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| - Abstract

Differentiated cells can be reprogrammed to be pluripotent and return to transform
into other cell types by inserting specific factors. However, the reprogramming of somatic
cells in order to obtain induced pluripotent stem (iPS ) has a time is relatively long
reprogramming , the reprogramming efficiency is still relatively low, some of the
pluripotency factors used in this process are pro-oncogenes , and further there is the
difficulty of overcoming senescence .

Through mouse embryonic fibroblast cells (MEF 's) the goal is to reprogram with
four transcription factors Yamanaka , Sox2 , Nanog , KIf4 and c- Myc , adding as a
transcription factor Cited2 and using these cells to the passages P2 and P4 . The Cited 2
is a transcriptional regulator of genes involved in many biological transcription chains,
which is capable of inducing cell proliferation as mice or humans, is considered an "anti-
senescent"”, has the ability to activate transcription of genes involved in pluripotency.

For this work have been created viral vectors , two retroviruses, one being Cited2
S0 as to be overexpressed in cells containing GFP coupled ( KRK1 ), another GFP alone
to serve as control ( LZRS ) and two lentivirus that allowed the insertion and activation 4
of pluripotency transcription factors (TET STENCCA and M2RTTA respectively ) . Will
be analyzed morphologies of colonies obtained by reprogramming will be made gRT -
PCR to the colonies in order to understand if expression factors pluripotency of
embryonic stem cells (ESC), and through the formation of embryonic bodies (EB’s)
through the iPS obtained these are capable of giving rise to the three germ line, mesoderm,
ectoderm and endoderm, this process will be performed by qRT - PCR.

After analyzing the results, it can be concluded that the Cited2 in MEF 's P2
enables early appearance of aggregates of colonies in relation to the MEF 's that have
Cited2 exogenous , while in MEF 's P4 Cited2 overexpressed , it is possible to overcome
senescence and obtain iPS with values very similar to each other at the level of

transcription factors of pluripotency ( Nanog , Sox2 , Oct4 and Rex1) .

Keywords: Embryonic Stem Cells, Induced Pluripotent Stem Cells, Mouse Embryonic
Fibroblast Cells, Cited2, Transcription Factors, Pluripotency Factors
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Il - Resumo

Células diferenciadas podem ser reprogramadas de modo a voltarem a ser
pluripotentes e se transformarem em outros tipos de células através da insercéo de factores
especificos. No entanto a reprogramacéo de células somaticas de modo a se obter células
estaminais pluripotentes induzidas (iPS), tem um tempo de reprogramacdo é
relativamente longo, a eficiéncia da reprogramacéo ainda é relativamente baixa, alguns
dos factores de pluripotencia que sdo usados para este processo sdo pro-oncogenes, e
ainda existe a dificuldade de ultrapassar a senescéncia.

Através de células embrionarias fibroblasticas de ratinho (MEF’s) o objectivo ¢
reprogramar com os 4 factores de transcri¢do idenficados como genes de pluripotencia,
Sox2, Nanog, KlIf4 e c-Myc, acrescentando o mais um factor de transcricdo Cited2 e
usando estas células nas passagens P2 e P4. O Cited 2 é um regulador de transcricao de
genes envolvido em muitas cadeias de transcri¢ao bioldgicas, sendo esta capaz de induzir
a proliferacdo das células quer de ratinhos como de humanos, € considerado um “anti-
senescente”, tem a capacidade de activar a transcricdo dos genes envolvidos na
pluripotencia.

Para este trabalho foram criados vectores virais, dois retrovirus, sendo um deles o
Cited2 de modo a ser sobreexpresso nas células contendo GFP acoplada (KRK1), outro
apenas com GFP que servird de controlo (LZRS) e dois lentivirus que permitiram a
insercdo e activacdo da transcricdo dos 4 factores de Yamanaka (respectivamente TET
STENCCA e M2RTTA). Serdo analisadas morfologias das colonias obtidas através da
reprogramacao, serdo feitos qRT-PCR as colonias de modo a se perceber se expressdo 0s
factores de pluripoténcia das células estaminais embrionarias (ESC), e se através da
formagao de corpos embrionarios (EB’s) através das iPS obtidas estas sdo capazes de dar
origem as trés linhas germinativas, mesoderme, ectoderme e endoderme, este processo
sera realizado por qRT-PCR.

Ap0s analise dos resultados obtidos, pode-se concluir, que o Cited2 nas MEF’s
P2 possibilita 0 aparecimento precoce dos agregados de colonias em relacdo as MEF’s
que ndo tém Cited2 exdgeno, enquanto nas MEF’s P4 com Cited2 sobreexpresso,
consegue-se ultrapassar a senescéncia e obter-se iPS com valores bastante semelhantes

entre si a nivel da transcrigcdo dos factores de pluripotencia (Nanog, Sox2, Oct4 e Rex1).
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CAPITULO 1 - Introdugao

CAPITULO 1 - Introducéo

“A descoberta das células estaminais humanas, veio abrir novos caminhos e
depositou-se grandes expectativas que este tipo celular fosse a chave para o tratamento
de doencas cronicas” (Thomsonet al, 1998).

As células estaminais sdo células indiferenciadas, significa que ndo possuem a
especializacdo funcional que caracteriza as células adultas de um organismo vivo, as
células estaminais apresentam capacidade de poderem gerar os diversos tipos celulares

que constituem um organismo.

Célula estaminal
D

Células Nervosas

Células Sanguineas
e Imunes

@e |
Globulos
\Vermelhos
A\

57 2O
Globulos Zz=T
Brancos

Plaguetas Células do Figado

Figura 1.1 — Representacdo da pluripoténcia das células estaminais

As células estaminais multiplicam-se por um processo de divisdo continua,
durante longos periodos de tempo, ou seja, indefinidamente

As células estaminais estdo presentes em todos os estadios do desenvolvimento
de um ser vivo mamifero, desde o embrido ao ser adulto. Como constituintes da massa
interna do embrido, as células estaminais sofrem alteragcdes bioldgicas e especificacte
funcionais que acompanham a evolucao do embrido para um individuo adulto, e perdem
progressivamente a sua capacidade de produzir novos tipos celulares, ou seja a
sua pluripoténcia (fig. 1.1). Por esta razdo, as células estaminais obtidas nas fases iniciais

do desenvolvimento embrionario tém maior capacidade de diferenciacdo do que as
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CAPITULO 1 - Introdugao

células estaminais adultas, visto poderem originar qualquer tipo de célula ou tecido do

organismo adulto.

Estas caracteristicas fazem das celulas estaminais objecto de intensas pesquisas,
pois actualmente ja podem ser utilizadas na terapia de mais de 60 doencas, no futuro
poderdo funcionar como células substitutas em tecidos lesionados ou doentes por
degeneragdo, como nos casos de Alzheimer, Parkinson e doencas cardiovasculares em
geral, ou ainda em células que o organismo deixa de produzir por alguma deficiéncia,
como no caso da Diabetes.

Como referido em cima estas células poderdo ser usadas para a cura de diversas
doencas, actualmente as células estaminais sdo usadas em diversos aplicac@es clinicas e
experimentais actualmente, regeneracao do tecido 0sseo, cartilagem, tenddes, da medula
espinal, musculo cardiaco e reconstrucéo da bexiga. Tendo como perspectivas futuras a
reconstrucdo de Orgdos na sua totalidade a insercdo, insercdo de neurdnios cuja
capacidade foi perdida ao longo do tempo devido a doengas degenerativas (Bajada S. etal
2008).

No entanto, a utilizacéo das células estaminais embrionarias para esses fins, ndo é
completamente uniforme, pois levantam alguns problemas durante a sua utilizagéo, ap6s
a implantacdo muitas destas células sofrem apoptose, tém dificuldade na obtencéo de
vascularizagdo o custo da manutencdo destas culturas celulares é alto, e ainda
preocupacfes morais e éticas que dificultam muitas vezes estudos, por exemplo a
obtencdo de células estaminais embrinarias humanas (hESC) implica a destruicdo de
embrides humanos. O uso de hESCs na pesquisa médica tem atraido muita a atencdo de
muitos setores do publico. Religioso, historico, pontosculturais, médicos e outros de vista
contribuiram para um discurso muito vigoroso e abrangente sobre o uso destas celulas.
Alguns consideram a pesquisa com hESCs ser inerentemente imoral, porque acreditam
que a vida comeca com fertilizagdo do Ovulo, e a destruicdo de um embrido com o
potencial de se transformar em um ser humano viavel é pensado o mesmo que o
infanticidio. Por esta razéo, o governo federal americano restringiu severamente 0 acesso
e o0 uso de hESCs em 2001. Estas restrigdes ja foram amplamente derrubadas nos Estados
Unidos da América pela administracdo do Presidente Obama. Por outro lado, os
defensores dessa linha de pesquisa insistem em que os potenciais beneficios para a
humanidade argumentando que hESCs sao feitos de dvulo fertilizado indesejado que seria

provavelmente destruido em qualquer evento.As células-tronco criadas por meio de

Pagina | 15



CAPITULO 1 - Introdugao

transferéncia nuclear compartilham as mesmas preocupacdes éticas. Além disso, porque
estas células tém a potencial para gerar um embrido completo, mas também aumentar o
ainda mais altamente carregada possibilidade de clonagem de seres humanos, apesar de
que este procedimento pode ser usado para gerar celulas estaminais para fins terapéuticos,
em paises onde este tipo de clonagem é legal, como Australia e Reino Unido, os
embridescriados devem ser destruidos no prazo de 14 dias. (Anne C. et al, 2009).

Mas esta ndo é a Unica preocupacdo na investigacdo neste tipo de células, existe
ainda a possibilidade de que na utilizacdo destas células em pacientes, para transplante,
que o sistema auto-imune do paciente rejeite a implantacédo das células que serviriam para

0 seu tratamento (Arakiet al, 2003).

As ESC humanas (em inglés hESC) e as de ratinho (em inglés mESC) sdo ambas
caracterizadas pela sua capacidade de proliferacdo por longos periodos de tempo em
cultura, auto-renovacéo, e devido a possibilidade de produzirem células pertencentes as
trés camadas germinativas durante a sua diferenciacdo (pluripoténcia). As propriedades
tanto das hESC como nas mESC (Valier et al 2009, Rossant, 2008) encontram-se sob 0
controlo de vias de sinalizacdo que diferem entre as duas espécies, nas hESCé feita pela
via de sinalizagdo da activina A e FGF (Dingetet al, 2010), enquanto nas mESC este
processo depende do controlo através da via de sinalizacdo do LIF e BMP4. Em ambas
as espécies estas vias de sinalizacdo convergem para a activacdo de uma rede de factores
de transcricdo, tal como Oct4, Nanog e Sox2, com funcBes conservadas em ambos 0s
sistemas que permite a auto-renovagdodas ESC numa forma nédo diferenciada
(Schnerchetal., 2010) (Fig.1.2).

As discrepancias observadas entre mESCs e hESCs nos seus requisitos de
crescimento indiferenciado ndo podem ser contabilizadas apenas em diferencas entre as
especies, mas podem ser amplamente explicadas pelas diferentes origens de
desenvolvimento destas células pluripotentes. Assim, as hESCs s&o derivadas, numa fase
posterior das aquela onde sdo as mESCs, num ponto quando a diferenciacéo epiblasto é
iniciada. E possivel que a derivagio das células estaminais pluripotentes a partir de células
de ratinho seja facilitada pela implantacdo tardia (Hondo e Stewart, 2005) que existe nesta
especie, mas esta ausente no embrido humano. Curiosamente, as células pluripotentes
também podem ser obtidas a partir de ratinho e de rato pds-implantagdo de embrides
mostrando semelhancas na expressao de genes de vias de sinalizagdo padrdo com hESCs

e epiblasto (Brons et al., 2007). Para além de partilhar as vias de sinalizacdo de auto-
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renovacdo com hESCs, as células estaminais epiblasticas (em inglés EpiSCs) tambem
apresentam caracteristicas de cultura semelhantes, baixa capacidade clonal e a reduzida

eficiéncia na formagéo de quimeras.

hESC mESC
FGF2 ActivinaA LIF BMP4
Smad 2/3 STATS3, CMyc
PI3K Smad1/5/8

Rede de transcricional do nucleo

Oct4 Nanog Sox2
Auto-renovagéo Pluripoténcia
Endoderme T Ectoderme

Mesoderme

Figura 1.2 - Representagdo esquematica das diferencas das vias de sinalizacdo que regulam a auto-renovacéo e pluripoténcia das
células estaminais embrionarias humanas (hESC) e das de ratinho (mESC). As mESC sdo mantidas, principalmente sob o controlo de
LIF e BMP sinalizagdo, enquanto hESCs necessitam de Activina A e FGF para manter a auto-renovacdo a longo prazo e a
pluripoténcia. Estas vias de sinalizagdoem ambos os sistemas convergem para a activagao da rede transcricional do nticleo que envolve
Oct4, Sox2 e Nanog.

Neste trabalho serd abordada a producdo de células estaminais pluripotentes
induzidas (em inglés iPSC). Em 2006, o Professor Yamanka e sua equipa de investigacao
conseguiram originar células pluripotentes a partir de células somaticas de ratinho, que
foram nomeadas iPSC (Takahashi and Yamanaka, 2006).Em 2007, o0 mesmo grupo
publicou resultdos mostrando que as iPSC também podem ser obtidas a partir de células
somaticas humanas (Yamanaka, 2007).

As iPSC’s sdo assim um novo tipo de células estaminais pluripotentes que foram
induzidas através da expressao forcada de 4 factores de transcrigdo (Sox2, Oct4, KlIf4 e
c-Myc) em células somaticas adultas, provocando de um modo artificial a reprogramagéo
celular. Estas células sdo muito semelhantes as células estaminais embrionarias (em

inglés ESC) equivalentes, com expressdo similar de certos genes e proteinas, em
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particular os factores de transcricao pilares da pluripoténcia tal como Oct4, Nanog e Sox2
e um tempo de duplicacdo compardvel as ESC. As iPSC também séo capazes de
diferenciar in vitro em células derivadas das trés camadas germinativas por a formacéao
de corpos embrionarios (em inglés EB), e de formar teratomas em animais imuno-
deficientes. As iPSC de ratinho podem contribuir formacédo de quimeras viaveis e férteis,
e assim gerar na descendéncia destas quimeras ratinhos completamente originados das
iPSC comprovando de forma absoluta a pluripoténcia destas células (Takahashi and
Yamanaka, 2006).

1.1 — Introducédo ao Processo de Reprogramacao

De modo a se poder compreender melhor o processo de reprogramacao, sera
explicado a fungdo de cada um dos quatro factores de transcri¢do inseridos nas células
somaticas para a producdo de iPS pluripotentes: Oct4, Sox2, KIf4 e c-Myc.

Oct4 é um factor de transcricdo conhecido por ter um papel fundamental na
manutencdo e auto-renovacao das células pluripotentes. Sabe-se que o nivel de expressdo
do Oct4 tem que ser muito bem controlado. De facto, foi demonstrado que a delegéo do
Oct4 gene em ESC resulta na diferenciacdo destas células em células semelhantes do
trofoblasto e se a sua elevacdo de expressdo um pouco mais do que o normal provoca a
diferenciacdo em células da mesoderme e ectoderme (Niwaet al, 2000). Sendo assim Oct4
tem que ter uma regulagdo rigorosa nas células estaminais e este factor tem um papel
crucial na manutencdo da pluripotencia das ESC. Sabe-se ainda que Oct4 interage com
Sox2 de modo a regularem outros genes importantes para manter as células nao
diferenciadas e inibir a expressao de genes que promovem a dieferenciacdo (Chew et al,
2005).

Sox2 desempenha um papel importante na manutencdo da pluripoténcia das
células ES, assim como o Oct4. A sub-regulagdo de Sox2 em linhas ESC de ratinho
promove a diferenciacdo em trofectoderme, bem como outras linhagens, claramente
demonstrando a importancia de Sox2 para manter a pluripoténcia (lvanova etal., 2006).
Outro factor importante para manter as células pluripotentes, é o factor Nanog que

frequentemente se encontra associado a Sox2 e Oct4 nos promotores e elementos de
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regulacdo de muitos genes das células ESC (Boyer et al., 2005). Ademais, por formacao
de um heterodimero Sox2 e Oct4 regulam também a sua propria expressao
(Chewetal.,2005), bem como a do gene Nanog (Kuroda, et al.2005)

O factor de transcricdo c-Myc tem fungdes no crescimento celular, diferenciacao
e proliferacdo celulares. Também é um proto-oncogene que desempenha um papel
significativo na maioria dos cancros humanos. C-Myc acelera o ciclo celular através da
activacdo da transcricdo de ciclina E, que promove a transicdo de G1 para a fase S
(Hooker e Hurlin, 2006). C-Myc é um factor importante alvo a jusante de duas vias de
sinalizacdo distintas, cada um dos quais é conhecido por apoiar a manutencdo de
pluripoténcia em células estaminais embrionérias. Essas vias sdo a via activada por LIF
(factor inibidor de leucemia) e mediata pelo factor de transcricdo STAT3 (Cartwright et
al., 2005) e a cascata de sinalizacdo activada por Wnt (Satoetal., 2004). O LIF é necessario
para a cultura de ESC de ratinho e a cascata de sinaliza¢do induzida por LIF resulta na
activacdo e na translocacdo para o nucleo da STAT3. A activacdo da transcricdo de c-
Myc é uma das principais funcbes da proteina STATS3 activa, e ainda, de uma expressao
da forma estavel de c-Myc promovendo nas ESC auto-renovacdo na auséncia de LIF.
Assim, c-Myc esta fortemente implicado na manutencdo da pluripoténcia. A cascata de
sinalizagdo Wnt promove a auto-renovagdo de células estaminais embrionarias humanas
e de ratinho, independentemente de LIF/STAT3 de sinalizacdo (Sato et al., 2004). Para
além dos seus papéis na manutencdo da pluripoténcia, c-Myc possui outras funcdes, o que
também pode ser responsavel por sua importancia na inducdo de pluripoténcia. Em
primeiro lugar, existem cerca de 25 mil locais de ligacdo Myc no genoma, e c-Myc pode
ligar em varios locais e recrutar complexos de histonas acetiladas (Knoepfler et al., 2006).
Além disso, promovendo a progressao de G1 para a fase S, pode neutralizar o efeito anti-
proliferativo de KIf4 (Yamanaka, 2007). Como c-Myc, o gene que codifica o factor de
transcricdo KIf4 é alvo da proteina STAT3 activa. A sobre-expressdo de KIf4 inibe a
diferenciacdo de ESC (Li et al., 2005), e KIf4 coopera com Oct4 e Sox2 para activar 0s
promotores proximais de um reduzido nimero de genes alvo, incluindo KIf4 e Leftyl
(Nakatake et al., 2006). Uma caracteristica interessante é que KIf4 pode actuar tanto como
um supressor de tumor ou como um oncogene, esta associado & supressdo de tumores
porque activa p21 que suprime a proliferacdo. No entanto, KIf4 inibe a expresséo do
factor p53, promovendo assim a proliferagdo celular (Rowlandet al., 2005). Assim, na

auséncia de p21, KLF4 alterna de um supressor de tumor para um oncogene. E também
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digno de nota que a p53 actua como um regulador negativo da Nanog, que é um factor
chave envolvido na manutencdo da pluripoténcia (Lin et al., 2005). Sendo assim, como

KIf4 inibe 0 p53 pode resultar indirectamente numa regulacéo de activacdo do Nanog.

Percebendo as caracteristicas dos 4 factores de transcricdo pode-se entender o
modo como as células somaticas sdo reprogramadas. Apos a expressao ectopica dos 4
factores de reprogramacdo Oct4, Sox2, KlIf4 e c-Myc em células somaticas forma
determinadas 3 fases essenciais de activacdo dos genes que levam a reprogramacao das
iIPSC. Inicialmente uma primeira fase em que existe a activacao de c-Myc e de KIf4, que
permite a célula de obter a capacidade de auto-renovacao, e abertura da cromatina para a
activacdo de novos genes que anteriormente se encontravam silenciados. Mas sé estes
factores ndo sdo suficientes, pois se ndo for activada a via de sinalizacdo de Oct4 as
células terdo tendéncia para uma proliferacdo descontrolada levando a tumores, visto que
c-Myc e KIf4 sdo pr6-oncogenes. Apds activada a segunda fase, o Oct4, altera o caminho
das células com tendéncias para se tornarem células tumorais, e passaram a expressar
alguns dos genes que se encontram activos nas ESC, estas células terdo uma morfologia
semelhante a das ESC, mas como referenciado anteriormente a oscilacdo da expressdo de
Oct4 neste momento é muito provavel, sendo assim estas células ainda ndo sdo
pluripotentes, ndo tendo a capacidade para formar células das trés linhas germinativas.
Por fim teremos a terceira fase, o efeito de Sox2 e KIlf4, que dirigem os factores de
reprogramacao para activar a expressao de genes responsaveis pela auto-renovacao das
ESC e permitindo assim que se formem iPSC com propriedades de pluripoténcia
(Yamanaka, 2007) (fig. 1.3).
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Proliferacdo
descontrolada /
células tumorais

c-Myc

. ESC-like
ndopluripotente

KIf4

. - - Sox 2
Célula somatica Imortalizagéo,

Alteracéo do fendtipo,

Abertura da cromatina Klf4

iPSpluripotente

Figura 1.3 - Modelo para a geragio de células iPSC através da transdugio viral de 4 genes. E proposto que c-Myc induz a
imortalizagao celular e a abertura da cromatina, o KIf4 suprime a apoptose e senescéncia. Oct4 altera o destino da célula a partir de
células tumorais para células pluripotentes e 0 Sox2 é também necessario para estabelecer a pluripoténcia

1.2 — LimitagOes ao Processo de Reprogramacao

A capacidade para derivar células pluripotentes a partir de células somaticas pode
cumprir a promessa das células estaminais ilimitadas para aplicacdes em biologia bésica,
desenvolvimento de medicamentos, ou a medicina regenerativa. Varias estratégias tém
sido utilizadas para reprogramar células somaticas em células estaminais pluripotentes.
Estes incluem a transferéncia nuclear (Wilmutet al., 1997), fusdo celular com ESC
(Yinget al., 2002), ou a expressdo de fatores ligados & pluripoténcia celular como foi
referido anteriormente (Yamanaka, 2006).

Atualmente, com base em iPSC as duas principais limitagdes para traduzir a
reprogramacao em aplicacdo clinica séo rotineiramente entregar as células iPSC seguras
e livres de vetor e sequéncias transgénicas, e melhorar a eficiéncia de reprogramacao.

A primeira quest&o esta a ser tratada por meio alternativo de métodos para entregar
os fatores de reprogramacao, como transfeccao transitoria (Okita et al. 2008), Adenovirus

(Stadtfeldet al. 2008), vectores episomais (Yu et al.2009), ou proteinas recombinantes
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(Zhou et al., 2009). Diferentes estratégias estdo sob investigacdo para melhorar a
eficiéncia da reprogramacéo (Feng et al., 2009).

A reprogramac&o é um processo progressivo, por exemplo, mediante a transdugdo
retroviral, os genes especificos da linhagem sao silenciados gradualmente e introduzindo
marcadores embrionarios € activado novamente, levando a inducao de genes end6genos
ligados a pluripoténcia (Brambrink et al., 2008). No entanto, este processo resulta em
apenas uma pequena percentagem da populacdo infectada de células pluripotentes,
sugerindo que existem barreiras que podem limitar a eficiéncia de uma reprogramacéo
bem-sucedida, uma das causas de uma reprogramacéo ineficiente é devido & senescéncia
celular.

A senescéncia ocorre na fase G1do ciclo celular impossibilitando a continuidade
da proliferacdo celular, € induzida pelo esgotamento replicativo ou em resposta a
alteracdes celulares, tais como danos no ADN, guimioterapicos, ou expressao aberrante
de oncogenes. Esta detencdo é implementada principalmente através da ativacdo de p53
e 0 aumento da regulacdo de inibidores de quinase dependente de ciclinas (CDK) tal como
p16'NK4a e p21CIPL (Collado et al., 2007). Além de ser uma simples observagao in vitro, a
senescéncia fisioldgica desempenha relevantes papeéis. Em particular, a senescéncia
induzida por oncogene é amplamente observada entre lesGes pré-malignas variadase
acredita-se ser de tumor - supressor. A senescéncia também limita a homeostasia dos
tecidos normais através da regulacdo da auto-renovacdo das células estaminais, ou seja
envelhecimento celular (Collado et al., 2007).

Outro factor causador da senescéncia é a activacdo de expressao dos genes do
locus Ink4/Arf que compreende os genes que codificam CDKNZ2a-CDKN2B, trés
potentes supressores do tumor, também chamados p16 (INK4A), p19 (ARF) e pl15
(Ink4b), as quais sdo expressos em células diferenciadas e regulados positivamente por
sinais mitogenicos aberrantes. Em iPSC sabe-se que este locus € completamente
silenciado, bem como em células ESC, retendo a capacidade de reactivacdo, apos a
diferenciacdo. As condicGes de cultura celular durante a reprogramacdo aumenta a
expressao do locus Ink4/Arf, destacando ainda mais a importancia de silenciar o locus
para permitir proliferacdo e reprogramacdo. Com efeito, os trés factores de transcrigdo
(Sox2, KIf4, Oct4) em conjunto reprimem o locus Ink4/Arf logo apds a sua expressao e
concomitante com o aparecimento dos primeiros marcadores moleculares de
'stemness’. Inibicdo genética do locus Ink4/Arf tem um efeito positivo profundo na

eficiéncia da geracdo de iPSC, aumentando tanto a cinética de reprogramacédo e o nimero
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de coldnias de iPSC emergentes. Além disso, o0 envelhecimento do organismo regula
positivamente o locus Ink4/Arf e, consequentemente, a reprogramacdo é menos eficiente
em células de organismos de idade. Podendo-se concluir que a inibigdo de Ink4/Arf locus
pode melhorar significativamente a geracédo de iPSC. (Han Li et al, 2009)

Um gene que se tem mostrado capaz de melhorar o processo de reprogramacéo, é
0 Thxa3, tendo este a competéncia de melhoramento da competéncia da linha germinal de
iPSC. Thx3 € um membro da familia de genes T-box. A familia T-box de factores de
transcricdo desempenham um papel importante na regulagdo de processos de
desenvolvimento precoce e na regulacdo da expressdo genética redes envolvidas na
especificacdo linhagem de células. Mutagfes homozigotas de Thx3 sdo letais ao estadio
embrionario o em ratinhos, sugerindo que Thx3 é importante durante as primeiras fases
do desenvolvimento embrionario. Nos seres humanos, as mutacdes heterozigotas doTBX
3sao suficientes para causar a sindrome de ulnar mamaria caracterizada por defeitos no
interior dos membros, apdcrina e glandula maméaria, semelhantes aos de modelos de
ratinhos. Em adicdo ao seu papel na regulacdo do desenvolvimento embrionario e
glandula mamaria, Thx3 foi identificada como um regulador chave da pluripoténcia e
diferenciacdo de mESC. As mESC submetidas a um tratamento diferenciacdo induzida
por acido retindico (AR), a expressdo deTbx3 foi significativamente diminuida,
juntamente com os reguladores de pluripoténcia Oct4 e Nanog. O Knockdown de Thx3
resulta na perda de pluripoténcia e diferenciacdo das mESC, sugerindo que Thx3 é
necessario para manter a auto-renovacgéo. TBX3 inibe ainda a expressdo de p14 ARF e
assim promover a proliferacdo e imortalizacdo de fibroblastos de embri&o de rato (Han et
al., 2010).

Num estudo realizado em 2011 foi provado que a combinacéo de 6 factores,
(sendo 4 deles os 4 factores de Yamanaka, e 0s outros dois, Nanog e Lin28) provou ser
possivel o melhoramento do processo de reprogramacao e que é possivel reprogramar

células somaticas centendrias (Lapasset et al., 2011).

1.3 — Cited2 e sua funcionalidade na rede de transcri¢éo de genes de pluripotencia
nas ESC

O CITED2 é um regulador de transcricdo com uma cauda rica em acido glutdmico

e acido aspartico (ED) que interage com CBP/p300, que se encontra expresso em todos
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o0s vertebrados. Tem uma taxa de conservacéo elevada nos mamiferos com placenta, com
cerca de 95% de identidade entre a proteina humana e a de ratinho por exemplo. Existem
trés regides (CR1-3) que sdo conservadas entre 0s outros membros da familia CITED, e
também uma regido que é Unica ao CITED2, que se chama regido de Juncdo Rica em
Serina-Glicina incomum em outras proteinas (em inglés SRJ, residuos 161-199). A
funcdo da regido CR2 (residuos 215-270) é a ligagdo ao dominio CH1 dos co-activadores
CBP e p300. A ligagdo de CITED2 ao dominio CH1 inibe por competicdo a interacgdo
com o factor activado pela Hipoxia (HIF1) com complexo CBP/p300 (Zhan Yin et al
2002). CITED2 a funcéo de co-activador de transcri¢do, recrutando o CBP/p300 através
do factor de transcricdo AP2 (em inglés TFAP2). As fungdes das regides CR1, CR3 e SRJ
sdo ainda desconhecidas, sendo que para SRJ foi indicada como hipébtese, ser um
“hotspot” mutacional com agrupamento de aminoacidos variantes nesta regido, tendo sido
previamente relatado em pacientes com doenca cardiaca congénitas (em inglés CHD).
Cited2 é essencial para o desenvolvimento normal do embrido de ratinho, sendo que 0s
ratinhos knockout de Cited2 morrem no Gtero com malformacg6es cardiacas e do arco
adrtico, agenesia da glandula adrenal, exencefalia, crista neural defeituosa e defeitos de
padronizacdo esquerda-direita (Bamforth et al., 2001 e 2004). As malformacdes cardiacas
em ratinhos sem Cited2 sdo diversas e incluem defeitos nos septos ao nivel das auriculas
e ventriculos, dupla via de saida do ventriculo direito, tronco arterial comum, tetralogia
de Falot, transposicdo das grandes artérias, e interrompido e arco aortico aberrantes
(Bamforth et al, 2001).

Nas ESC a pluripotencia € controlada pelo ajuste de fatores de transcricdo, a
interacdo de co-factores de transcricdo com fatores de transcricdo, e modificacdes
epigenéticas, Oct4, KIf4, Sox2 e c-Myc sdo fatores de transcricdo cruciais na
reprogramacao de celulas somaticas e iPSC. p300 foi mapeado na cadeia de activacéo dos
genes importantes para as ESC, tendo este uma interagdo nos genes alvo semelhante a de
OCT4 por todo o genoma (Li et al, 2014). p300 desempenha um papel crucial na
diferenciacdo ESC por modificaces epigenéticas de histonas no promotor Nanog (Fang
et al, 2014). Cited2 foi identificado por durante uma experiencia para e identificar genes
activos em células estaminais embrionarias, concluindo-se que a sua expressdo pode
manter as mESC num estado indiferenciado, mesmo na auséncia de LIF (Pritsker et al.
2006).
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Cited2 é responsavel pela perda de senescéncia, devido a este actuar na via de
Ink4a/p19ARF, que permite que as células continuem a proliferar e ndo entrem em fase
de senescéncia. (Kranc et al., 2003), é necessario para a proliferagdo de fibroblastos
embrionarios primarios de ratinho em cultura. Os fibroblastos sem Cited2 param de se
dividir prematuramente, exibindo uma morfologia tipica de células senescentes, sendo
assim o Cited2 é considerado um “anti-senescente”, tendo ainda a capacidade de activar
a expressé@o de genes envolvidos na pluripotencia (Sox2 e Klf4), podendo vir a ter um
papel benéfico e possivelmente importante para a reprogramacéo das iPSC (Kranc et al.,
2003).

1.4 — Objectivos

Na sequéncia de varios estudos, este tem como principal foco, desenvolver um
método de reprogramacdo que seja capaz de aumentar a eficiéncia do processo de
reprogramacao, reduzir as diferencas de expressao génica entre ECS e IPS e superar a

senescéncia.

No ambito deste trabalho, foi investigado a insercédo do factor Cited2 de modo a
analisar o seu potencial em gerar iPS de ratinho, em células MEF’s,se Cited2 mais OSKM
em fase P2, melhora a reprogramagaotendo este a capacidade de manter mESC’s sob um
estado indiferenciado,e por ultimo se Cited2 mais OSKM em fase P4 atenua a senescéncia

e reprograma as células.
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CAPITULO 2 - Métodos

2.1 - Producdo de células Fibroblasticas Embrionarias de ratinho (MEFE’s)

Primarias

Consiste no processo de através de embriBes de ratinhos se fazer a extraccéo de
células Fibroblasticas Embrionarias de ratinho (MEF’s).

Neste Processo é necessario, ter-se acesso a um biotério, que tenha ratinhos, neste
caso sao utilizados ratinhas C7BI6 gravidas com um periodo de gestacdo de 14 dias, no
maximo 15.

Ap6s o animal vir do biotério sem vida, abre-se a ratinha gravida com um golpe
na pele e, puxando verticalmente. Sendo retirado os embrides e colocados numa placa de
cultura de 100 mm com PBS 1x.

Sdo levados para uma camara de fluxo laminar, onde lhes é retirado o saco
vitelino, e individualmente colocados numa placa de seis pogos com PBS 1x. Foram
retirados os 6rgéos e a cabeca do embrido.

Apbs isso, foi aspirado o PBS 1x dos pocos e lava-se novamente os embrides em
PBS 1x, retirando-o de novo.

Adicionou-se 2 ml de tripsina para ajudar na separacdo das células que depois
serdo recolhidas, entretanto o embrido é cortado com um bisturi de modo a se obter
pequenos pedacos de tecido para a tripsina actuar facilmente.

O contetdo dos pocos foi entdo transferido para um tubo de 15 ml através de uma
pipeta de 1000 pl, sendo feita a resuspensdo para ajudar a separagdo do tecido em células

Os pocos que continham os embrides foram lavados com 3 ml de tripsina e
transferido o contetdo, respectivamente para cada tubo de 15 ml. Foram deixados 0s
tubos num banho a 37°C durante 30 minutos, sendo que a cada 10 minutos inverte-se o
tubo para que esteja sempre homogeneizado.

Passados os 30 minutos, adicionou-se 10 ml de DMEM ( L-glutamina 1,2 %,
Penicilina Streptomicina 1,2%) com soro 10 % , fazendo-se a resuspensdo do conteido
varias vezes, de modo a que 0s pequenos agregados de células ainda existentes se
desfagam.

Deixaram-se 0s tubos em repouso durante 2 minutos e retirou-se de cada tubo
aproximadamente 10 ml do sobrenadante para uma placa de cultura de 10 mm.

As placas séo colocadas numa incubadora a 37°c cerca de 24 horas
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Ap0s esse periodo as celulas sdo tripsinizadas, contadas, armazenadas em vials de
2 ml com uma concentragio de 1x10° de celulas/ml e congeladas em 1 ml de solugdo de
congelamento ( 12% de DMSO, 48 % de DMEM , 40 % de soro inactivado) a -80°c.

No dia seguinte a congelacdo as celulas sdo passadas para uma arca -150°C.

2.2 - Producdo de Particulas Virais

Transfeccdo, processo de introducdo intencional de acido nucleicos nas células
de modo a se criar um processo de producdo de particulas virais, que serdo usados para

infecgdo de células.

2.2.1 - Producéo de retrovirus KRK1 e LZRS

Para esta transfeccéo foram utilizadas 2 placas de cultura de 100 mm confluentes
contendo células Phenix, para a producdo de particulas virais (retrovirus) de Krkl e

LZRS.

Dial
Num tubo de 15 ml, colocou-se 2500 ul de DME( L-glutamina 1,2 %, Penicilina

Streptomicina 1,2%) sem soro com 3,2 pl/ng ADN de lipofectamina, tendo um tempo
de incubacdo de 5 minutos. Este contetdo foi dividido por dois tubos de 15 ml, que ja
continham 1250 pl de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina Streptomicina 1,2%) sem
soro com 10 ng de KRK1 e o outro 10 ng de LZRS, tendo um periodo de incubacdo de
20 minutos.

A cada uma das placas é adicionada, respectivamente o tubo contendo KRK1 e
LZRS, tendo sido adicionado mais 2 ml de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina
Streptomicina 1,2%) sem soro.

As placas tém um periodo de incubacdo de cerca de quatro a seis horas, tendo sido
adicionado no final do periodo de tempo referenciado 5 ml de DMEM ( L-glutamina 1,2

%, Penicilina Streptomicina 1,2%) com soro 10 % .
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Foi adicionado 2 pg/ml de piromicina para um total de 10ng/ml de modo a se
poder seleccionar as células que continham as particulas virais que inseridas, tendo um

tempo de incubacéo de vinte e quatro horas.

Dia 3
Foi retirado o meio da placa, e fez-se uma lavagem com PBS 1x e adicionado 5

ml de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina Streptomicina 1,2%) com soro 10 % .

O meio é retirado passado vinte e quatro horas.

Dia 4

Foram armazenados 0s 5 ml de sobrenadante, que se encontravam nas placas de

cultura, contendo as particulas virais produzidas, através de uma seringa de 10 ml e

filtrados com um filtro de 0.45 mm ,para um tubo de 15 ml.

O processo do dia trés e do dia quatro é repetido durante mais dois dias, sendo no
final, tudo homogeneizado no mesmo tubo KRK1 e LZRS respectivamente, e guardado

em frasco de congelamento de 2 ml num congelador -80°c.

2.2.2 - Producdo de lentivirus M2RTTA e TET

Para este procedimento foram utilizadas duas placas de células 293T com uma

confluéncia de setenta a oitenta porcento.

Dia 1
Num tubo de 15 ml , colocou-se 2500 pl de DMEM ( L-glutamina 1,2 %,

Penicilina Streptomicina 1,2%) sem soro com 3,2 ul/ng ADN de lipofectamina, tendo
um tempo de incubagéo de 5 minutos. Entretanto foram se preparando outros dois cada
um com 1250 ul de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina Streptomicina 1,2%) sem
soro com 2 ng de REV, 2 ng de RRE e 2ng pMD2.G, com a diferenga que um dos tubos
foi lhe adicionado 4 ng de M2RTTA e ao outro tubo 4 ng de TET.

A cada um destes tubos foi Ihe adicionado metade do contetdo do tubo que

continha lipofectamina, tendo estado a incubar durante 20 minutos. E colocado o
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conteudo dos tubos, a cada placa de modo a produzir respectivamente cada um dos
vectores virais, com uma adicdo 2 ml de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina
Streptomicina 1,2%) sem soro em cada placa.

As placas tém um periodo de incubacéo de cerca de quatro a seis horas, tendo sido
adicionado no final do periodo de tempo referenciado 5 ml de DMEM ( L-glutamina 1,2

%, Penicilina Streptomicina 1,2%) com 10% soro inactivado.

Dia 2
O meio foi retirado, fazendo-se uma lavagem da placa com PBS 1x.
Adicionou se 5 ml de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina Streptomicina

1,2%) com 10% de soro inactivado para se armazenar o sobrenadante no dia seguinte

Dia 3
Foram armazenados 0s 5 ml de sobrenadante, que se encontravam nas placas de
cultura, contendo as particulas virais produzidas, através de uma seringa de 10 ml e

filtrados com um filtro de 0.45 mm ,para um tubo de 15 ml.

O processo do dia dois e do dia trés € repetido durante mais dois dias, sendo no
final, tudo homogeneizado no mesmo tubo M2RTTA e TET respectivamente, e guardado

em frasco de congelamento de 2 ml num congelador -80°c.

2.2.3 - Producéo de lentivirus CP1 e CP1C2

Para este procedimento foram utilizadas duas placas de células 293T com uma

confluéncia de setenta a oitenta porcento.

Dial
Num tubo de 15 ml , colocou-se 2500 pl de DMEM ( L-glutamina 1,2 %,

Penicilina Streptomicina 1,2%) sem soro com 3,2 ul/ng ADN de lipofectamina, tendo

um tempo de incubagéo de 5 minutos. Entretanto foram se preparando outros dois cada
um com 1250 pl de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina Streptomicina 1,2%) sem
soro com 2 ng de REV, 2 ng de RRE e 2ng pMD2.G, com a diferenga que um dos tubos
foi Ihe adicionado 4 ng de CP1 e ao outro tubo 4 ng de CP1C2.
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A cada um destes tubos foi Ihe adicionado metade do contetdo do tubo que
continha lipofectamina, tendo estado a incubar durante 20 minutos. E colocado o
contetdo dos tubos, a cada placa de modo a produzir respectivamente cada um dos
vectores virais, com uma adi¢cdo 2 ml de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina
Streptomicina 1,2%) sem soro em cada placa.

As placas tém um periodo de incubacdo de cerca de quatro a seis horas, tendo sido
adicionado no final do periodo de tempo referenciado 5 ml de DMEM ( L-glutamina 1,2

%, Penicilina Streptomicina 1,2%) com10 % de soro inactivado.

Dia 2
O meio foi retirado, fazendo-se uma lavagem da placa com PBS 1x.

Adicionou se 5 ml de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina Streptomicina

1,2%) com 10% de soro inactivado para se armazenar o sobrenadante no dia seguinte

Dia 3

Foram armazenados 0s 5 ml de sobrenadante, que se encontravam nas placas de

cultura, contendo as particulas virais produzidas, através de uma seringa de 10 ml e

filtrados com um filtro de 0.45 mm ,para um tubo de 15 ml.
O processo do dia dois e do dia trés € repetido durante mais dois dias, sendo no

final, tudo homogeneizado no mesmo tubo CP1 e CP1C2 respectivamente, e guardado

em frasco de congelamento de 2 ml num congelador -80°c.

2.3 - Reprogramacdao das MEF’s

Descongelou-se um vial de MEF’s com aproximadamente 1x10° cél/ml para cada
duas placas de cultura de 100 mm com 10ml de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina
Streptomicina 1,2%) com10 % de soro inactivado.

Quando as placas chegam a uma confluéncia de cerca de 80%, foram infectadas,
uma placa com 4 ml do retrovirus KRK1 e a outra placa com 4 ml do retrovirus LZRS,
adicionando 2 pl de polybrene (0.8 mg/ml) a cada placa. Coloca-se na incubadora a 37°C
durante 4 a 6 horas, e adiciona-se 7 ml de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina

Streptomicina 1,2%) com10 % de soro inactivado mais 3,5 pl de polybrene (0.8mg/ml).
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Passadas 24 horas o meio € retirado e feita a lavagem das placas com PBS 1x,
adicionando-se 10 ml de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina Streptomicina 1,2%)
com10 % de soro inactivado, a cada uma.

Esperou-se 2 dias para se poder visualizar, através de microscopia a GFP. Lava-
se com PBS 1x, e adicionou-se 1ml de tripsina 0,05% e colocou-se a 37°C durante 5min
aproximadamente. Confirmou-se ao microscépio que as células estavam destacadas.
Apos 0s 5 min., adicionou-se 3ml de meio, DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina
Streptomicina 1,2%) com 15% de soro inactivado. Contou-se as células e plaqueou-se
para placas de 6 pocos 1x10° cél/ml.

No dia seguinte, lava-se com PBS 1x, e adicionou-se 1ml de virus TET
STEMCCA nao purificado, 1ml de virus M2rtTA néo purificado e 1 pl de polybrene
(0,8mg/ml) e incubou-se durante 6 horas, ao qual se adicionou- 2ml de meio DMEM (
L-glutamina 1,2 %, Penicilina Streptomicina 1,2%) com 15 % de soro inactivado, e 1 pl
de polybrene (0,8mg/ml) e incubou-se.

No dia seguinte, aspirou-se o meio e lavou-se com PBS.

Adicionou-se 3ml de meio DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina Streptomicina
1,2%) com 15 % de soro inactivado com LIF 1000 U/ml e Doxiciclina com uma
concentragéo final de 1ug/ml.

Mudou-se o0 meio a cada 2-3 dias mantendo com doxiciclina durante 12 dias.

Apbs os 12 dias continuou-se a mudar 0 meio, mas sem doxiciclina.

Foi-se observando os agregados celulares e quando comecarem a estar com
contornos bem definidos e grandes, é feita a picagem de modo a se poder expandir esses

agregados celulares.

2.4 - Picagem dos Agregados Celulares das MEF’s

Foi retirado o meio das células e lavado com PBS 1x, mantendo estas em PBS 1x
de modo a evitar morte celular. Este processo é todo feito numa camara de fluxo laminar
contendo uma lupa para se conseguir efectuar o processo.

Preparou-se uma placa de 96 pocos com 50ml de tripsina em cada pogo, conforme
0 numero de agregados celulares que forem para ser recolhidos.

Picaram-se 0s agregados com uma agulha de modo a se recortar a volta dos

agregados celulares, as MEF’s que estdo a servir de suporte as mesmas.
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Com uma ponta amarela retirou-se o agregado celular, colocando-o num poco de
uma placa de 96 pocos com tripsina, fez-se a ressuspensédo de modo a se desfazer o
agregado celular e transferiu-se o contetdo todo do pogo para uma placa de 6 pocos que
continham MEF’s inactivadas para que sirvam de suporte as células recolhidas, para que

estas se possam expandir nas melhores condi¢des possiveis.

2.5- Reprogramacao das células Estaminais Mesenquimais humanas do Cordao
Umbilical (UC-hMSC)

Descongelou-se  um vial de UC-hMSC com aproximadamente 1x10°
cél/ml para cada duas placas de cultura de 100 mm com 10ml de MEM (Anfotericina B
1%, Penicilina Streptomicina 1%) com10 % de soro.

Foi infectada uma placa com 4 ml do lentivirus CP1 e a outra placa com 4 ml do
lentivirus CP1C2, quando as placas chegam a uma confluéncia de cerca de 80%, fazendo-
se uma co-infec¢éo com os lentivirus TET STEMCCA e M2RTTA, a ambas as placas foi
adicionado ainda, 1ml de virus TET STEMCCA néo purificado, 1ml de virus M2rtTA
ndo purificado e 2.5 ul de polibrene (0,8 mg/ml) e incubou-se durante 6 horas huma
incubadora a 37°C. Passado o tempo de incubacdo adicionou -se 4ml de meio MEM (
Anfotericina B 1%, Penicilina Streptomicina 1%) com 15% de soro., e 2 pl de polybrene
(0,8mg/ml).

Ao contrario das reprogramacao nas MEF’s aqui como fizemos uma co-infecgdo
comega-se logo a adicionar doxiciclina 1pg/ml durante 12 dias.

As células sdo diariamente observadas para se poder ver como decorre a

reprogramacao nas células, e como progredi a fluorescéncia nas células.

2.6 - Inactivacdo das MEF’s

Utilizaram-se 6 placas de cultura de 100mm com MEF’S, em passagem 5 (P5).

Tirou-se 0 meio. Lavou-se com PBS 1x.

Adicionou-se 10ml de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina Streptomicina
1,2%) com 10% de soro inactivado.

Adicionou-se 50ul de mitomicina 0,5 mg/ml no centro da placa com meio.

Deixou-se a 37°C durante 1h30min.
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Retirou-se o meio das 6 placas. Esse meio foi colocado numa garrafa de lixo toxico
sO para mitomicina.

Lavou-se com PBS 1x. Este processo foi feito mais 2x. (a terceira lavagem ja
podemos aspirar normalmente)

Adicionou-se 1ml tripsina a cada placa (3min a 37°C)

Adicionou-se 3ml de DMEM ( L-glutamina 1,2 %, Penicilina Streptomicina
1,2%) com soro inactivado com uma pipeta, fez-se a ressuspensao.

Transferiu-se para um tubo, neste caso de 50ml (= 24ml)

Contou-se as células, e sdo colocadas em tubos de congelamento de 2 ml cerca de
1x108 cel/ml em 1 ml de solucéo de congelamento ( 12 % de DMSO, 48% de DMEM,
40% de soro inactivado) e congeladas a -80°C.

No dia seguinte sdo passadas para um congelador de -150°C.

2.7- Extracdo de ARN (kit RNeasy ARN isolution da Quanta Bioscience)

Num microtubo de 1,5ml preparou-se 700 pl de RLT + 8ul de B-mercaptoetanol
(para duas amostras se for o caso, se forem mais amostras a solucdo tera de ser feita em
maior quantidade).

Retirou-se 0 meio e lavou-se com PBS 1x e aspirou-se.

Adicionou-se 354l da amostra preparada anteriormente a cada poco para ocorrer
a lise celular. Homogeneizou-se a solucéo e as células de modo a ficar viscoso.

Adicionou-se 350l de 75% etanol, homogeneizando.

Transferiu-se o liquido para uma coluna (~ 700ul) e centrifugou-se 8000 G / 15
S, descartar o lixo.

Adicionou-se a coluna 700ul de RW1 8000 G / 15 S, descartando novamente.

Adicionou-se a coluna 500ul de RPE 8000 G / 2min, descartando o sub-nadante.

Colocou-se a coluna num tubo de recolha 1,5ml.

Adicionou-se 30l de agua mili-Q a coluna 3000 G / 1min. (repete-se este passo
uma vez)

O tubo de recolha contendo 60 pl de amostra de ARN é quantificado através do
nanodrop (permite-nos saber a quantidade neste caso de ARN existente por cada
microlitro (pl)), e mantido num congelador -80°C.
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2.8 - Amplificacdo de ARN em ADNCc (kit gScript cCADN SuperMix)

A amplificacdo é feita através de uma reaccdo em cadeia da polimerase (PCR ), é
uma tecnologia bioquimica em biologia molecular para amplificar um Gnico ou algumas
copias de um segmento de ADN em varias ordens de grandeza (Bartlett 2003) , no nosso
caso utilizaremos para passar o ARN em ADNCc.

Foi utilizado microtubos de 0.2 ml, adicionando 4 pl gScript cCADN SuperMix
(5x), 1 pg da amostra de ARN e adiciona-se agua livre de DNase (agua mili-Q) até se
obter um volume de 20 pl, levou-se ao vortex durante 10s para homogeneizar.

Insere-se 0s tubos no PCR com o0s seguintes tempos e temperaturas

-5 mina25°C
- 30 min a 42°C
-5 min a85°C

Deixar arrefecer ate aos 4°C apds o processo anterior, a solugdo depois foi diluida

em 40ul de agua Mili-Q e guardados os microtubos a -20°C.

2.9 -gRT-PCR

Reaccdo em cadeia da polimerase de transcrigdo reversa (RT-PCR ) é uma de
muitas variantes de reaccdo em cadeia da polimerase ( PCR). O qRT-PCR € usado para
detectar a expressdo do gene quantitivamente através da criacdo de ADN complementar
( ADNC ) a partir de transcritos de ARN (Freeman, 1999).

Para cada uma dos marcadores que se pretende analisar ( GADPH, Nanog, Sox2,
Oct4, Rex1, Tbx3, Nodal, FGF5) fez-se uma mix, contendo supermix 2x, 10uM Primer
FOR, 10uM Primer REV e agua livre de nucleases (agua Mili-Q).

Numa placa capilar de 96 pocos coloca-se 1ul de amostra de ADNc e 19 pl da
mix preparada para cada um dos genes.

O programa utilizado tem temperaturas e tempos estimados:

- 95°C durante 5 min

- 95°C durante 1s } _
Durante 40 ciclos
- 65°C durante 35s
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2.10 - Formacao de Corpos embrionarios (EB)

Corpos embrionarios (EB) sdo agregados tridimensionais das células estaminais
pluripotentes. Com este processo de formagao de EB’s, pretende-se perceber se as células
que obtemos como possiveis iPS, tém a capacidade de formar EB’s e se expressao durante
0 periodo de diferenciacdo factores de transcricdo das trés camadas germinativas -
ectoderme, mesoderme e endoderme (Yu, 2007).

As células foram colhidas por tripsinizacdo e colocadas em placas de cultura de
bactérias em meio sem LIF, em gotas de 20 pl contendo 1000 celulas . Apds 2 dias, as
células agregadas foram plagueadas em placas de cultura de tecidos revestidas com
gelatina e foram incubadas durante mais 4 dias. Os EB’s foram recolhidos no dia 6 e feita

a extraccdo de ARN e este amplificado para ADNc para a analise de qRT-PCR.
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3.1 - Reprogramacdo das MEF’s

Os fibroblastos embrionéarios primarios de ratinho (MEF — em inglés Mouse
Embryonic Fibroblast) foram isolados de embrides de ratinho ao dia embrionéario 13.5
(E13.5) e mantidos em cultura. A cultura ao longo do tempo, leva estas células a passar
de uma fase de proliferacdo exponencial (aproximadamente entre as passagens PO e P4),
a uma fase de senescéncia por inibicdo da progressao do ciclo celular (aproximadamente
entre as passagens P4 e P7), antes de imortalizarem e crescerem de novo de forma
exponencial (Kamil et all, 2003). Os MEF senescentes, com um citoplasma largo,
apresentam uma morfologia diferente das células em proliferacdo, com forma alongada e
um citoplasma de pequeno tamanho (Figura 3.1). Os MEF em passagem P2 (fase de
crescimento exponencial) ou P4 (fase antes da senescéncia) foram tranduzidos com
retrovirus expressando CITED2 e a GFP — em inglés Green Fluorescent Protein -
(MEF/CITED2-GFP) ou com o retrovirus controlo (MEF/GFP) que expressa somente a
GFP, previamente descritos (Kamil et all, 2003).

Figura 3.1 -MEF’s em passagem P2 e P4- antes do processo de infeccdo. Em P2 tendo estas uma forma bem definida, com
citoplasma arredondado, com capacidade mitdtica vidvel, podendo se ver que em P4 as células ja se encontram num estado de

senescéncia, com mudangas no aspecto morfolégico, alongamento do citoplasma
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A sobre-expressdao de CITED2 nos MEF foi determinada por microscopia de
fluorescéncia (Figura 3.2 e 3.4). O grupo de investigagdo mostrou previamente por gRT-
PCR e western blotting, que as células MEF/CITED2-GFP expressam cerca de 15 vezes
mais CITED2 do que as células MEF/GFP controlo (dados ndo apresentados).

Dois dias apds transducdo com os retrovirus, as células MEF/CITED2-GFP ou
MEF/GFP em P2 ou P4, foram super-infectados simultaneamente com as particulas
lentivirais pHAGE-Tet-STEMCCA expressando os quatro factores de reprogramacao
(Oct4, KIf4, Sox2 e c-Myc) a partir de um s6 ARN mensageiro (Cesar A. Sommer et al,
2008), e M2rtTA expressando o transactivador tetraciclina. O transactivador tetraciclina
é activado na presenca de doxociclina e permite nestas condigdes a estimulacdo do
promotor TetO/Mini CMV que controla a expressdo dos factores de reprogramacéo no
vector pHAGE-Tet-STEMCCA.

Para determinar os efeitos potenciais da sobre-expressdo de CITED2 no processo
de reprogramacdo, as células MEF/CITED2-GFP e as células controlo MEF/GFP,
infectadas em passagens P2 e P4, foram cultivadas em condi¢des de cultura para
reprogramacao de células somaticas em iPS que sdo as condicbes de cultura das células
estaminais embrionérias de ratinho, nas quais a presenca de LIF (Leukaemia Inhibitory
Factor) é essencial (YYamanaka, 2006).

3.1.1 -Reprogramacao dos MEF em P2

Apbs transducdo dos MEF em passagem P2 com os retrovirus expressando GFP
ou CITED2-GFP, a observacao de expressao de GFP revelou que a eficiéncia de infecgédo
nédo foi de 100% (Figura 3.2). Para certificar uma populacdo homogénea de MEF que

expressam CITED2-GFP ou GFP, as células foram isoladas por citrometria de fluxo com
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Fase de Contraste

\

Figura 3.2 — MEF’s infectadas apos 4 dias. As MEF’s que tém Cited2 exdgeno apresentam GFP (A,B) assim como as MEF’s sem
Cited2 exdgeno (C,D), podendo ainda ser visualizado que o nimero de células infectadas se encontra relativamente semelhante entre

as células com e sem sobreexpresséo de Cited2

base emissdo de fluorescéncia devido a expressdo de GFP, antes de serem super-
infectadas pelas particulas lentivirais expressando os 4 factores de reprogramacao. Um
dia apos a super-infecgdo, as condic¢des de cultura destas células sdo modificadas para as
condicdes de reprogramacao, ou seja na presenca de meio para ESC com suplemento de
LIF. Inicia-se também o tratamento com doxicilina, com uma duragdo de 12 dias para
activacdo da expressdo dos genes Sox2, Oct4, KIf4 e c-Myc exdgenos e iniciar a

reprogramacao.

Apods uma semana de cultura nas condi¢bes de reprogramacéo, observou-se o
ajuntamento de células formando foci de colénias com morfologia semelhante a das
células estaminais embrionarias (Figura 3.3). Esta agregacdo celular é caracteristica do
processo de reprogramacéo, e é a partir de agregados deste tipo (pré-iPS) que serdo
originadas as futuras células pluripotentes induzidas, ou iPS. Para determinar se a sobre-
expressao de CITED2 promove 0 aumento do niumero de colonias pré-iPS e iPS, foram

contados os agregados ao longo do processo de reprogramacao das MEF/CITED2-GFP e
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MEF/GFP (Tabela 3.1). Os agregados celulares geram-se, inicialmente, em maior nimero
nas células sobre-expressando CITED2 exdgeno em relacdo as células controlo. No
entanto ha medida que o tempo de reprogramacao vai passando a quantidade de colonias
de tipo pré-iPS ou iPS passa a ser relativamente semelhante entre os dois tipos de células,

quer nas células que sobre-expressam o CITED2, quer nas células controlo.

Figura 3.3 - Ajuntamento de células formando foci de colénias com morfologia semelhante a das células estaminais
embrionarias — A — Mefs sem Cited 2 exdgeno, B — Mefs com Cited2 exégeno

iPS 7 - -

iPS.Cited2 24 = =

iPS - 30 18
f iPS.Cited2 - 44 19

iPS 6 1 27
- iPS.Cited2 13 16 25

Tabela 3.1 - NUmero de agregados célulares gerados durante a reprogramacio das MEF’s na passagem P2 na auséncia (iPS)
ou presenga (iPS.Cited2) exdgena Cited2. O nimero de agregados celulares foram gerados a partir de trés experiéncias
independentes (I, 1 e II1) foram contados sob o microscopio, durante o processo de reprogramacdo. "-" Representa 0 nimero
desconhecido. (retirado do poster Matias A.C. et al, 2013)

Ap06s aproximadamente 10 dias de cultura em condi¢bes de reprogramacao,
observou-se 0 aparecimento de col6nias com morfologia semelhante a das células
estaminais embrionérias (Fig. 3.2). N&o foi observada nenhuma diferenca notavel entre
as coldnias iPS.CITED2 obtidas a partir de MEF sobre-expressando CITED2 e as
colonias iPS obtidas a partir das MEF controle. Observamos a inibicdo da expresséo de
GFP por repressao da expressdo dos retrovirus (Fig. 3.4) que é um processo que ocorre

na fase mais precoce de reprogramagcéo.
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Fase de Contraste

Fase de Contraste

Figura 3.4 — Agregados celulares: A - Agregado celular contendo Cited2 exégeno com cerca de 13 dias, morfologia arredondada e
bem defenida, B - a GFP comega a deixar de ser expressa no agregado celular, C - agregados de 13 dias sem Cited2 exdgeno,

morfologia arredondada e bem defenida, D — a inibico da GFP comega a ser vsivel.

Em termos de morfologia, os agregados celulares formados a partir de células
MEF/CITED2-GFP e MEF/GFP sdo semelhantes, sempre aparentando um aspecto
arredondado comparavel a morfologia de colonias de células estaminais embrionarias
(Figura 3.3). Inicialmente, todos os agregados celulares originados a partir de
MEF/CITED2-GFP e MEF/GFP expressavam GFP, mas na fase final de reprogramacéo,
nas coldnias que permaneciam, jd ndo era detectada a fluorescéncia (Figura 3.5). O
silenciamento da expressédo de genes a partir de retrovirus integrados no genoma ao longo
da reprogramacao € também uma indicacdo que as células estdo a tornar-se pluripotentes
(Yamanaka, 2006).

Ap0s quatro semanas de cultura em condigdes de reprogramacéo, duas coldnias
individuais de iPS potenciais, foram isoladas e cultivadas de forma independente em
condicGes de células estaminais embrionarias sobre uma camada de MEF inactivadas por
tratamento a mitomicina C. Estas colonias cresceram e foram expandidas durante varias

semanas indicando que possuem assim a capacidade de auto-renovacdo. As iPS potenciais
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reprogramadas a partir de MEF/CITED2-GFP, foram denominadas iPS.Cited2 e as iPS
potenciais originadas a partir de células controlo MEF/GFP, foram chamadas apenas iPS.

Figura 3.5 — Agregados celulares: A - Agregado celular contendo Cited2 exdgeno com cerca de 23 dias, morfologia
arredondada e bem defenida, B - a GFP comeca a deixar de ser expressa no agregado celular, C - agregados de 23 dias sem Cited2

exdgeno, morfologia arredondada e bem defenida, D —a GFP comega a deixar de ser expressa no agregado celular

A morfologia, o silenciamento dos genes expressos por retrovirus, e a auto-
renovacdo das iPS.Cited2 e iPS controlo, sdo indicadores favoraveis do processo de
reprogramacao, no entanto para a caracterizacdo completa destas iPS potenciais, é
necessario avaliar a expressao de genes especificos da pluripoténcia, ou seja ver a
expressdo dos factores transcri¢cdo endogenos que confem a pluripténcia, tal como Nanog,
Oct4, Sox2 e Rexl. Para demonstrar o estado pluripotente destas células é ainda
necessario mostrar a capacidade de diferenciacdo in vitro e in vivo das iPS potenciais, em

células das trés camadas germinativas.
Estes ensaios de caracterizacdo, ndo foram realizados no seu completo, por causa
de uma contaminagdo por micoplasma que surgiu e que nos obrigou a descartar estas

células. No entanto, foi realizada uma gRT-PCR a partir de mRNA isolado de células
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iPS.Cited2, iPS controlo e MEF em passagem para verificar a expressdo de genes chave
envolvidos na pluripoténcia das celulas estaminais embrionarias tal como Nanog, Oct4,
Sox2 e Rex1 (Grafico 3.1). Observou-se um aumento da expressao destes genes nos dois
clones iPS.CITED2#1 e iPS.CITED2#6 em comparacdo com as MEF, sendo o nivel de
expressao comparaveis aos niveis de expressao das células estaminais embrionarias
(resultados ndo apresentados). Nos clones iPS#2 e iPS#4 controlo, a expressédo de mRNA
de Nanog néo foi detectada e expressédo de Sox2 e sobretudo Oct4 foi muito abaixo do
esperado. No entanto, a expressdo de Rex1 nos clones iPS#2 e iPS#4 foi detectada em
niveis comparaveis aos das iPS.CITED2#1 e iPS.CITED2#6. Estes resultados sugerem
que a reprogramacéo a partir de MEF CITED2 sobre-expressando origina iPS potenciais
de melhor qualidade e de modo mais robusto. As células iPS potenciais originadas a partir
de MEF sem CITED2 exdgeno, nas nossas condi¢cGes, mostram que 0 processo é mais
dificil e que as colonias sdo provavelmente formadas por células que ndo chegaram a uma

reprogramacao correcta.

Embora estes resultados mostrem um beneficio de CITED2 exdgeno na robustez
da reprogramacéo, salientamos que estes resultados sdo preliminares e com apenas duas
amostras de cada tipo de iPS. Sera necessario confirmar estes resultados por outras
reprogramacOes independentes, e confirmar o potencial de diferenciacdo destas células

em futuros ensaios.

Nao se pode obter muitos mais resultados das MEF’s P2 reprogramadas, &
excepcao de um gRT-PCR que seréa exposto na seccdo 3.3.1, devido a que estas células
apareceram com uma contaminacdo de Mycoplasma, apds terem sido picados os

agregados celulares e separados individualmente de modo a se proceder & sua expansao.

3.1.2 -Reprogramacgdo das MEF’s em P4

Apbs as células serem infectadas com os dois primeiros plasmideos, um com que
se tem a sobreexpressao do Cited2 com GFP, e o0 outro apenas contendo GFP que serviu
como controlo da experiéncia, é preciso esperar um tempo de cerca de 2 dias, para o
aparecimento da GFP nas células, mas no caso das MEF’s em P4 isso ndo acontece, a

GFP s6 comega a ser visivel ao terceiro dia, mas s6 ao quarto dia é possivel tanto em
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MEF’s contendo o plasmideo com o factor de transcri¢ao - Cited2 (KRK1), como 0 nosso
plasmideo controlo (LZRS), uma visualizacdo perfeita e intensa da GFP, isto deve-se as
MEF’s em P4 estarem a entrar num ciclo de senescéncia, em que os processos de
transcricdo comecam a ser mais lentos, porque os mecanismos celulares comecam a sofrer
alteracdes.

Mas como se pode visualizar na figura 3.6, tanto em MEF’s com a sobreexpressao
do cited 2, como no nosso controlo, a infecgdo parece ter corrido bem, observando-se

uma expressdo de GFP forte. Contudo nota-se que a expressdo da GFP é mais visivel

Q

C GFP

Figura 3.6- MEF’s infectadas apés 4 dias: A e B MEF’s com sobreexpressao do Cited2, C e D MEF’s sem Cited2 exogeno

nas MEF’s que contém Cited 2exogeno, do que o nosso controlo, isto porque o Cited2
tem a funcéo de induzir a proliferacdo das células (Krancet al, 2003), o que faz com que
as MEF’s retardem a fase de senescéncia que estas estdo a sofrer.

Apbs o periodo do aparecimento da GFP as nossas células foram infectadas
através de um lentivirus que continha os quatro factores de Yamanaka, havendo um
periodo de tratamento com doxiciclina que nos permite activar o mecanismo de
transcricdo deste plasmideo (Capitulo 1 — Fig. 1.5). A partir do momento em que se

comega a tratar as MEF’s com doxiciclina (Capitulo 2 — sec¢do 2.3) 0 processo de
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reprogramacao tem o seu inicio. Inicialmente estar-se-ia a espera que os agregados de
celulas comecassem a aparecer dentro de um periodo entre os 10-12 dias, a contar apds a
primeira aplica¢do dedoxiciclina nas MEF’s, ou seja, no limiar do fim do tratamento de
doxiciclina (12 dias), no entanto ndo foi isso que se registou, comecaram a se formar
agregados celulares no dia 6 do processo de reprogramacdo tanto nas que tinham
sobreexpressao do Cited2como no nosso controlo (fig. 3.7 — A,B e 3.8 — A,B). N&o tendo
acontecido em todas as experiencias realizadas, nas primeiras tentativas de
reprogramacao as células controlo tiveram dificuldade em formar agregados celulares,
estes sO comecaram a ter tamanhos significativos ao dia 23 (fig. 3.8 - C), tendo alguns
deles uma forma arredondada ndo muito definida, ndo se assemelhando muito a agregados

celulares de iPS.

TR e
Fase de Confraste
1 \ : S

Figura 3.7 — Agregados celulares nas MEFs com Cited 2: A e B — Agregado celular com cerca de 10 dias com morfologia
arredondada e bem defenida, em B pode-se visualizar que ainda mantem em todo o agregado intensa expresséo de GFP. C e D agregado
celular com 13 dias. C — a morfologia do agregado é arredondado e bem defenido, em que em D se nota que o sinal da GFP comeca

a diminuir no centro, indicador de que estas células estdo a se reprograma
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Figura 3.8 — Agregados celulares das MEF’s sem Cited2 exogeno: A e B - Agregado celular com cerca de 10 dias com morfologia
arredondada e bem defenida, B - visualiza-se que todo o agregado celular mantem intensa expressdo de GFP. C e D séo agregados de

23 dias, C - a morfologia arredondada néo bem definida, D —a GFP comega a deixar de ser expressa no agregado celular.

Este fendmeno pode ser devido a que reprogramar células em senescéncia apenas
com os 4 factores — Sox2, Oct4, KIf4 e cMyc — seja ndo s6 um processo mais demorado,
em termos do aparecimento de agregados como na apresentacao da forma e tamanho dos
mesmos. Isto porque, com o passar do tempo a GFP que se visualiza nestas células
comeca a desaparecer, em ambas, nas que sobreexpressao Cited2 e no nosso controlo.
Levando a pensar que estas células controlo tenham & mesma sido reprogramadas, devido
ao desaparecimento da GFP nos agregados, que é uma indicacdo de que as células
comecam a passar para uma nova fase, havendo o silenciamento do retrovirus, quando
existe a transicdo de células somaticas neste caso para iPS, mas no controlo ndo se
encontram completamente reprogramadas, ficando-se pelo meio do processo de
reprogramacao num estadio intermédio, ou pela forma que apresentam terem-se tornado
Células Estaminais Epiblasticas (EPisC), que sdo células derivadas do blastocisto, de um

estado mais avancado do blastocisto.
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3.2 — Agregados Celulares: Expansao e sua morfologia ap6s picagen

Alguns dos agregados celulares sofreram um processo de picagem (Capitulo 2 —
seccao 2.4) e transferidos para placas de cultura de tecidos de 6 pocos, com uma camada
de MEF’s inactivadas que servirdo de camada suporte para que as cé€lulas dos agregados
celulares que foram desfeitos proliferem. Este € um dos primeiros testes de anélise que
nos indicard se as células que obtemos tém capacidade de formar novos agregados

celulares apds serem desfeitos manter a sua capacidade de proliferacéo.

Os agregados celulares foram picados a diferentes dias consoante o aparecimento
dos agregados celulares, nas vérias experiéncias realizadas. Sendo assim as colonias
foram picadas em dois tempos diferentes para ambos os casos. Ao dia 13 e ao dia 26, isto
de maneira a tentar se provar que poderia ser possivel obter agregados celulares mais
cedo, e que estes agregados celulares teriam a potencialidade de progredir pra células iPS,
mesmo ndo cumprindo o tempo estipulado numa reprogramacédo mais tradicional apenas
com os 4 factores de yamanaka. Notando-se algumas diferencas entre MEf’s controlo e
as Mef’s com o Cited2.

As células que obtemos das MEF’s que tinham sobreexpressdao de Cited2 apds
uma semana do processo de picagem comecaram a formar novos agregados celulares (fig.
3.9 - A), com uma morfologia arredondada, tanto as que foram picadas no dia 13 como
no dia 26. Apds 2 semanas das células terem sido tripsinizadas varias vezes devido & sua
confluéncia, comecam a se poder chamar de colonias, devido a que se conseguirem
expandir de forma bastante boa e conseguem manter essa expansdo ao longo do temponéo
perdendo a sua capacidade de proliferacdo, mantendo & mesma a forma redonda e bem

definida caracteristica de células iPS (fig. 3.9 — B)
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Figura 3.9 — Colonias de possiveis iPS de MEF’ssobreexpressando o Cited2: A - possivel colonia de iPS com uma semana ap6s o

processo de picagem; B- Colonia provéavel de iPS com duas semanas, ap6s 0 processo de picagem.

Nas MEF’s de controlo, detectaram-se diferencas entre as experiencias, na
experiencia em que a sua formacao de agregados foi semelhante ao do dia 13 existiram
certas dificuldades em alguns dos agregados celulares picados, principalmente os que
comecaram a surgir mais tarde, ao dia 23 como expliquei anteriormente (Capitulo 3 -
seccdo 3.1). Ouve dificuldade em conseguir que estas células se proliferassem (fig. 3.10
— A, B), tendo que se aplicar um tratamento diferente a estas células, porque surgiram
duvidas se ndo poderiam ser agregados celulares de EpiSC, em vez de serem agregados
celulares de iPS, visto que formavam agregados mas com alguma dificuldade. Para se
tirar esta davida aplicou-se no meio que ja continha LIF, mais um composto, factor de
crescimento de fibroblastos (FGF). Este factor € principalmente utilizado em culturas para
produzir EpiSC, sendo um factor dependente para a sua manutencao tanto para manter a
sua proliferacéo e para que ndo haja diferenciagédo destas.

Apos esse tratamento nos agregados celulares das MEF’s controlo, durante duas
semanas, foi possivel aumentar a taxa de proliferacdo e obter agregados com formas mais
arredondadas (fig. 3.10 C). Quando o tratamento terminou os agregados celulares ja
tinham uma aparéncia semelhante 4s colonias das MEF’s com sobreexpressao de Cited2
tanto picadas ao dia 26 como ao dia 13 e semelhantes também &s MEF’s controlo que

foram picadas ao dia 13.
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Figura 3.10 — Agregados celulares de MEF’s sem Cited2 exdégeno. A e B — antes do tratamento com FGF contem uma morfologia
diferente das nossas col6nias obtidas quer em P2 como em P4; C — depois do tratamento com FGF pode-se ver que a morfologia

circular se encontra bem defenida.

3.3 -gRT-PCR

Por consequente, extracgdo de ARN das possiveis colonias das MEF’s P2 e P4 ¢
amplificacdo deste em ADNCc, foi-se analisar através de RT-PCR a amplificacdo de
marcadores de pluripotencia, Nanog, Sox2, Oct4 ¢ Rex1 nas MEF’s em P2 ¢ nas MEF’s
P4 o Thx3, o Nodal, o FGF5 e incluindo os anteriores marcadores, utilizando ainda o
GADPH que servira como normalizador, de modo a se determinar se existe alteracfes de
expressao em relacdo as MEF’s antes de estas terem sido sujeitas a reprogramagao.

Com os dados obtidos através deste método poderemos chegar mais proximos se
as nossas possiveis colonias poderdo ser ou ndo iPS.

Antes de entrar no assunto propriamente dito, s6 puderam ser testadas algumas
das coldnias, ndo podendo apresentar muitas mais dados deste trabalho em termos de RT-
PCR de todas as colonias que obtemos devido a que a maioria das nossas coldnias terem
sido contaminadas por Mycoplasma, e como se sabe este parasita que se encontra entre
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um fungo e uma bactéria, € relativamente dificil de se eliminar, provocando alteracfes

fisiologicas das células que infecta (Young L, 2010).

3.3.1 - gqRT-PCR das colonias de MEF’s em P2

Das colonias obtidas foram analisadas duas das MEF’s controlo e duas das MEF’s
com sobreexpressdo de Cited2 e comparados com as MEF’s em P2 antes de se ter
procedido ao processo de reprogramacéo. Foras feita entdo a quantificacao dos niveis de

expressao dos marcadores de pluripotencia de celulasiPS,

Podendo se ver no grafico 3.1, as colonias iPS.Cited2.6 e as iPS.Cited2.1
demonstram ter niveis de expressdo de Nanog, Sox2, Oct4 e Rex1. Apesar de entre estas
duas colonias existem diferencas entre 0s seus niveis de expressdo, de cerda de duas vezes
mais para os marcadores Sox2, Oct4 e Rex1 e de 3 vezes mais para 0 marcador de Nanog.
Mesmo assim podemos dizer que foi possivel reprogramar porque todos os marcadores

de pluripoténcia foram expressos.

Nas iPS sem Cited 2 exdgeno, ndo parece existir expressdo de Nanog e OCT4,
contendo apenas expressdo de Sox2 e Rex1, havendo ligeiras diferencas de expressdo, no
marcador para 0 Sox2 a iPS4 tem mais expressdo que a iPS2, sendo ao contrario quando
olhamos para 0 OCT4.Se comparar mos os valores entre as iPS controlo e as iPS com
sobreexpressdo de Cited2 os valores ndo sdo téo significativos o que da uma visdo de que
o Cited2 de alguma forma consegue aumentar significativamente os valores deos
marcadores de pluripotencia. Ndo havendo expressdo de dois dos marcadores, ndo
poderemos considerar que séo realmente iPS, mesmo estas tendo uma boa proliferacéo e

formarem colénias semelhantes a de iPS.
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Grafico3.1 - A expressao de marcadores de pluripoténcia em colonias de MEF’s P2.Niveis de transcricdo de marcadores de
pluripoténcia (Nanog, Oct4, Sox2, Rex1) foram detectados por gRT-PCR dois representativos de iPS sem cited2 exogeno (o PI2 e
iPS3) e dois representantes reprogramadas iPS com expressdo exdgena Cited2 (iPS.CITED2.1 e iPS . CITED2.3). A expressao destes
genes em MEF’s P2 também foi representada. A expressdo de cada marcador foi normalizado para a expressio GADPH. Para cada

gene, os valores sdo expressos relativamente ao valor da sua expressdéo em MEFs P2.

3.4 - gRT-PCR das colonias de iPS e EpiSC emMEF’s em P4

A expressdo de cada gene foi feita individualmente para cada colénia de iPS
produzidas em MEF’s P4.

As iPS que contém Cited 2 exodgeno, expressdao valores dos 4 genes de
pluripotencia existentes em ESC como se ver no grafico 3.1, tendo valores de expressdo
bastante semelhantes entre si, apesar de terem sido de terem-se formado 3 agregados
celulares diferentes.

As iPS sem Cited2 exdgeno, tém valores discrepantes de colonia para colonia.
Tanto a iPS2 como a iPS4ndo apresentam expressdo em relagdo ao controlo, MEF’s P4,
do gene Sox2, podendo afirmar que possivelmente estas duas colénias ndo s&o
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verdadeiras iPS. A iPS3 e iPS 6 demonstram terem todos os genes de pluripotencia sendo

expressos e a valores bastante similares em relagdo tanto as ESC, como as colonias

iPS.Cited2.
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Grafico3.2- A expressio de marcadores de pluripoténcia em colonias MEF’s P4.Niveis de transcricdo de marcadores de
pluripoténcia (Nanog, Oct4, Sox2, Rex1) foram detectados por gqRT-PCR quatro representativos de iPS sem cited2 exogeno (o iPS2,
iPS3, iPS4 e iPS6) e tres representantes reprogramadas iPS com expressao exégena Cited2 (iPS.CITED2.1,iPS. CITED2.3e iPS.
CITED?2.4) picadas ao dia 23. A expressio destes genes em MEF’s P4 e ESC também foi representada. A expressdo de cada marcador
foi normalizado para a expressdo GADPH. Para cada gene, os valores sdo expressos relativamente ao valor da sua expressao em MEFs
P4.

Em relacdo & comparacdo entre 0s niveis de expressdo entre as iPS2,3 e 4 com as
EPI1S2,3, 4, que provem dos mesmos agregados celulares respectivamente s6 que as
EPIS foram tradas com adicdo suplementar de FGF, foram testados os 4 genes de
pluripotencia presentes em ESC e outros 3 genes que tém maiores niveis de expressao
EpiSC — Thx3, o Fgf5 e Nodal.

As EPIS apresentam valores que deviam de estar mais expressos que nas iPS,
mas que se encontram mais baixos e em diferentes EPIS podemos ver que até ndo

exprimem alguns dos factores de EpiSC (gréaf. 3.3).

Pagina | 51



CAPITULO 3 - Resultados

100000

10000

1000 -

BENANOG
E0CT4
ES0X2
BREXI
uTBX3
BFGF5
ENODAL

—_
(=3
(=]

—_
(=)

Gene expression
normalized to GADPH

Grafico 3.3 - A expressdo de marcadores de pluripoténcia em colonias de MEF’s P4.Niveis de transcri¢do de marcadores de
pluripoténcia (Nanog, Oct4, Sox2, Rex1, Tbx3, FGF5 e Nodal) foram detectados por qRT-PCR tres representativos de iPS sem cited2
exogeno (o P12, iPS3 e iPS$) e trés representantes reprogramadas EpiSC sem expressdo exdgena Cited2 (EPIS2, EPIS3 e EP1S4).. A
expressdo de cada marcador foi normalizado para a expresséo GADPH. Para cada gene, os valores sdo expressos relativamente ao
valor da sua expressdo em MEFs P4

3.6 - Corpos embrionarios

Os Corpos embridides (EB’s) sdo agregados tridimensionais das células
estaminais pluripotentes tendo estes a capacidade de sofrer diferenciacdo celular e
especificacdo ao longo das trés linhagens germinativas - endoderme, ectoderme,
mesoderme e -. que compreendem todos 0s tipos de células somaticas.

O processo de formagdo de EB’s, explicito no Capitulo 2 — sec¢édo 2.10, foi feito
para podermos compreender se as nossas IPS teriam a capacidade de formar estes
agregados tridimensionais de células para consequente se poder analisar através de gRT-
PCR se teriam marcadores das trés camadas germinativas.

Enquanto se fazia este processo de criaracdo de EB’s através das nossas iPS
existiram alguns contratempos, o0s corpos tridimensionais que inicialmente se
conseguiram formar ndo eram esféricos, nem se conseguia obter agregados consistentes
(fig. 3.11). A inicial ideia era que nédo se tinha colocado o nimero suficiente de células

por gota, entdo testaram-se trés condi¢bes: 500 celulas/gota (fig. 3.11 A, 1000
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celulas/gota (fig. 3.11B) e 2000 celulas/gota (fig. 3.11 C), sem nenhuma desta condicdes

dar resultados, o mais proximo que se chegou foi na condicéo de 1000 celulas/gota.

Figura 3.11 — Corpos embrionarios obtidos com diferentes concentracdes de celulas por gota. A- 500 celulas por gota;
B- 1000 celulas por gota ; C — 2000 celulas por gota; com soro inactivado.

Apos se ter revisto o método de formacdo de EB’s pensou-se que estava-se a
utilizar o mesmo soro (inactivado) que se usava para manter as iPS em cultura e sendo
inactivado, ndo teria a mesma capacidade de suster as células em cultura que teria um
soro ndo inactivado. Entdo decidiu-se utilizar soro sem estar inactivado, ou seja,
exactamente da mesma maneira que se faria se estivéssemos a tentar diferenciar células
estaminais, e visto que a melhor condicdo que se obteve nas experiencias anteriores
referidas, fora a de 1000 células/gota, utilizar apenas essa condicdo e verificar se seria
possivel obter corpos tridimensionais perfeitos.

ApOs repetir-se 0 processo conseguiu-se obter tanto para as iPS sem Cited2

exogeno como para as iPS com Cited2 sobreexpresso, EB’s perfeitos (fig.3.12)

Figura 3.12— Corpos embrionarios obtidos através de 1000 celulas/gota com soro ndo inactivado. A- iPS com Cited 2 exogeno;

B- iPS sem cited exogeno; 3° dia, encontam-se em placas de cultura revestidas com gelatina
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Analisou-se ainda por microscopia os EB’s, devendo-se a que se continham o
plasmideo inserido e mostravam fluorescéncia devido a GFP que se encontrava em ambos
os plasmideos, KRK1 e LZRS, antes de serem reprogramadas as MEF’s, sendo ele um
retrovirus, quando estes agregados celulares se comecam a diferenciar ele é de novo
activo podendo se ver GFP, quando sdo mudadas para placas com base de gelatina ao dia
2 (fig. 3.13).

Fase de contraste

Fase de contraste

Figura 3.13 — Corpos embrionarios ao 2° dia apos sua formagao. A — de iPS com Cited2 exdgeno B — flurescencia da
imagem A. C- de iPS sem Cited2 exoaeno. D — flurescencia da célula anresentada em C.

3.7-9gRT-PCR dos EB’s

Foram usados marcadores de diferenciacdo correspondentes as trés camadas
germinativas: Mesoderme (Mespl, Brachyury), Endoderme (FoxA2, AFP) e Ectoderme
(Pax6, Nestin), e feitos os qRT-PCR para estes marcadores ao dia 0, antes da
diferenciacdo e ao dia 5 de diferenciacdo das nossas células em questao.

A nivel da camada germinativa da Mesoderme, no marcador Brachyuy ao dia 0,
antes do inicio da diferenciacdo, os niveis de valores sdo quase zero, assim como em
Mespl, e ao dia 5 pode-se ver que as iPS e as iPSC.Cited2 apresentam valores
significativos que nos indicam que estas células tém capacidade de originar a camada

germinativa Mesoderme. (graf. 3.4)
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Expressao dos marcadores da camada germinativa Mesoderme
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Grafico 3.4 - A expressio de marcadores de diferencia¢io nos EB’s.Niveis de transcricdo de marcadores de diferenciacdo da
camada germinativa da Mesoderme, A-Brachyury e B-Mespl. A expressdo de cada marcador foi normalizado para a expresséo
GADPH. Para cada gene, os valores sao expressos relativamente ao valor da sua expressdéo em MEFs P4, tendo como momentos de

analise o dia 0 antes do processo de diferenciacéo e dia 5 ap6s o inicio do processo da reprogramagéo.

Quando analisamos os valores dos marcadores da camada germinativa
mesoderme, existe alguma expressdo do marcador FoxA2 ao dia 0, 0 que nos pode indicar
que existe a possibilidadede que estas células sem activarmos o processo de diferenciacédo
ja podem estar com um caminho de diferenciacdo para a Mesoderme, apesar de que na
expressdo do marcador AFP também para a mesoderme, ndo existe qualquer expressdo
ao dia 0 nas nossas iPS. Ao dia 5 os valores para FOXA2 sdao muito superiores, menos
numa das células, iPS.Cited2.k2, em que parece que ndo exista diferenca ao nivel da
expressao em relacdo com o dia 0. AFP ao dia 5 apresenta expressdo mais elevada nas
IPS.LZ1, iPS.LZ3 e iPSC.Cited2.k3. (graf.3.5).
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Expressao dos marcadores da camada germinativa Endoderme
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Grafico 3.5 - A expressdo de marcadores de diferenciagiio nos EB’s.Niveis de transcricdo de marcadores de diferenciagdo da camada germinativa da
Endoderme A-FoxA2, B-AFP. A expressdo de cada marcador foi normalizado para a expressdio GADPH. Para cada gene, os valores sdo expressos
relativamente ao valor da sua expressdo em MEFs P4, tendo como momentos de analise o dia 0 antes do processo de diferenciacéo e dia 5 apds o inicio

do processo da reprogramagéo.

Em relacéo a expressdo dos marcadores da camada germinativa Ectoderme Nestin
apresenta valores em todas as células, Mefs P4, iPS e iPSC.Cited2. podendo-se ver que
apenas a iPSC.Cited2.K3 ao dia 5 apresentam valores mais elevados em relacdo as Mefs
P4. (graf.3.6)

Expressao dos marcadores da camada germinativa Ectoderme
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Grafico 3.6 - A expressdo de marcadores de diferenciacdo nos EB’s.Niveis de transcricdo de marcadores de diferenciacéo da camada germinativa da
Ectoderme A- Pax6, B- Nestin. A expressdo de cada marcador foi normalizado para a expressdéo GADPH. Para cada gene, os valores sdo expressos
relativamente ao valor da sua expressdo em MEFs P4, tendo como momentos de analise o dia 0 antes do processo de diferenciacéo e dia 5 apds o inicio

do processo da reprogramagéo.
Analisando os resultados dos graficos 3.4, 3.5 e 3.6 podemos concluir que ambas
as colonias obtidas tém capacidade de dar origem as trés camadas germinativas, mas
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gue obtemos uma col6nia, que se destaca na expressao dos marcadores das trés camadas
com valores mais elevados, a iPSC.Cited2.k3, ou seja, estes resultados, apesar de nos
indicar que fomos capazes de reprogramar as células de modo a terem capacidade de
pluripoténcia, podemos ainda concluir que pelo menos uma das 3 colonias com sobre
expressao de Cited2 tem valores elevados de expressdo dos marcadores para as trés

camadas germinativas.

3.8 - Reprogramacéo das UC-MSC

Na reprogramacéo das UC-MSC, j& ndo temos que ter cuidar com a senescéncia,
estas células podem ser infectadas em qualquer passagem.

A morfologia destas células quando tém espaco para expandir € muito semelhante
as MEF’s (fig.3.14).

Figura 3.14 — UC-MSC- antes do processo de de infec¢do. A- morfologia quando se encontram confluentes; B- Morfologia quando

estas tém espago na placa para se dividirem

Estas células devido a serem de origem humana, teve-se que produzir lentivirus
devido que o risco de usar 0s retrovirus seria grande. Sendo assim produziram-se
lentivirus para expressar Cited2 exdgeno nas células e outro que nao expressa-se mas que
servisse de controlo - respectivamente CP1C2 e CP1 (Capitulo 2 — seccéo 2.2.3).

As células infectadas com os lentivirus 4F2A e pHAGE-Tet-STEMCCA foram

simultaneamente infectadas com 50ul de lentivirus M2rtTA e estimuladas durante 10 dias

Pagina | 57



CAPITULO 3 - Resultados

com doxociclina a uma concentracdo final de 1ug/ml. Nestas condi¢des, a multiplicidade
de infecgéo (m.o.i.) foi de 0.1 para os lentivirus 4F2A e pHAGE-E1Falpha-STEMCCA,
ou seja que estatisticamente apenas 1 célula em 10 sera infectada com estes lentivirus. A
m.o.i foi de 1 para as células infectadas com os virus derivados de pHAGE-Tet-
STEMCCA.

ApoGs infectadas com lentivirus, esperou-se 3 dias para se poder visualizar
expressdo de GFP, € de salientar que devido a terem sido infectadas com lentivirus, serd
menor tanto o numero de células infectadas como a expresséo de fluorescéncia (fig 3.15,

B,D). Havendo mais expresséo nas células com Cited2 sobreexpresso (fig.3.15 B)

Fase de contraste

Fase de contraste

Figura 3.15 — UC-MSC infectadas com lentivirus. A,B — células com cited2 exogeno,podendo em B ver-se a GFP, C,D- sem cited2

exogeno, em D apresenta a GFP das celulas apresentadas em C.

Ao sexto dia apos a insercao dos 4 factores de Yamanaka e o inicio do tratamento
com doxiciclina, assim como tinha acontecido nas MEF’s foi possivel visualizar o

aparecimento de agregados de colonias nas UC-hMSC com do Cited2 exogeno (fig. 3.16).
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Fase de contraste

Figura 3.16 — Agregado celular em UC-hMSC com sobreexpressao de Cited2
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O processo de reprogramacdo de células somaticas em iPS ainda tem diversos
problemas que necessitam de ser resolvidos, principalmente é ainda um processo
demorado. (O'Malley J, 2013)

Com o Cited2 pretendia-se que este tivesse alguma alteracdo no processo de
reprogramagao das MEF’s, principalmente sendo este um activador da proliferagao
celular (Tien ES, 2004). Na tabela 3.1 € demonstrado essa capacidade de na
reprogramacao acelerar a formacéo dos agregados celulares, ao 6° dia pode-se ver que a
quantidade de agregados ¢ bastante mais elevada em relagdo as MEF’s P2 sem Cited2
exogeno.

Nas MEF’s P4, células que se encontram num estado de entrada em senescéncia,
o Cited2, parece demonstrar diferencas entre MEF’s com sobreexpressdo de Cited2 e sem
Cited2. Se visualizarmos a morfologia do tipo de col6nias que se formam apds serem
picadas e passadas para placas de cultura com base de MEF’s inactivadas, estas t€ém ndo
s0 mais dificuldade em proliferar e uma morfologia um pouco diferente das colonias tanto
de MEF’s em P2, com ou sem Cited2 exdgeno, como nas MEF’s P4 contendo Cited2
exogeno (Fig.3.8 e 3.9. Podendo se dever estas diferengas & senescéncia a que estas
células se encontram ao estarem na passagem P4, Kranc et al, em 2003, provou gue as
MEF’s quando se encontravam na entrada para a senescéncia, se tivessem expressao de
Cited2, o seu estado de proliferacdo seria semelhante a passagens mais recentes (P1 ou
P2), mas se ndo tivessem Clted2 o processo de proliferagdo comecaria a ser mais lento e
com uma baixa proliferacao.

Pela observagdo da morfologia dos agregados celulares em MEF’s P4 sem
expressao de Cited2, propds-se que seriam EpiSC (fig.3.8), conhecidas como células que
se formam do Epiblasto, ja& com um grau de diferenciagdo um pouco mais avangado em
relacdo &s iPS, sendo necessario para estas células se desenvolverem a adi¢do de FGF no
meio (Brons,1.G., 2007)

A observacdo morfologica dos agregados celulares ndo é suficiente para se
demonstrar que estas, possam ser realmente iPS. Para tal € necessario ver o nivel de
expressao dos marcadores de pluripoténcia — Nanog, SOx2, Oct4 e Rex1 por qRT-PCR

de modo a se perceber se estes estdo presentes nas nossas células obtidas. Boyer, L.A em
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2005 sugeriu que em células estaminais embrionarias humanas, o Oct4, Sox2 e Nanog
contribuem para a pluripoténcia e auto-renovacgdo destas células. Son M.Y., 2013, propGe
que as celulas estaminais humanas sem Rex1 perdem a sua capacidade de auto-renovagao
e potencial de diferenciacdo completa, especialmente o seu potencial na linhagem da
mesoderme. Sabendo que sdo essenciais estar estes 4 factores presentes nas nossas iPS,
analisou-se tanto as iPS com e Cited2 exdgeno, tanto nas MEF’s P2 como nem P4, atraves
de qRT-PCR (graf. 3.1 e 3.2). Em MEF’s P2 determinou-se que nas iPS.Cited2 existia
transcricdo dos 4 factores de pluripotencia (graf. 3.1), concluindo-se que se conseguiu
reprogramar estas células mas em iPS ndo se obteve transcricdo do Sox2, OCT4 e Nanog,
mas ndo podemos determinar com certezas que nao foi possivel nas MEF’s sem Cited
sobreexpresso reprogramar para iPS, devido a ndo se ter podido testar mais colonias
devido a uma infeccdo com Mycoplasma, que estas sofreram, assim como as coldnias das
MEF’s P4. Nas iPS.Cited2 e nas iPS das MEF’s P4 (graf. 3.2) consegui-se para ambos as
colonias visualizar transcri¢do dos factores de pluripoténcia, principalmente nas colonias
com Cited2 exdgeno haver uma homogeneidade entre estas, e ter-se uma transcricdo dos

factores semelhante as ESC.

No grafico 3.3 em que tentdvamos perceber se teriamos em cultura EpiSC,
observou-se que ndo teriamos como pensavamos essas células pois alem de apresentarem
expressao de Rex1, que deveria de se encontrar silenciada (Brons, 2007), os factores
referentes a células Epiblasticas (Tbx3, Fgf5, Nodal), estavam bastante mais baixos
comparados com as iPS provenientes dos respectivos agregados celulares. Gotoh N N. em
2009 e Brons em 2007,explicitam que o Fgf5 e Nodal sédo expressos em EpiSC sendo
estes marcadores especificos para estas células, tendo que ter valores de expressdo

significativos.

Como ultimo teste para se entender a capacidade das iPS obtidas tanto sem e com
Cited2 sobreexpresso em MEF’s P4, era necessario perceber se estas células tinham a
capacidade de formar EB’s (e se estes teriam a capacidade de expressar factores das 3
linhagens germinativas. Tentou-se obter EB’s testando varias concentragdes de células
por gota que formarias este corpos tridimensionais, 500 células/gota, 1.000 células/gota,
2.000 células/gota (fig. 3.11), e usar dois soros diferentes, um sem ser inactivado e outro
inactivado que seria 0 soro gque se usava no meio de cultura em que se encontravam as

iPS obtidas. Foi possivel determinar que a melhor concentracdo de células/gota seriam de
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1.000, e que de formar a se conseguir formar EB’s capazes ¢ com uma morfologia
perfeita, teria que se usar soro que ndo fosse inactivado (Fig. 3.12). Otsuki em 2013 e
Leitch em 2013 conseguiram EB’s em cultura para diferenciacdo com excelentes
qualidades usando 1.000 células/gotas.

Foi ainda determinado com mais certezas que as células obtidas inicialmente e
que se diferenciaram em possiveis iPS, continham os plasmideos que utilizamos para
sobreexpressar o Cited2 e o plasmideo que seria 0 nosso controlo, através da visualiza¢do

de GFP nos EB’s formados através das iPS com e sem Cited2 exdgeno (fig.3.13).

Nos graficos 3.4, 3.5, 3.6 foram apresentados 0s niveis expressao de marcadores
de diferenciacdo nos EB’s formados através das iPS das MEf’s em P4. Utilizando para
medir a quantidade de transcricdo das trés linhas celulares: Mesoderme — 0s genes
Brachyury e Mespl, Endoderme - 0s genes Foxa2, e AFP e para a Ectoderme — 0s genes
Pax6 e Nestin.

Das iPS.Cited2 podemos dividir em dois grupos em relacdo aos niveis de
expressao, iPS.Cited2.2 e iPS.Cited2.3 em que a quantidade de expressdo se encontra
relativamente baixa, e iPS.cited2.4 em que 0s niveis de expressdo se encontram

relativamente acima aos das iPS sem Cited2 exdgeno.

O uso de UC-hMSC para reprogramacao em iPS, podera ser bastante relevante no
futuro. O aumento dos bancos de células com este tipo de células tem vindo a aumentar,
podendo ser utilizadas futuramente para gerar linhas de células estaminais combinadas
para um paciente em particular, diminuindo assim os casos de rejei¢do imunoldgica (Jung
Y, 2012). Sendo assim 0 objectivo ap6s conclusdo do trabalho através de mais ensaios
necessarios, pretende-se averiguar, neste tipo de células se é possivel adoptar o mesmo
tipo de reprogramacéo que se realizou nas MEF’s. Para isto e poder mos averiguar se o
Cited2 teria alguma influéncia em células humanas, decidiu-se fazer um teste durante este
projecto de reprogramagéo das UC-hMSC para iPS.

Para a reprogramacdo das UC-hMSC utilizou-se para sua infecgdo a nivel de
inserirmos nas células o plasmideo com o factor de transcri¢do do Cited2 com GFP e o
plasmideo contendo apenas GFP, sendo este os mesmo usados na infeccdo das MEF’s,
mas devido a trabalhar-se com células humanas e ndo correr mos riscos usou-se como
vector viral, lentivirus. Apesar de se notar que com o lentivirus a taxa de infecgdo celular

diminuiu pode-se verificar o aparecimento de fluorescéncia, conferida pela proteina GFP
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(fig.3.14). Apds da insergdo através dos nossos lentivirus utilizados nas MEF’s para a
transcricdo dos 4 factores de Yamanaka, seis dias apds a sua activacdo, através da
doxiciclina pode-se ver o aparecimento de agregados celulares nas UC-hMSC com Cited2
exogeno com LIF em cultura (fig. 3.15). Ao oitavo dia ouve um exponencial
aparecimento de agregados células m UC-hMSC com e sem Cted2 exdgeno em meio
contendo LIF e FGF, no entanto a nivel de morfologia as C-hMSC com Cited2
sobreexpresso nas com LIF e com FGF tendo um aspecto arredondado definido e com
uma quantidade de células superior, compondo o aglomerado celular (fig. 3.16).

Com este resultado podemos acreditar que o Cited2 poderd ser um factor de
transcricdo bastante importante para se poder acelerar o processo de producdo de iPS em

células humanas.
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Com este estudo foi possivel concluir que o Cited2 tem bastante importancia no

processo de reprogramacao de células somaticas para iPS.

Durante a reprogramagao das MEF’s em P2, foi possivel comprovar que nas
células com Cited2 exdgeno, o aparecimento do numero de agregados celulares é maior
que em células sem Cited2 exdgeno nas primeiras duas semanas, igualando no fim o
mesmo numero para ambos os lados.

Em MEF’s P4 com Cited2 sobreexpresso, existe um impulsionamento na “perda”
de senescéncia, pois conseguimos facilmente obter agregados celulares bastante
semelhantes 4s MEF’s em P2, o que ndo se verifica no caso das MEF’s P4 sem Cited2
exogeno. Ainda se conseguiu provar que nestas células em senescéncia parece que 0
Cited2 consegue promover uma estabilidade na transcricdo dos marcadores de
pluripotencia entre as iPS analisadas, de tal modo que estes se encontram semelhantes &
transcri¢cdo desses marcadores em ESC. Assim como pode-se visualizar apenas em uma
das iPS mas parece ser um resultado bastante credivel, quando formados os EB’s e
analisados os marcadores das 3 linhagens germinativas, esta iPS que fora formada em
MEF’s P4 com Cited2 exogeno, apresenta valores maiores em relagdo as iPS obtidas de
MEF’s P4 sem Cited2 sobreexpresso.

Em células humanas, neste caso as UC-hMSC pode-se visualizar que o Cited2

também tem a capacidade de promover o aparecimento antecipado de agregados celular.

Em suma o Cited2 tem uma mais valia na reprogramacao, pois permite a obtencéo
em maior quantidade de agregados celulares no espago mais curto de tempo, permite
contornar o problema da senescéncia celular. E estabiliza as iPS de modo a que os
agregados que se obtém tém semelhantes niveis de transcricdo de marcadores de

pluripoténcia entre si.
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