; Meyerrose et al.,
2008). Mesmo encorajadores, estes resultados iniciais ainda apontam que uma
série de fatores deve ser padronizada para que haja uma maior concordancia,
ja que o uso de vetores com as mesmas caracteristicas apresentam diferentes
eficiéncias (McMahon et al., 2008; Ricks et al., 2008). Alguns exemplos podem

ser encontrados na tabela 1.
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Tabela 1. Exemplos de transferéncia génica em MSC com diferentes vetores

Vetor Célula Organismo Tratamento Eficiéncia* Referéncia
Né&o Viral moMSC* Humano Eletroporagdo com diferentes vetores 48 - 88% Haleem-Smith et al. (2005)
moMSC* Humano Nucleofecgéo 51 a 88% Aslan te al. ( 2006)
moMSc* Humano Eletroporacao 30% Helledie et al. (2008)
moMScC* Humano Fugene 5% Helledie et al. (2008)
moMSC* Humano Lipofectin 5% Helledie et al.(2008)
moMSC* Humano Lipofectamine 2000 15% Helledie et al. (2008)
moMScC* Humano Lipofectamine 2000 2a20% Madeira et al. (2010)
ADSC* Humano Lipofectamine 2000 6% Locke et al. (2011)
moMSC* Humano Lipofectamine 2000, passagem 5 e 7 5e15% Yang et al. (2010)
ADSC® Humano Lipofectamine 2000, passagem 4 e 6 6 e 10% Yang et al. (2010)
moMSC” Rato Lipofectamine 2000 15% Chen et al. (2011)
moMScC* Rato Diferentes apresentacdes de PEI 2a20% Chen et al. (2011)
ADSC*® Humano Diferentes polimero biodegradavel em 10 a 39% Yang et al. (2010)
moMSC* Humano Diferentes polimero biodegradavel em 10 a 22% Yang et al. (2010)
Retrovirus moMSc* Porco Diferentes MOI®,; 75% Olmor et al. (2010)
Duas rodadas de transducgédo
moMSC* Humano Uma a seis rodadas de transdugéo 40 a 70% Helmrich et al. (2012)
ADSC® Humano Uma a seis rodadas de transduc¢éo 30 a 65% Helmrich et al. (2012)
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moMsC”

moMSC*
Lentivirus moMSC*
Virus Adeno-Associado moMsC”
moMsC”
moMsC*

ADSC*

moMsC”
moMscC”
moMsC*

Adenovirus

lamsC*®

Camundongo
Camundongo
Camundongo
Porco
Coelho
Humano
Humano
Camundongo
Humano
Rato

humano

Quatro rodadas de transducdo
Muitas variaveis testadas
MOI® 100°
MOI® 10 a 10000°
MOI® 1 a 10000°
Diferentes sorotipos de vetor

Diferentes vetores

Diferentes quantidades de vetor
Dois vetores e MOI® 100 - 30000

Diferentes quantidades de vetor

90%
70%
9,4 a 88,4%
70,25%

0 a 80%
1a65%
3a61%

2 a80%
55 a 92%

0 a 100%

préximo a 100%

Noiseux et al. (2006)
Niyibizi et al. (2004)
Ricks et al. (2008)
Bosch et al. (2006)
Palmer et al. (2005)
Stender et al. (2007)
Locke et al. (2011)

Li et al. (2010)
Cucchiarini et al, (2011)
Tsuda et al. (2003)

Grisafi et al. (2008)

* Eficiéncia aproximada, mostrando a amplitude entre os tratamentos

*MSC isolada a partir de medula 6ssea
€ MSC isolada a partir de tecido adiposo

“MSC isolada a partir de liquido amniético

8 Multiplicidade de infecgdo (Multiplicity of infection)
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Dentro deste contexto diferentes grupos de pequisa vém dando énfase a
padronizacdo da transferéncia génica para as MSC. Entre os diversos
trabalhos publicados podem-se notar duas abordagens: 1) a maximizacao da
eficiéncia de um vetor desde a producdo até a transferéncia génica (Ricks et
al., 2008) e; 2) a comparacao entre a eficiéncia de diferentes vetores em
diferentes condicBes de administracdo (Gheisari et al., 2008; McMahon et al.,
2008; Yalvac et al., 2009).

Além do grande potencial como plataforma de terapia génica ex vivo, as
MSC também chamam atencdo para uma nova abordagem de estudo de

pluripoténcia através da inducéo de células-tronco pluripotentes.

1.3) Células-Tronco Pluripotentes Induzidas

As células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC, induced pluripotent
stem cell) foram produzidas pela primeira vez por Takahashi and Yamanaka
(2006) a partir da transducéo de 24 diferentes fatores de transcricdo. O mesmo
estudo elegeu os 4 fatores murinos necessarios para modificar o fenétipo dos
fibroblastos de camundongo testados em células com caracteristicas bastante
proximas as ESC. Estes fatores foram Oct4, Sox2, c-Myc e Klf4, e ficaram
conhecidos como fatores de Yamanaka (YA, Yamanaka’'s factors). As iPSC
apresentaram caracteristicas inicialmente restritas as ESC como: capacidade
de formar corpos embridides em cultura, diferenciagdo em células
especializadas originarias dos trés folhetos embrionarios, originar teratoma
guando injetadas em camundongos imunodeficientes.

Outro fato que comprova de maneira decisiva a pluripoténcia das iPCS é
a capacidade de formacgdo de quimeras e a formacédo de camundongos viaveis
(Takahashi and Yamanaka, 2006; Boland et al., 2009). Este trabalho pioneiro
deu origem a “Era da Reprogramacado Celular”. Na Figura 1 pode-se ver uma
ilustracdo com as principais alteracdes nas células apds a administracao dos

fatores de reprogramacao.

27



Fase Inicial Fase Intermedidria Fase Final

Proliferacdo rapida;

Ciclo celular se assemelha

ao de ESC;

Tamanho celular & reduzido,
aparico de células arredondadas.

Surgimento de agrupamento de células Colénias com a morfologia
arredondadas concomitantemente com de ESC bem definida
a transiclo mesenquima-epitélio.

Expressdo de genes caracteristicos de
ESCs, como SSEA-1

Figura 1. Representacao esquematica da reprogramacado celular utilizando os
YA e algumas das caracteristicas mais marcantes do cultivo das células até o
surgimento das colénias iPSC (Modificado a partir da revisdo de Plath and
Lowry, 2011).

No ano seguinte, Takahashi et al. (2007) produziram iPSC a partir de
fibroblastos humanos, utilizando os mesmos 4 fatores do trabalho anterior, mas
de origem humana (Takahashi and Yamanaka, 2006). Paralelamente, Yu et al.
(2007) produziram iPSC a partir de diferentes fibroblastos humanos utilizando
como fatores de reprogramacao OCT4, SOX2, NANOG e LIN28.

A geracdo de iPSC ja € uma metodologia consolidada mas os
mecanismos que levam a reprogramacdo ainda ndo sdo compreendidos em
sua totalidade.

Além da reprogramacéo celular, existe outro mecanismo que aumenta o
potencial de diferenciacdo em células diferenciadas, a transdiferenciacao.
Neste processo uma célula diferenciada gera outro tipo celular também
diferenciado sem a formacdo de intermediérios pluripotentes (revisado por
Jopling et al., 2011). Este fenbmeno ja foi observado in vivo na regeneracao
das células de lente realizada pelas células epiteliais pigmentadas da iris
(revisado por Jopling et al., 2011) e in vitro na transdiferenciacdo de células
pancreaticas acinares em hepatdécitos e fibroblastos que originaram neurdnios
(Son et al., 2011; Swenson et al., 2011).
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1.3.1) Rotas e Fatores Envolvidos na Reprogramacao Celular

Até o momento, diversos estudos mostram que uma complexa interacéo
entre fatores genéticos, epigenéticos, transducdo de sinais e fatores
citoplasmaticos e extracelulares é responsavel pela geracdo de iPSC (revisado
por Hanna et al., 2010; Han and Son, 2011).

Uma rota metabdlica muito importante associada ao sucesso de
reprogramacéao € aquela regida pela p53. Esta rota € extremamente importante
para a homeostase celular, pois regula mecanismos como proliferacao,
senescéncia e apoptose (Kawamura et al., 2009).

Li et al. (2009b) mostraram que MEF transduzidas com os fatores de
reprogramacédo Oct4, Sox2, e Klf4 apresentam reducdo na expressao dos
genes do l6cus Ink4a/Arf, ligados a inducdo de senescéncia. Quando Ink4a/Arf
é silenciado h4 um aumento consideravel na geragdo de IPSC. Os
experimentos foram replicados em queratinécitos de camunongo e fibroblastos
humanos da linhagem IMR90. Os resultados se mantiveram mostrando que o
mecanismo é o0 mesmo em diferentes tipos celulares ou espécies. Kawamura et
al. (2009) observaram maior eficiéncia na reprogramacdo quando p53 e p21
sdo silenciados. Marion et al. (2009) observaram que p53 impede a
reprogramacédo de células com danos no DNA ou teldmeros curtos, auxiliando
na manutencao da integridade gendémica das iPSC.

Utikal et al. (2009) mostraram que o tempo de cultivo diminui a eficiéncia
de reprogramacdo em MEF. Neste trabalho o aumento da reprogramacéo
também é associado ao silenciamento do gene Ink4a/Arf. Os autores sugerem
que células com alta proliferacdo seriam mais receptiveis ao processo de
reprogramacdo. Esta sugestdo € corroborada por Ruiz et al. (2010), que
mostram que a alta taxa proliferativa também € necesséria para a manutencao
da pluripoténcia em hESC.

O estudo da manutencdo da pluripoténcia em células-tronco
embrionarias vem mostrando outras rotas envolvidas na reprogramacdo. Uma
rota bastante promissora € aquela regulada por microRNAs (miRNA). Os
MiRNA s&o responsaveis por reprimir a expressao génica pela degradacéo do

MRNA (revisado por Mallanna et al.,2010; revisado por Subramanyam and
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Blelloch, 2011).

A administracdo de alguns membros dos miRNA responsaveis pela
regulacéo do ciclo celular de ESC — em especial miRNA-294, em camundongo
— juntamente com Oct4, Sox2 e Klf4 foi suficiente para aumentar a eficiéncia da
geracédo de iPSC a partir de MEF. Este efeito ndo foi observado quando c-Myc
foi utilizado junto aos demais YA (Judson et al.,, 2009). Os miRNA-302b e
MiRNA-372 aumentaram e eficiéncia de reprogramacdo em fibroblastos
humanos transduzidos, independente da administracdo ou ndo de c-MYC,
mostrando que este mecanismo é bastante conservado (Subramanyam et al.,
2010).

Hanna et al. (2009) propuseram 4 modelos para reprogramacao levando
em conta o tempo de laténcia até o surgimento de IPSC e o potencial das

células para serem reprogramadas (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquematica dos modelos propostos por
Hanna et al. (2009).
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O primeiro parametro era determinar se todas as células teriam
condicbes de gerar iIPSC ou se esta capacidade era restrita a uma fracéo,
chamada de “elite”. O segundo era determinar se a laténcia era constante,
mostrando que o0 processo € deterministico, ou variavel, mostrando que é
estocastico. Sendo assim, o0s modelos propostos foram: 1) Todas
células/Determinstico; 2) Elite/Deterministico; 3) Todas células/Estocastico; 4)
Elite/Estocastico. Para determinar o modelo foi usado um sistema chamado de
reprogramacdo secundaria onde sdo usadas células de camundongos
quiméricos gerados a partir de iIPSC reprogramadas por vetor lentiviral
controlado por doxaciclina. Este sistema garante a homogeneidade das células
usadas. Os dados gerados mostraram que a reprogramacao € um processo
estocastico e com laténcia variavel.

Grande parte dos estudos envolvendo reprogramacao utiliza
quantidades iguais de cada vetor. Papapetrou et al. (2009) testaram diferentes
proporgOes de vetores lentivirais expressando os YA e notaram que o efeito é
variavel. A maior expressao de Oct4 gera mais IPSC, enquanto que a maior
expressdo de cada um dos demais fatores tem efeito negativo.
Complementando estes dados, Tiemann et al. (2011) mostraram gue uma alta
expressdo de Oct4 ou Oct4 mais c-Myc aumenta o numero de iPSC
completamente reprogramadas.

O tempo de expressdo dos fatores fornecidos pelos vetores também é
muito importante e mostrou ser um limiar na reprogramacdo de MEF.
Resultados usando um vetor com expressao induzivel mostraram que 0S
fatores devem ser expressos por 12 a 16 dias, caso contrario as células voltam
a apresentar morfologia parecida com a de MEF (Brambrink et al., 2008).

Um evento extremamente importante para que a reprogramacéo ocorra
€ a mudanca no padrdo de transcricdo fazendo com que os genes indutores e
de manutencdo da pluripoténcia sejam expressos e aqueles ligados a célula
original sejam silenciados. Esta mudanca é acompanhada por uma drastica
reorganizacdo da cromatina. Uma caracteristica importante € que este evento
também €& responsavel pelo silenciamento dos transgenes quando

administrados por vetor retroviral ou lentiviral (revisado por Gonzalez et al.,
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2011). Papapetrou et al. (2009) mostraram que o silenciamento dos YA néo é
especifico e que expressdes residuais destes ndo diminui a capacidade de
diferenciacéo das iPSC.

A reprogramacdo nem sempre da origem a colénias com equivaléncia
total a ESC: uma por¢ao das células geradas néo apresenta silenciamento dos
YA e ndo diferencia em células caracteristicas dos trés folhetos embrionarios.
Estas células sdo consideradas parcialmente reprogramadas e denominadas
IPSC-like (semelhantes a iPSC). Evidéncias indicam que o remodelamento
epigenético das iPSC-like é parcial, pois quando tratadas com 5’-azacetidina,
um inibidor de metilagdo de DNA, elas originam iPSC (revisado por Hotta and
Ellis, 2008; Ang et al., 2011).

1.3.2) Eficiéncia do Processo de Reprogramacao

Uma das questbes mais estudadas tange a eficiéncia do processo de
inducdo de células pluripotentes. Na maioria dos casos o numero de colénias
de IPSC geradas €& muito baixo ndo passando de 0,1% nas primeiras
publicacdes (Takahashi and Yamanaka, 2006). Diferentes abordagens tém sido
testadas para aumentar a eficiéncia como: inclusdo de fatores de
reprogramacgdo adicionais; otimizagdo das condicbes de cultivo e
reprogramacéo; administracdo de moléculas facilitadoras; utilizacdo de

diferentes tipos celulares; melhorias nos vetores (Tabela 2).
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Tabela 2. Diferentes tipos de vetores, eficiéncia de reprogramacéo e tipos celulares utilizados para reprogramacao.

Vetores Integracéo Excisaveis
Retrovirus Lentivirus Lentivirus Induzivel Lentivirus Excisaveis Transposon
Eficiéncia 0,01% - 0,5% 0,01% - 1%’ 0,01% - 1%’ 0,01% - 1%’ 0,1%
Pros Alta eficiéncia Alta eficiéncia Alta eficiéncia; Alta eficiéncia; Alta eficiéncia;
Expressédo Vetor é removido Vetor é removido
controlada do genoma do genoma
Contras Integracgéo; Integracgéo; Integracéo; Monitoramento da Monitoramento da
Silenciamento Silenciamento Utiliza um ativador excisdo é bastante excisdo é bastante
incompleto incompleto de transcricdo trabalhoso; trabalhoso
Sitios de integracao
(loxP) s&o mantidos
no genoma
Células Fibroblastos, ADSC Fibroblastos, ADSC Fibroblastos fibroblastos fibroblastos
Reprogramadas Hepatdcitos, Amnidcitos, MSC, Células-Tronco Hepatdcitos

Astrdcitos, Queratinécitos
Células B, Células-tronco
Neurais, Células de
Endométrio, MSC

Takahashi and Yamanaka.

de Polpa Dentaria

Células Progenitoras

Hematopoiéticas

Referéncias (2006); Aoki et al., (2010); Papapetrou et al. (2009) Yusa et al.( 2009)
Liu et al, (2010);
Anchan et al.( 2011);
Ruiz et al. (2010);
Wada et al. (2010);

Do et al. (2009); Park et

al.(2010); Niibe et al.( 2010);
Sancho-Bru et al., (2010)

Lee and Studer. (2009);
Sun et al. (2011);
Papapetrou et al.( 2009);
Yan et al.(2009);
Broxmeyer et al.( 2011)

Brambrink et al. ( 2008)

Medvedev et al.(2010)
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Vetores ndo  Integrativos Sem utilizagdo de DNA

MRNA
Plasmideos Adenovirus Proteinas Recombinante Extrato de mESC modificado
0,001% 0,001% 0,001% 0,001% 1%
Sem integragao Sem integragéo Sem integragéo Sem integracéo Sem integragao

Alta eficiéncia

Aplicagbes
Baixa eficiéncia Baixa eficiéncia Baixa eficiéncia Baixa eficiéncia repedidas
fibroblastos, ADSC, fibroblastos fibroblastos fibroblastos fibroblasto
células B, células-
tronco neuronais

Warren et al,
Huang et al. (2011) Zhou and Freed, 2009 Kim et al.( 2009a) Cho et al.( 2010) (2010)

Nirsinh et al.( 2011)
Choi et al. (2011)

* Vetores policistrénicos contendo os 4 fatores
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O uso dos fatores utilizados por Takahashi and Yamanaka (2006) e Yu
et al. (2007) simultaneamente aumentou em cerca de dez vezes a eficiéncia da
reprogramacao de fibroblasto de prepucio humano (Liao et al., 2008). Park et
al. (2008) reprogramaram diferentes linhagens de fibroblastos humanos e
células-tronco mesenquimais utilizando os YA simultaneamente com a sub-
unidade catalitica da telomerase humana, hTERT e o antigeno T do SV40.

O tratamento com pequenas moléculas envolvidas na modificacdo de
histonas tem se mostrado muito efetivo. A molécula mais utilizada € o acido
valpréico mesmo tendo mostrado variacdo na eficiéncia. A vitamina C, a 5'-
azacetidina e o butirato de sodio também séo utilizados (Huangfu et al., 2008a;
Esteban et al., 2010 ; Liang et al., 2010).

Outro fator que continua a ser explorado € a busca pelo tipo celular ideal
para a reprogramacdo. As diferentes linhagens de fibroblastos sdo as mais
utilizadas, mas ja foi descrita a producdo de iPSC a partir de diferentes tipos
celulares como: células progenitoras de tecido dentario, células progenitoras
sanguineos, células—tronco neurais, células de musculo liso cardiaco, MSC,
amniocitos, entre outras (Yan et al., 2009; Niibe et al., 2010; Anchan et al.,
2011; Broxmeyer et al., 2011; Narsinh et al., 2011).

A utilizacdo de diferentes tipos celulares mostrou que existe uma
diferenca significativa na geracdo de iPSC dependendo do tipo celular usado e
que o0 uso dos 4 YA nao € obrigatorio (Eminli et al.,, 2008; Huangfu et al.,
2008Db; Giorgetti et al., 2009; Kim et al., 2009b; Aoki et al., 2010; Ho et al.,2010;
Ruiz et al., 2010; Wang et al., 2012). Este fato pode ser explicado pelo perfil de
expressdo génica das células utilizadas, pois estas podem apresentar a
expressao de um ou mais fatores indutores de pluripoténcia (Byrne et al., 2009;
Kim et al., 2009; Aoki et al., 2010). As MSC séo privilegiadas neste aspecto,
pois ja existem relatos da expressdao de Nanog, Oct4, Klf4, c-Myc e Sox2
nestas células (Liu et al.,, 2009; Tat et al., 2010; Sugii et al., 2011).

O estagio de diferenciacdo das células também influencia a taxa de
reprogramacdo. Usando o sistema de geracdo de iPSC secundario, foi
constatado que células-tronco hematopoiéticas, assim como progenitores
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hematopoiéticos, geram mais iPSC que células diferenciadas (Eminli et al.,
2009). Kleger et al. (2012) demonstraram que ceélulas progenitoras de figado
geram mais iPSC que hepatdcitos.

Células-tronco neurais humanas podem ser reprogramadas com Oct4 e
KIf4 ou somente Oct4. A eficiéncia da reprogramacédo € de 0,006 e 0,004%,
quando se utilizam os dois fatores ou somente Oct4, respectivamente (Kim et
al., 2009).

1.3.3) Diferengas entre as iPSC

Diversos estudos vém caracterizando as iPSC com relacdo a metilagédo
de promotores, transcriptoma e potencial de diferenciacdo. Uma série de
diferencas, principalmente no padrdo de expressdo génica e diferenciacao, ja
foram encontradas.

Polo et al. (2010) compararam diferentes parametros em iPSC murinas
geradas a partir de fibroblastos, células B do timo, granulécitos originados de
medula 6ssea e precursores de musculo esquelético através do sistema de
geracado de iPSC secundario. Quando as diferentes iPSC foram analisadas em
passagens iniciais apresentaram variagcao no padréo de metilagéo e transcricao
génica assim como uma tendéncia a se diferenciar em células da mesma
origem.

A continuidade da expressdo dos genes caracteristicos da célula
doadora também é observada em iPSC humanas. As iPSC originadas a partir
de fibroblasto fetal apresentaram o transcriptoma mais préximo a ESC,
seguidas pelas geradas a partir de ADSC e fibroblasto neonatal,
respectivamente. Aquelas geradas a partir de queratindcitos mostraram um

transcriptoma mais proximo a célula doadora (Ghosh et al., 2010).

1.3.3) Biosseguranca

O primeiro protocolo de reprogramacao utilizou vetores retrovirais para
mediar a transferéncia génica. Como estes vetores tém como caracteristica a
integracdo no genoma da célula hospedeira existe o risco de efeitos deletérios

devido a possivel mutagénese insercional. Também € importante ressaltar que
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dois dos YA (c-Myc e KIf4) sdo oncogenes bem estabelecidos, enquanto que
para Sox2 e Oct4 existem evidéncias de uma participagdo menos importante
no processo de carcinogénese, tendo estes sido propostos como oncogenes
transitorios (Lenz, 2010). Sendo assim, é de suma importancia evitar a
expressao destes fatores apds a reprogramacao.

O primeiro relato de regulacéo dos transgenes foi a utilizacdo de vetores
lentivirais regulados por doxiciclina (Brambrink et al., 2008). Na auséncia do
indutor foi constatado o silenciamento total dos transgenes.

Diversos protocolos de reprogramacao vém sendo testada com o
objetivo de evitar a modificagdo genética permanente e estdo sumarizados na
Tabela 2.

O refinamento do vetor que fornece os fatores de transcricdo vem sendo
amplamente estudado. Apesar da maior eficiéncia dos vetores retrovirais e
lentivirais, diversos sistemas que evitam modificacdes permanentes no genoma
da célula alvo ja foram descritos (Tabela 2).

O primeiro sistema descrito foi 0 de vetores lentivirais excisaveis, atraves
do sistema cre/lox. Neste relato foram utilizados fibroblastos de pacientes com
Parkinson. ApOs o tratamento ndo foi detectada a presenca do vetor no
genoma das iPSC produzidas (Soldner et al., 2009).

Outra questdo muito importante envolvendo teratogénese é que as iPSC
podem gerar teratomas quando administradas in vivo. Esta caracteristica €
variavel, e um dos fatores preponderantes é a célulautilizada para a
reprogramacdo. Em iPSC originadas de fibroblastos e hepatdécitos adultos de
camundongo mostram uma grande tendéncia na formacao destes tumores, ja
IPSC originadas de fibroblastos embrionarios e células do epitélio estomacal
apresentam a mesma tendéncia de células-tronco embrionarias, considerada
baixa (Miura et al., 2009).

1.3.4)Utilizagéo das iPSC
A aplicacéo da tecnologia oriunda da reprogramacao celular comecgou a
ser estudada para a medicina regenerativa em 2008, quando foi publicado um

trabalho onde células de pacientes com diferentes doencas geraram iPSC que
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apresentaram pluripoténcia e potencial de diferenciagdo compativel com o de
iPSC de individuos normais (Park et al., 2008).

O proximo passo € a diferenciacdo das iPSC no tipo afetado pela
doenca devido aos riscos do tratamento direto com células pluripotentes. A
primeira publicacdo com este objetivo foi de Dimos et al. (2008), onde iPSC de
pacientes com esclerose lateral amiotrofica deram origem a neur6nios motores.

A diferenciacdo em um tipo celular especifico nem sempre é facil; mas,
gracas ao grande esforco empregado, atualmente as iIPSC ja foram
diferenciadas em células produtoras de insulina, hepatécitos, queratindcitos,
melandcitos, progenitores de muasculo esquelético, cardiomidcitos,
oligodendrdcitos, neurdnios (Alipio et al., 2010; lwamuro et al.; 2010; Mizuno et
al.; 2010; Itoh et al.,, 2011; Ohta, 2011; Potta et al., 2011; Czepiel, 2011;
Kitazawa and Shimizu, 2011).

No passo seguinte, as células diferenciadas originadas de iPSC sé&o
transplantadas em modelos animais. Quando células produtoras de insulina
foram administradas a dois modelos de diabetes houve uma consideravel
diminuicdo na glicemia (Alipio, 2010). Resultados positivos também foram
encontrados quando progenitores de oligodendrdcitos foram administrados a
um modelo de desmielinizagdo em quiasma Optico (Pouya et al., 2011).

Outra contribuicdo extremamente importante da reprogramacdo de
células de pacientes foi a possibilidade de gerar as células afetadas por
diferentes doencas e assim poder estudar melhor os seus mecanismos —
chamada de modelagem de doengca — e, em alguns casos, testes de
medicamentos. Este novo modelo de pesquisa apresenta como vantagem a
possibilidade de estudar doencas complexas que dificilmente sdo mimetizadas
em modelos animais (revisado por Hankowski et al., 2011).

A Ultima aplicacdo a ser citada nesta tese diz respeito a biologia da
conservacgao. A reprogramacao celular € uma técnica altamente conservada no
reino animal e ja foi utilizada para gerar iPSC de espécies ameacadas de
extingdo como rinoceronte branco do nordeste, Ceratotherium simum cottoni; e

o mandril, Mandrillus leucophaeus (Ben-Nun et al., 2011).
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2) Objetivos

Tendo em vista a dificuldade em padronizar protocolos de transferéncia
génica para as MSC, um dos principais objetivos do nosso grupo de pesquisa é
0 estudo de técnicas que favorecam o uso destas células em terapia celular e
génica. Deste modo, o objetivo geral deste trabalho € o estudo do potencial de
transferéncia génica em MSC isoladas a partir de diferentes tecidos de
camundongos e a capacidade de producédo de iPSC a partir destas células.

Para isso, sdo propostos 0s seguintes objetivos especificos:

1) Analise da transfeccéo por Lipofectamine 2000 de MSC isoladas de
diferentes tecidos murinos e em diferentes passagens, utilizando-se vetor
plasmidial contendo o gene da proteina verde fluorecente aprimorada (EGFP —
enhanced green fluorescent protein), com mensuracdo da eficiéncia das
transfeccdes através de citometria de fluxo.

2) Deteccdo e quantificacdo da expressao dos genes dos fatores de
transcricdo candidatos a inducéo de iPSC (Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc, Lin28, Tcl-
la e Nanog) nas MSC isoladas de tecidos com origem embrionaria diferente.

3) Transducdo das MSC com vetores contendo diferentes genes
humanos: OCT4, SOX2, KLF4 e c-MYC; assim como diferentes combinacdes
destes genes.

5) Andlise das colbnias de iPSC formadas quanto a morfologia e

atividade da enzima fosfatase alcalina.
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3) Materiais e Métodos

3.1) Cultivo Celular

As MSC foram isoladas de diferentes 6rgaos e tecidos de camundongos
adultos (entre 12 a 24 semanas) da linhagem C57BIl/6. Os animais foram
mantidos em condi¢bes padronizadas no biotério do laboratério de
Imunogenética da UFRGS. Todos os procedimentos foram realizados dentro
dos principios éticos desta instituicdo e regulamentados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA) tendo como CEP/UFRGS com o0 n°
2004285.

3.1.1) Isolamento de MSC

Inicialmente as MSC foram isoladas de 6rgaos ou tecidos originados dos
trés folhetos embrionarios (medula éssea, gordura, pulmdo, medula espinhal,
rim e veia cava), fazendo uso das técnicas ja estabelecidas no laboratério de
Imunogenética do Departamento de Genética desta Universidade por da Silva
Meirelles et al. (2006), com algumas modificacdes.

Resumidamente, uma fracdo dos tecidos ou orgdos foi coletada e
incubadas com solugcdo de 1 mg/mL de Colagenase tipo | (Invitrogen, Sao
Paulo, SP, Brasil) por 45 minutos a 37 °C, exceto a medula 6ssea que dispensa
este tratamento. Logo em seguida, as amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante foi dispensado. A fracdo sedimentada foi ressuspendida em meio
de cultivo e semeada em pocos de placa de 6 pocos. Apds 24 h, o meio de
cultivo foi trocado, para que as células ndo aderidas ou resquicios do tecido
fossem descartados.

Ao longo do cultivo foram realizadas novas trocas de 48 a 72 h. Sempre
que as células ocupavam 80% ou mais da superficie do poc¢o (confluéncia de
80% ou mais) elas foram ressuspendidas com o auxilio de tripsina (Invitrogen)
e uma fracdo era descartada. O restante era semeado novamente. Este
tratamento foi chamado de passagem. Apds o primeiro tratamento com tripsina
as ceélulas foram consideradas em passagem 1 (P1).
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As MSC foram divididas em trés categorias de acordo com o estagio de
cultivo: estagio inicial (até a passagem 7), estagio intermediario (passagem 8

até passagem 12) e estagio tardio (a partir da passagem 13).

3.1.2) Condigdes de Cultivo Celular

Depois de estabelecidas, as MSC foram mantidas em meio HDMEM que
foi constituido de: DMEM de baixa glicose (Invitrogen) complementado com
10% de soro fetal bovino (Cultilab, Sdo Paulo, SP, Brasil), 1% de solucédo de
antibiético (Invitrogen) e 2,5 g/L de Hepes (Sigma, Saint Louis, MO, EUA). As
culturas estabelecidas foram designadas de acordo com o local de onde foram
isoladas: moMSC (medula 6ssea), ADSC (Adipose derived stem cell, gordura),
pMSC (pulmé&o), meMSC (medula espinhal) e rMSC (rim) e cMSC (veia cava).

As células HEK293T e MEF foram mantidas em meio DMEM de alta
glicose (Invitrogen) complementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
solucéo de antibiotico (Invitrogen).

As IPSC foram mantidas em co-cultivo em uma camada de células
alimentadora constituida de MEF inativados apés incubacdo de 3 h com 10
ug/mL de mitomicina C (Sigma) a 37 °C, ou sob placas de cultivo recobertas
por 0,2% gelatina (Sigma). O meio de cultivo denominado meio MESC,
constituido de: DMEM/F12 (Invitrogen) suprido de meio condicionado de
células de ovéario de hamster chinés (CHO) geneticamente modificadas com
vetor expressando LIF na proporcéo de 1:500 (generosamente doadas pelo Dr
Stevens Rehen, LaNCE, UFRJ), 1% de aminoacidos n&o essenciais
(Invitrogen), 55 uM de PB-Mercaptoetanol e 15% de KnockOut™ serum
replacement (Invitrogen) e 1% de solucdo de antibidtico (Invitrogen). Quando
necessario, foi utilizado meio mESC condicionado por MEF. Para produzir este
meio, MEF foram cultivadas em meio mESC por 24h. Posteriormente este meio
foi coletado e filtrado a 22 um e congelado a -80 °C ou utilizado imediatamente.
Antes da utilizacdo, este meio foi suprido com mais meio condicionado de CHO

expressando LIF na proporcéo de 1:500, como mencionado acima.
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3.2) Diferenciacao in vitro das MSC

A diferenciacdo osteogénica e adipogénica das células foi realizada
através de cultura em meio indutor, segundo Meirelles and Nardi (2003).
Controles pareados foram mantidos em meio ndo indutor. A diferenciacéo
osteogénica foi analisada pela deposi¢cdo de calcio, através da coloracdo com
Alizarin Red S (Nuclear, Séo Paulo, SP, Brasil). A diferenciacdo adipogénica foi
analisada pela coloracdo dos depdésitos lipidicos situados nas células utilizando

uma solucéo de Oil Red O (Sigma).

3.3) Imunofenotipagem das MSC

As MSC foram ressuspendidas e lavadas com PBS (tampéo fostafo).
Posteriormente foram incubadas com anticorpos para SCA1, CD11lb, CD29,
CD44, CD45, CD48d, CD49e e CD90.2 conjugados com ficoeritrina (PE) ou
isotiocianato de fluoresceina (FITC). Posteriormente foram analisadas por
citometria de fluxo com o aparelho FACScalibur (Becton Dickinson, San Diego,

CA, EUA) e o software CellQuest. No minimo 5.000 eventos foram coletados.

3.4) Producéo de Vetores Retrovirais

Todos os procedimentos com vetores retrovirais foram realizados em
sala especifica de biosseguranca nivel Il, com procedimentos e manipulacéo
realizados em nivel Ill. O Laboratério de Imunogenética e o Laboratério de
Sinalizagéo e Plasticidade Celular foram adaptados para cumprir as exigéncias
de seguranca do nivel Il, de acordo com literatura especializada (CDC, 1999).

Particulas dos vetores retrovirais foram geradas por transfeccéo
transiente de DNA plasmidial em células HEK293T semeadas no dia anterior a
transfeccdo, em uma densidade de 2,8 X 10° células por frasco de cultivo
celular com superficie de 25 cm?. A transfeccdo com os trés plasmideos foi
realizada respectivamente na propor¢cdo de 1:1:2 de plasmideo de
empacotamento de retrovirus (expressando Gag/Pol), plasmideo expressando
a proteina G do envelope do Virus da Estomatite Vesicular (VSV-G) e
plasmideo de vetor, codificando um dos fatores de inducdo de iPSC (OCT4,
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SOX2, KLF4 e c-MYC), gentilmente cedidos pelo Dr Martin Bonamino (Instituto
Nacional do Cancer — INCa).

O meio de cultura foi trocado 16 horas apds a transfeccdo e o
sobrenadante foi coletado apos 48, 60 e 72 horas. A seguir, todos o0s
sobrenadantes foram filtrados em filtro 0,45 um (Millipore, S&o Paulo, SP,
Brasil) e o estoque viral (filtrado) foi mantido congelado a -70°C e titulado pelo

método de diluicbes sucessivas, ou usado imediatamente apds a filtragem.

3.5) Transfec¢do com o Vetor pEGFP-N1

Para a padronizacdo das condicdes ideais 1,5 x 10* MSC foram
semeadas por poco em placas de 24 pocos. No dia seguinte foi realizada a
transfecgcdo. As quantidades de pEGFP-NL1 utilizadas foram 1 ug, 2 ug e 5 ug; e
as proporcdes de lipofectamine 2000 (ug do vetor: uL de lipofectamine 2000)
foram 1:2, 1:3 e 1:5. ApoOs 48 h, as células foram resuspendidas em PBS e
incubadas com 5 ug/mL iodeto de propideo (PI) por 10 minutos a temperatura
ambiente, para quantificar a viabilidade. Imediatamente foram submetidas a
citometria de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson) e analisadas com o auxilio
do software FlowJo.

Apés a padronizacdo, as MSC de diferentes origens e em diferentes
estagio do cultivo foram transfectadas nas condi¢des ideais.

3.6) Quantificagdo da Expressdo Génica

A quantificacdo da expressdo dos genes de pluripoténcia foi realizada
pela técnica de gRT-PCR em tempo real. Inicialmente foi extraido mRNA das
MSC em diferentes passagens com Trizol e posteriormente foi quantificado por
espectrofotometria utilizando o Nanodrop ND1000 (Thermo Scientific Inc.,
Wilmington, DE, EUA). A partir de 2 ug de mRNA foi sintetizado cDNA,
utiizando a enzima MMLV (Invitrogen). O cDNA sintetizado foi diluido na
proporcao de 1:30 e, posteriormente, foi utilizado para técnica de gRT-PCR em
tempo real relativo segundo Veiro Nora et al. (2011), no aparelho StepOnePLus
(Applied Biosystems, Foster City, California, EUA).
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Resumidamente, a reacao foi constituida de 10 uL de amostra diluida

1:300, 100 nM de cada primer, 0,1 mM de dNTPs, 1x solu¢cdo tampédo para

PCR (Invitrogen), 0,25 U Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 3 mM de

MgCl,, 0,1 X Sybr Green | (Invitrogen) e o volume final foi de 20 puL. As

condicdes de amplificacdo foram: 95 °C por 5 minutos seguidos de 40 ciclos

(95 °C por 15 segundos, 60 °C por 15 segundos e 72 °C por 35 segundos),

posteriormente foi realizada a curva de dissociacéo para averiguar a existéncia

de amplificagOes diferentes da esperada.

O célculo da expresséo foi realizado pelo método de 2", As amostras

que apresentaram diferenca maior de 40% nas expressoes de B-Act e Gapdh

foram excluidas.

A tabela 3 mostra os oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Tabela 3. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Gene Sequencia sentido 5' - 3' Utilizacdo
Oct4  Oligonucleotideo Direto GGCTCACCCTGGGCGTTCTCT gRT-PCR
Oligonucleotideo Reverso CATGGTCTCCAGACTCCACCTCAC (gRT-PCR
Sox2  Oligonucleotideo Direto TCAAGGCAGAGAAGAGAGTGTTTGC ¢gRT-PCR
Oligonucleotideo Reverso GCCGCCGCGATTGTTGTGAT gRT-PCR
c-Myc Oligonucleotideo Direto GCCAGCCCTGAGCCCCTAGT gRT-PCR
Oligonucleotideo Reverso CGGCGTAGTTGTGCTGGTGAGT gRT-PCR
KIf4 Oligonucleotideo Direto TGCCAGAGGAGCCCAAGCCA gRT-PCR
Oligonucleotideo Reverso TTCCACCCACAGCCGTCCCA gRT-PCR
Nanog Oligonucleotideo Direto TGAAGTGCAAGCGGTGGCAGA gRT-PCR
Oligonucleotideo Reverso GGTCCAGGTCTGGCTGCTCCA gRT-PCR
Lin28 Oligonucleotideo Direto ACTCCCAGGAGCAGGGCGAGGTTA (gRT-PCR
Oligonucleotideo Reverso  ATCCCATTGGCCCAGAAAGGGC gRT-PCR
Tcl-1oo  Oligonucleotideo Direto AGCTGGTGCCTTACGAGCTGC gRT-PCR
Oligonucleotideo Reverso  TGCAGGACCGGGTCTGGGTT gRT-PCR
Gapdh Oligonucleotideo Direto AAAATGGTGAAGGTCGGTGT gRT-PCR
Oligonucleotideo Reverso  GTTAGTGGGGTCTCGTCCT gRT-PCR
B-Act! Oligonucleotideo Direto TCACCCACACTGTGCCCATGTACGA gRT-PCR
Oligonucleotideo Reverso  GGATGCCACAGGATTCCATACCCA gRT-PCR

' De acordo com Hansen et al. (2007).
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3.7) Geragao de iPSC

Foram semeadas 1,5 x 10* MSC em cada poco de placa de 24 pocos.
No dia seguinte quantidades iguais dos 4 vetores ou combinacdes diferentes
destes foram usadas para transducéo das células em meio de cultivo HDMEM
juntamente com 6 ug/mL de polibrene (Millipore) por 16 h.Apds este periodo o
meio de cultivo foi trocado. Este processo foi repetido no dia seguinte em um
dos experimentos. Apés 3 ou 5 dias, as MSC foram ressuspendidas com o
auxilio de tripsina (Invitrogen) e passadas para co-cultivo com MEF ou para
placa recoberta com gelatina 0,2%, apds 16h o meio foi substituido pelo meio
mESC.

3.8) Deteccao da Atividade de Fosfatase Alcalina

Inicialmente as células foram fixadas com solugcdo de 2% de
paraformaldeido por 30 minutos a temperatura ambiente e, posteriormente,
lavadas com solucdo PBS. Em seguida, as amostras foram incubadas com 1
mg/mL de nitroazul de tetrazélio, 0,1 mg/mL de 5-Bromo-4 Cloro-3 Indolyl
Fosfato em solucéo de revelacdo (100 mM Tris-HCI, pH 9,5; 100 nM de Na CI,
50 mM MgCl,) por 30 minutos a 37 °C. A contagem das col6nias positivas, em
cor azul, foi realizada em microscépio Optico invertido (Axiovert 25, Zeiss,
Hallbergmoos, Alemanha).

3.9) Andlise Estatistica

A padronizagédo da transferéncia génica foi analisada com ANOVA two
way e teste t. J& as comparacdes entre as diferentes MSC transduzidas foi
realizada com Kruskal-Wallis e teste de Dunn, ja que estes resultados ndo se
encontraram em distribuicdo normal. Para a aplicacdo dos testes foi utilizado o

software BioEstat5.0. Foi considerado estatisticamente significativo p<0,05.
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4) Resultados

4.1) Isolamento e Caracterizacdo das MSC Isoladas
O estagio inicial do cultivo celular do material isolado a partir de todas as
amostras foi marcado por uma grande heterogeneidade na morfologia das

células (Figura 3).
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P2 ou P3

ADSC

rMSC

pMSC

meMSC

cMSC

Figura 3. Cultivo de MSC. Fase inicial (P0O) e cultivo estabelecido (a partir de
P2). Aumento de 100x
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Com o passar do tempo houve uma predominancia de células com
formato alongado apresentando algumas projecdes, caracteristicas esperadas
para MSC. Os cultivos de pMSC e ADSC ja apresentaram homogeneidade a
partir da passagem 2. J& meMSC e rMSC se mostraram homogéneas a partir
da passagem 3, enquanto moMSC em passagem 4.

Foi observado um comportamento bastante peculiar em meMSC. Apés a
passagem 13, sempre que estas células ocupavam 90 % ou mais da superficie

de cultivo a morfologia delas era alterada para arredondada (Figura 4).

P13

Figura 4. Diferencas morfolégicas em meMSC ao decorrer do cultivo celular.
Aumento de 100x

A caracterizacdo das MSC foi realizada por diferenciacdo em adipécitos
e ostedcitos (figura 5) e por imunofenotipagem (figura 6 e figura 7). Todas as
amostras testadas diferenciaram em adipécitos, jA a meMSC foi a Unica a nao

diferenciar em ostedcito.
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Ostedcito Adipécito

Figura 5. Fotomicrografias de moMSC diferenciadas em ostedcitos e adipécitos

apos a coloracdo. Aumento de 100x.
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Figura 6. Imunofenotipagem de rMSC, pMSC, moMSC, cMSC e ADSC
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Figura 7. Imunofenotipagem de meMSC

As MSC foram testadas quanto a presenca de um painel de marcadores
de superficie. As rMSC, pMSC, moMSC, cMSC e ADSC nao apresetaram
expressdo de CD11B, CD45, CD49d. E apresentaram a expressao de CD29,
CD49 e CD90.2 (figura 6). Ja as meMSC apresentaram a expressao de CD44,
CD90.2 e SCA-1, mas nao foi observada a presenca de CD11b, CD31, CD45 e
CDA49.

4.2) Transfecgao

O primeiro experimento utilizando transferéncia génica teve como
objetivo selecionar a melhor proporcdo de pEGPF-N1 e lipofectamine 2000
tendo em conta a eficiéncia, avaliada pela porcentagem de MSC expressando
EGFP e viabilidade. Este segundo parametro foi quantificado pelo numero de
células marcadas com PI, que indica morte celular.

Inicialmente, foram selecionadas trés quantidades de vetor: 1, 2 e 5 ug.
Em seguida foram selecionadas trés proporc¢des de lipofectamine 2000, 1:2, 1:3
e 1.5 (ug de pEGFP-N1: uL de lipofectamine 2000); todos estes parametros
estavam dentro daqueles indicados na bula do fabricante. Estas condi¢cdes
foram testadas em triplicatas em moMSC em passagem 6.

As condi¢cdes que se mostraram mais interessantes para utilizacdo em
MSC foram 1:2 e 1:3 (figura 8). A porcentagem de células EGFP nas demais
condicOes foi consideravelmente mais baixa. Nao houve diferenca significatica
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na viabilidade celular entre os tratamentos. Sendo assim, elegemos a condi¢cao

1:2 para continuar os experimentos.
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Figura 8. Padronizacéo das condi¢des de transfeccdo com lipofectamine 2000.
A. Porcentagem de células positivas para EGFP e para lodeto de Propideo
(PI). *p<0,05; **p<0,001. B. Exemplos de células transfectadas. Aumento de
100x.
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As MSC de diferentes origens foram tratadas com 1:2 de pEGFP-
N1l:Lipofectamine em seguida uma série de analises foi realizada. As
comparacdes de eficiéncia e viabilidade que seguiram consideraram a origem
das MSC e o estagio de cultivo. Depois de todas as analises realizadas,
podemos constatar que nas culturas em estagio tardio a porcentagem de rMSC
e de pMSC positivas para EGFP sdo maiores que moMSC. Também foi
constatado que a viabilidade de pMSC tardia é menor que em pMSC
intermediaria e que cMSC tardia. Além disso, nenhuma alteracdo significativa

em eficiéncia de transferéncia génica ou viabilidade foi observada (figura 9).
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Figura 9. Eficiéncia de transfec¢cdo de pEGFP-N1 com Lipofectamine 2000 e viabilidade ap6s o tratamento de diferentes MSC
nos estagios de cultivo estado. A. cMSC, moMSC, rMSC e pMSC em estagio inicial de cultivo (até P7). B. ADSC, cMSC,
meMSC, moMSC. rMSC e pMSC em estagio intermediario de cultivo (de P8 a P12). C. ADSC, cMSC, moMSC, rMSC e pMSC
em estagio tardio de cultivo (a partir de P13). D. pMSC nos trés estagios de cultivo. * P<0,05
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4.3) Quantificagao da Expresséo dos Fatores de Pluripoténcia em MSC

A expressao de Oct4, Klf4, Sox2, c-Myc, Lin28, Tcl-laa e Nanog foi
mensurada através da técnica de gRT-PCR nas MSC isoladas de diferentes
orgaos e tecidos em trés diferentes etapas de cultivo. Os valores obtidos foram
normalizados pelos genes constitutivos B-actina e Gapdh. A Figura 10 mostra a
expressao destes fatores em diferentes MSC comparada com a expressao na
linhagem de células-tronco embrionarias USP1.
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Figura 10. Expresséo relativa dos fatores de pluripoténcia em diferentes MSC
ao decorrer do cultivo celular.
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De acordo com os nossos dados, todas as MSC testadas apresentam a
expresséo Klf4, c-Myc, Sox2 e Lin28 em ao menos um momento durante o
cultivo. A expressdo de Sox2 e Lin28 em meMSC decresce ao decorrer do
cultivo. Além disso, a detec¢do de Lin28 somente na fase inicial do cultivo de
ADSC, pMSC sugere que este fator seja expresso apenas no estabelecimento
do cultivo. A Unica deteccao de Lin28 em rMSC foi na fase intermediaria de
cultivo. Klf4 e c-Myc e ndo mostram uma tendéncia clara na variacdo da
expressao durante a dindmica de cultivo nas amostras testadas, assim como
Sox2 em pMSC, rMSC e ADSC.

Nenhuma das nossas amostras apresentou expressao de Oct4, Tcl-1la e

Nanog.

4.4) Geracao de iPSC

O primeiro experimento de reprogramacéo foi realizado com a utilizacéo
de pMSC em passagem 9. As células foram transduzidas com quantidades
iguais dos vetores expressando 0s 4 YA e este dia foi considerado o dia O
(Figura 11).
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A Dia0 Dia 5 Dia 8 Dia 16 Dia 18

| Y
Transdugdo Mudancas Surgimento Aumento em Isolamento de
Morfologicas de Colénias Namero e Colénias iPSCs
Observadas iPSCs; Tamanho das
Co-cultivo Colénias iPSCs
com MEFs

com principais modificacdes ocorridas com o passar do tempo. B. Exemplos

das mudangas morfolégicas nas células apos a transduc&o. Aumento de 100x
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No dia seguinte o meio de cultivo foi trocado por meio fresco. No dia 5
algumas modificacbes na morfologia das células foram observadas, e 0 meio
de cultivo HDMEM foi substituido por meio mESC. A partir do oitavo dia estas
modificagfes se tornaram mais marcantes com 0 surgimento de pequenas
estruturas redondas bem definidas, as células foram tratadas com tripsina e co-
cultivadas em MEF. A partir do décimo dia pode ser observado o crescimento
destas estruturas. No décimo sexto dia um namero maior destas estruturas,
agora com formato extremamente similar ao de colénias mESC, foi observado.
No décimo oitavo dia foram isoladas 24 coldnias com o auxilio de microscopio

invertido (Figura 12).
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Figura 12. Exemplos de colbnias iPSC isoladas. Aumento de 100x.
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O segundo experimento de reprogramacao foi planejado para a
otimizacdo da plataforma de reprogramacéao celular. Aqui foram testados os
seguintes parametros: ciclos de transducdo, diferentes combinacbes dos
vetores expressando os YA e a variacdo no tempo de substituicdo das
condi¢cdes do cultivo de MSC por aquelas usadas para o cultivo de células
pluripotentes. Foram utilizadas moMSC em passagem 5.

As moMSC sofreram 1 ou 2 ciclos de transducédo em dias consecutivos.
Foi considerado dia 1 aquele que sucedeu a transducdo Unica ou a segunda
transducdo. As combinagdes utilizadas de fatores foram: OCT4, SOX2, KLF4 e
C-MYC (4F); OCT4, SOX2 e C-MYC; OCT4, SOX2 e KLF4; OCT4, SOX2(2F).
As células transduzidas foram co-cultivadas com MEF a partir do dia 3 (d3) ou
5 (d5), ja o meio mESC substituiu 0 meio HDMEM no dia 4 ou 6. Todas as
condicOes foram testadas em duplicata.

Na Figura 13 pode-se visualizar mais facilmente o procedimento
adotado, as modificagdes que surgiram no cultivo celular e alguns exemplos de
colénias. Pudemos observas a reprogramacéao celular em todas as condi¢des

testadas, mas com algumas variacoes.
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C

Dia0 Dia1 Dia 5

i i Dia 12 Dia 15
Transdugéo Mudancas Morfologicas Surgimento Aumento em Numero e Ensaio com FA
Observadas, de Coldnias Tamanho das Coldnias Contagem das
IM"EFB do Co-cultivo com iPSCs iPSCs Colénias Positivas
5

Dia -1 Dia 0 Dia 5 Dia 6 Di Dia 12 Dia 15
Transduc&o Transducdo Mudangas Morfologicas Surgimento Aumento em Numero e Ensaio com FA
Observadas, de Colénias Tamanho das Colonias Contagem das
Inicio do Co-cultivo com iPSCs iPSCs Colénias Positivas

MEFs

Figura 13. Esquema com principais modificacdes ocorridas nas moMSC apds os diferentes tratamentos, juntamente com exemplos das
mudancas morfoldgicas nas células apds a transducdo. A. Uma transducao e substituicdo do meio HDMEM por meio mESC no dia 3. B.
Duas transducdes e substituicdo do meio HDMEM por meio mESC no dia 3. C. Uma transducéo e substituigdo do meio HDMEM por meio
MESC no dia 5. D. Duas transduc¢des e substituicdo do meio HDMEM por meio mESC no dia 5. Aumento de 100x



A transducdo das moMSC foi realizada por um periodo de 16 horas.
Posteriormente o meio foi substituido por HDMEM. Este foi considerado o dia 1
para as células transduzidas apenas uma vez. Nos casos onde foi testada uma
segunda transducdo, as células tiveram o0 seu meio removido apos
aproximadamente 8 horas e foram incubadas novamente aos vetores. O meio foi
novamente substituido por HDMEM apés 16 horas e este ponto foi considerado
o dia 1.

No dia 5, foi possivel detectar alterac6es morfoldgicas nas MSC de todos
o0s testes; a excessao daquelas que sofreram uma transduc&o com dois fatores e
inicio do co-cultivo com MEF a partir do dia 3, que apresentaram estas
alteracdes no dia 6.

No dia 7, foi observado surgimento de colbnias iPSC com tamanhos
variados em todos os tratamentos, O aumento namero e no tamanho das
colbnias foi constatado no dia 12.

No dia 15 foram isoladas colb6nias a partir de um poco de cada teste,
totalizando 60 col6nias, com o auxilio de lupa. No mesmo dia, foi realizada a
deteccdo de atividade de fosfatase alcalina nas colénias do outro poco (Figura

14). Posteriormente foi realizada a contagem de colbnias positivas (Tabela 4).
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Com Contraste de Fase

Sem Contraste de Fase

Figura 14. Deteccdo da atividade da Enzima Fosfatase Alcalina nas colbnias

IPSC. Imagens com e sem contraste de fase. Aumento de 100x.

Tabela 4. Namero de colbnias iPSC positivas para fosfatase alcalina em cada

tratamento.
Combinagédo YA Co-Cultivo  Numero Colbnias com Atividade
com MEF de Fosfatase Alcalina

Numero de Rodadas de Transducéo 1 2
OCT4/SOX2/c-Myc/KLF4 3 7 20
OCT4/SOX2/c-Myc/KLF4 5 81 54
OCT4/SOX2/c-Myc 3 44 23
OCT4/SOX2/c-Myc 5 90 146
OCT4/SOX2/KLF4 3 44 NA*
OCT4/SOX2/KLF4 5 86 45
OCT4/SOX2 3 20 21
OCT4/SOX2 5 88 101

* As replicatas foram perdidas antes da contagem
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A terceira rodada de reprogramacao teve como objetivo testar gelatina
como substrato para a geragdo e manutencdo das iPSC dispensando as MEF.
Adotamos também o meio mESC induzido por MEF.

Adotamos as combinacdes dos fatores descritas anteriormente e
substituicdo do meio HDMEM pelo meio mESC no quinto dia e apenas uma
rodada de transducdo em moMSC P6. Todas as condi¢cdes foram testadas em
duplicata.

A primeira diferenca constatada foi que o surgimento das primeiras

estruturas arredondadas ocorreu no dia 8 (figura 15).

A Dia0 Dia1 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 12 Dia 15

I =l =

Transdugdo Mudancas Surgimenta Aumento em Miamero e Ensaio com FA
Marfolagicas de Ceibnias Tamanho das Colénias Contagem das
Observadas. iPSCs iPSCs Caolénias Positivas
Inicio do
Co-cultive cam
MEFs

Figura 15. Reprogramacéo utilizando placas cobertas por 0,2% de gelatina. A.
Esquema com principais modificagdes ocorridas com o passar do tempo. B.
Exemplos das mudancas morfolégicas nas células apés a transducéo.
Aumento de 100x 66



No dia 15 foi realizada a contagem de colonias com base na morfologia
(tabela 5). Neste experimento nao foi detectada a reprogramacao das moMSC
transduzidas apenas com 2F. As moMSC que ndo sofreram modificacdes
morfolégicas apos a transducdo se mantiveram no cultivo, mesmo apds as

passagens.

Tabela 5. Nimero de Colbnias iPSC observado em cada tratamento.

NUmero Numero
Combinacao YA Colbnias 1 Colbnias 2
OCT4/SOX2/c-Myc/KLF4 34 23
OCT4/SOX2/c-Myc 12 11
OCT4/SOX2/KLF4 11
OCT4/SOX2 0

A Ultima rodada de reprogramacao foi executada com pMSC em P7,
rMSC em P5, ADSC em P5. As condi¢Bes de reprogramacao adotadas foram:
administracao de quantidades igual de cada vetor, substituicdo do meio HDMEM
pelo meio mMESC condicionado no quinto dia apds a Unica rodada de transducdo.

Os cultivos celulares foram acompanhados durante 35 dias. Durante todo
o experimento foram mantidas amostras ndo transduzidas de cada MSC como
controle negativo. Os controles negativos ndo apresentaram qualquer mudancga
morfologica perceptivel. As primeiras alteracdes morfologicas foram observadas

nas pMSC no dia 10, culminando no surgimento das iPSC no dia 17 (Figura 16).
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Dia 20 Dia 30

Primeira Contagem Segunda Contagem
de Coldénias iPSCs em de Colénias iPSCs
pMSC em pMSC

Dia 17 Dia 25 Dia 29

Mudangas Morfologicas. Surgimento de Contagem de

em rMSC Colénias iIPSCs Colénias iPSCs
em rMSC em pMSC

D29

Figura 16. Reprogramacao utilizando rMSC e pMSC em placas cobertas por 0,2% de gelatina. A. Esquema com
principais modificagdes ocorridas com o passar do tempo. B. Exemplos das mudangas morfologicas nas células

apos a transducdo. Aumento de 100x
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. No dia 25, foram contadas 14 colénias iPSC na cultura de pMSC. Este
namero subiu para 49 no dia 30 (Figura 9). As rMSC apresentaram mudancas
somente a partir do dia 16 e o aparecimento de iPSC no dia 25 (Figura 16). No
dia 29 foram contadas O e 5 col6nias iPSC nas duplicatas de rMSC (Figura 9).
Os resultados com moMSC reprogramada com 0s quatro fatores (tabela 5)
foram utilizados na construcdo da tabela 6. Nenhuma alteracdo foi percebida

nas ADSC durante o experimento.

Tabela 6. Numero de colbnias iPSC ap6és a reprogramacao de MSC de
diferentes origens.

NUmero de Colbnias 1 NUmero de Colbnias 2

pMSC 49 NA
moMSC 34 23
rMSC 5 0
ADSC 0 0

69



5) Discussao

As células-tronco mesenquimais sdo caracterizadas pelo seu potencial
de diferenciacdo em células de origem mesenquimal como, por exemplo,
condrdcitos, ostedcitos e adipdcitos. Além disto, as MSC podem secretar
fatores e citocinas, servindo de suporte para outros tipos celulares; possuem
uma capacidade imunorregulatéria e tropismo por regides lesionadas e cancer.
Esta série de caracteristicas as tornam candidatas extremamente promissoras
para a terapia celular. Outra peculiaridade é que a expressao de diferentes
genes ligados a pluripoténcia ja foi descrita nestas células.

Neste trabalho foram isoladas e caracterizadas MSC murinas de
diferentes tecidos e 6rgdos com o objetivo de estudar as possiveis diferencas
entre a expressdo destes genes, capacidade de transferéncia génica por
Lipofectamine 2000 e potencial de reprogramacao celular.

No presente trabalho, foi descrito pela primeira vez o isolamento de
células provenientes de medula espinhal de camundongo com perfil de
marcadores de superficie, adesao ao substrato e potencial de diferenciacdo em
células de origem mesenquimal. Apesar de apresentar 0s requisitos minimos
para serem consideradas MSC, as meMSC diferiram das demais em trés
critérios: imunofenotipagem, capacidade de diferenciacdo e morfologia ao
decorrer do cultivo. Dentro do painel de marcadores que foi utlizado as
meMSC ndo mostraram a expressdo de CD49e. Em principio, esta questao
ndo é muito importante, pois a presenca deste marcador ndo € detectada em
todas MSC (da Silva Meirelles et al., 2006).

Quando expostas ao meio de cultivo indutor de diferenciacao
adipogénica, as meMSC apresentam vacuolos com lipideos, condizente com
as demais MSC. Mas quando foi testada nas condi¢cbes para diferenciacéo
osteogénica nao foi detectado qualquer depdsito de célcio, contrastando com o
estudo de Asari et al. (2012) realizado com células humanas. O potencial de
diferenciacéo osteogénico ndo € constante entre diferentes MSC, apresentando
variacdo na quantidade de depdsito de calcio assim como no tempo de
resposta as condi¢des indutoras (da Silva Meirelles et al., 2006; Cheng et al.,

2012). Estudos com novas condicOes e alteracdo no tempo de exposicéo
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devem ser realizados para definir com maior preciséo o0 potencial de
diferenciacéo destas células.

A associacdo da terapia celular com a terapia génica jA vem sendo
analisada nas MSC (tabela 1). O uso destas células como plataforma para a
terapia génica ex vivo é bastante almejado devido a facil manutencao
capacidade de imunorregulagcéo e o tropismo por lesdes. A fonte de isolamento
mais utilizada de MSC € a medula 6ssea, mas as ADSC apresentam uma
opcdo menos invasiva de obtencdo e diferentes estudos de caracterizacdo
assim como aqueles que comparam diferentes parametros entre as duas,
indicam que ambas se mostram muito equivalentes.

Estudos com diferentes vetores mostram muita heterogeneidade nas
eficiéncias, mas apontam que estas células sdo refratarias a transferéncia
génica. A maior parte destes estudos prioriza 0s parametros relativos ao vetor,
ndo dando grande importancia a fonte de MSC. No presente trabalho foi
constatado que os tratamentos empregando menor quantidade de plasmideo e
as menores propor¢cdes de Lipofectamine 2000 (1:2 e 1:3) se mostraram mais
eficiéntes que os demais testados. Na avaliacdo comparativa entre as MSC,
uma maior porcentagem de células transduzidas em pMSC e rMSC quando
comparada com cMSC foi observada; todas em passagem tardia. O tratamento
parece ser mais prejudicial para as pMSC quando utilizadas em estagio tardio,
ja que apresentaram um maior numero de células marcadas com Pl que o
estagio intermediario.

A literatura mostra uma grande variacao na eficiéncia de transducao com
Lipofectamine 2000. moMSC em passagem 7 e ADSC em passagem 6, ambas
humanas, apresentaram melhor transfec¢cdo, quando comparadas com as
passagens 4 e 6, respectivamente (Yang et al.,, 2009). Este trabalho utilizou
apenas uma linhagem de cada MSC. Outro trabalho utilizando também moMSC
humana elegeu a proporcédo 1:1,25 (vetor:lipofectamine 2000) como a ideal.
Posteriormente, amostras de dois individuos foram transfectadas nas
passagens 1, 2, 3, 4. Os autores perceberam uma grande variacdo entre as
duas amostras e uma tendéncia a diminuir a eficiéncia de transfeccdo ao

decorrer do tempo (Madeira et al., 2010).
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Outra questdo extremamente importante diz respeito a expressdo de
genes envolvidos na pluripoténcia. Esta questéo ainda é largamente discutida e
0 consenso parece bastante distante devido a variabilidade nos resultados
(Agnes et al., 2010; Sugii et al., 2011). Esta auséncia de homogeneidade &,
provavelmente, reflexo da variagdo nas condi¢cfes de cultivo (Baer and Geager,
2012). Poucos estudos tentaram mostrar a variagdo destes fatores ao decorrer
do cultivo celular (Liu te al., 2011).

Neste trabalho é mostrada a expresséao de Klf4, Sox2, Lin28 e c- Myc em
MSC murinas isoladas de pulmao, rim, tecido adiposo e medula espinhal. Lin28
foi detectado apenas no estagio inicial do cultivo de pMSC e ADSC e
intermediario de rMSC. Enquanto que nas meMSC, Lin28 e Sox2 parecem
diminuir com o tempo de cultivo chegando a zero no cultivo tardio. Nao existe
uma tendéncia clara na variagdo dos demais fatores ao decorrer do cultivo
celular. KIf4 e c-Myc foram mais expressos nas MSC que em USP1, fato
corroborado pelo estudo de Sugii et al., 2011. N&o foi detectada a expresséo
de Oct4, Tcl-1a. ou Nanog. Uma possivel explicacdo para a auséncia de Oct4 é
que a sua expressdo em moMSC de rato diminui ao decorrer do cultivo
chegando a nado ser detctado na passagem 6 (Ji et al., 2009).

Uma limitagcdo da técnica de qRT-PCR relativo € que o resultado é
expresso sob a forma de média das células numa populagdo celular
heterogénea. Sendo assim, € considerado que todas as células dentro do
cultivo ndo sO estdo expressando os fatores como que as quantidades séo
iguais quando o numero de células expressando os YA é quantificado. Esta
premissa ndo € correta, pois ja foi realizado um estudo utilizando citometria de
fluxo e o percentual de células expressando os fatores diferiu
consideravelmente de acordo com a fonte de MSC (Jaramillo-Ferrada et al.,
2011). Aquele trabalho comparou a frequéncia de MSC de medula Ossea,
membrana amnibtica e membrana coribnica expressando OCT4, SOX2, e
NANOG. As MSC de membrana amniética apresentaram maior frequéncia em
todos os fatores: 27,5 + 1% (OCT4); 60 +4% (SOX2) e 79 +8% (NANOG). Nas

MSC de membrana coridnica tiveram os valores intermediarios: 11,8 +8%
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(OCT4); 20,8 + 6% (SOX2) e 75 + 6% (NANOG). E moMSC os mais baixos:
2,1% (OCT4); 8,7% (SOX2) e 42,9% (NANOG).

Em 2006, o grupo conduzido por Shinya Yamanaka conseguiu produzir
células que apresentavam o mesmo potencial e caracteristicas das ESC, a
partir de fibroblastos. Este resultado foi extremamente importante, pois resolve
duas das trés barreiras para aplicacdo de células pluripotentes na clinica:
imunogenicidade e as questdes éticas ligadas a destruicdo do blastocisto;
restando apenas o aumento da seguranca com a eliminacédo ou diminuicdo do
potencial teratogénico, até 0 momento inerente as células pluripotentes. Desde
esta primeira publicacédo, diferentes grupos vém se esmerando em entender o
processo de reprogramacao, identificar as condi¢cdes e células ideais e estudar
as aplicacfes desta nova tecnologia.

Apesar da geracao de iPSC a partir de MSC nao ser novidade, este
trabalho € o primeiro a mostrar a reprogramacao de pMSC e rMSC além, de
comparar com ADSC e moMSC. Outro dado inédito € a reprogramacédo de
mMoMSC apenas com OCT4 e SOX2 quando é utilizado o co-cultivo com MEF.
Aqui também pode ser visto que existe uma relacdo direta entre eficiéncia de
geracédo de iPSC e o tempo de substituicdo das condi¢gdes de cultivo. Quando o
co-cultivo em MEF é iniciado no quinto dia ap0s a transducédo, e a substituicdo
do meio HDMEM para o meio mESC no sexto, a reprogramacao € mais
eficiente, considerando toda as combinacdes de vetores e nos dois numeros de
rodadas de transducao, quando comparada as mesmas alteracées no terceiro
e quarto dia, respectivamente. Quando o co-cultivo em MEF é substituido por
placas recobertas por gelatina e meio mESC induzido, ndo é observada a
reprogramacao apenas com dois fatores, sendo obrigatéria a adicdo de c-MYC
ou KLF4.

Existe uma grande variacdo dentro dos experimentos, mas é possivel
verificar que pMSC apresenta maior nimero de iPSC quando comparada as
demais, seguida de moMSC e rMSC. Nao identificamos reprogramacdo em
ADSC. Outra informacédo extremamente importante foi que as moMSC
reprogramam mais rapidamente (dia 8), sendo seguidas pelas pMSC (dia 10) e

pelas rMSC (dia 16). Nossos dados ndo sustentam a colaboracdo da
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expressdo enddgena dos fatores de pluripoténcia devido a grande variagdo
detectada. A diferenca do tempo de reprogramacao entre pMSC e rMSC pode
estar correlacionada a expressdo de Lin28 e KIf4. Um dado que poderia
colaborar de maneira bastante expressiva para explicar a variacdo no numero
de iPSC seria a quantificagdo e comparacdo da eficiéncia de transdugao entre
as diferentes MSC.

Considerando todas as MSC utilizadas neste trabalho, as ADSC e as
moMSC sdo aquelas que apresentam obtencdo menos invasiva. Infelizmente
ndo foi possivel reprogramar as ADSC dentro das condi¢Bes testadas.
Trabalhos anteriores mostraram que ADSC humanas foram reprogramadas
sem o co-cultivo com MEF (Sun et al., 2009) ou de c-Myc (Aoki et al., 2010).

5.1) Conclusdes e Perspectivas

A totalidade do potencial terapéutico das MSC ainda € desconhecida. Ja
é sabido que elas ndo estédo localizadas exclusivamente na medula éssea, mas
virtualmente em todo o organismo. Quando caracterizadas é possivel notar que
estas células ndo sao idénticas, mas sim equivalentes (Cheng et al., 2012),
mostrando a extrema importancia de se realizar mais estudos basicos com o
objetivo de identificar toda a potencialidade terapéutica dos diferentes tipos de
MSC.

Nossos resultados mostram de maneira bastante clara que a expressao
dos fatores de pluripoténcia ndo é uniforme entre as MSC, entretanto néo foi
possivel definir a alteracdo desta ao decorrer do cultivo celular.

Constatamos também que existe uma variacdo no potencial de
transfeccdo entre as MSCs ao decorrer do cultivo celular, assim como uma
diferenca na resisténcia a este tratamento. O numero de cultivos celures
estudados é diferente entdo ainda é preciso aumentar este nimero para que as
comparacdes sejam mais precisas.

No que tange a reprogramacdo celular, ainda é preciso caracterizar
qguanto a marcadores de pluripoténcia e capacidade de diferenciacéo os clones

gerados de diferentes MSC.
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Considerando todos os dados gerados aqui, o potencial de utilizacdo das
MSC na terapia génica ex vivo e na reprogramacdo celular é variavel e
possivelmente estd associado ao local de onde estas células séo isoladas,
além do estagio de cultivo. Ainda assim, muitos estudos ainda precisam ser
realizados para estipular de forma exata a colaboracdo que cada MSC pode

oferecer para o uso clinico.
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