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GOISSIS, M.D. Uso de matriz extracelular (Matrigel®) para estabelecimento de
cultivo de células-tronco embrionarias de suinos e caracterizacao da
expressao de moléculas associadas a pluripoténcia. [Use of extracellular matrix
(Matrigel®) for establishment of porcine embryonic stem cells and expression
characterization of plurpotency related molecules]. 2008. 68 f. Dissertacao (Mestrado
em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

O estabelecimento de cultivo de células-tronco embrionarias (ESC) ainda nao foi
realizado com sucesso. Verificacdo de marcadores de pluripoténcia e diferenciacao
nos trés folhetos germinativos s&o necessérias para validacdo de uma linhagem
celular pluripotente. O objetivo deste estudo foi estabelecer e caracterizar o cultivo
de ESC suinas usando Matrigel e comparar a expressdo dos marcadores de
pluripoténcia Oct-4, CD9 e as-integrina em embrides. Blastocistos in vitro ou in vivo
foram submetidos a imunocirurgia para cultura da massa celular interna, fixados para
imunocitoquimica ou extracdo de RNA total para RT-PCR. Nenhuma col6nia de ESC
foi obtida usando co-cultivo em fibroblastos embrionarios murinos (MEF) ou em
Matrigel. Expressdo de Oct-4, CD9 e og-integrina foi detectada por PCR. Os
produtos de PCR de CD9 e as-integrina tiveram suas sequéncias nucleotidicas
determinadas e comparadas com bases de dados publicas. O produto de CD9 foi
idéntico a sequéncia do CD9 suino e o produto de ogintegrina foi similar a humana e
eqlina. Reacao de Imunocitoquimica revelou a presenca de Oct-4 no citoplasma de
células da massa celular interna e do trofoblasto. CD9 e ag-integrina foram
observados preferencialmente em células do trofoblasto. N&o foi possivel comparar
a expressao dos marcadores de pluripoténcia entre ESC e embrides em suinos.
Porém, este estudo descreve pela primeira vez a expressdao de CD9 e og-integrina
em blastocistos suinos, os quais podem nao estar relacionados com células

pluripotentes embrionarias suinas.

Palavras-chave: Células-tronco embrionarias. Marcadores de pluripoténcia. Matrigel.
Blastocisto. Suinos.



GOISSIS, M.D. Use of extracellular matrix (Matrigel®) for establishment of
porcine embryonic stem cells and expression characterization of plurpotency
related molecules. [Uso de matriz extracelular (Matrigel®) para estabelecimento de
cultivo de células-tronco embrionarias de suinos e caracterizacdo da expressao de
moléculas associadas a pluripoténcia]. 2008. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

Establishment of embryonic stem cell (ESC) culture in pigs has not been achieved.
Verification of pluripotency markers and differentiation in the three embryonic layers
are necessary for validation of a pluripotent cell line. The objective of this study was
to establish and characterize porcine ESC culture using Matrigel and compare the
expression of pluripotency markers Oct-4, CD9 and ae-integrin with embryos. In vitro
or in vivo porcine blastocysts were submitted to immunosurgery for culture of inner
cell mass, fixation for immunocytochemistry or total RNA extraction for RT-PCR. No
ESC colonies were obtained using co-culture on mouse embryonic fibroblasts (MEF)
or on Matrigel. Expression of Oct-4, CD9 and os-integrin was detected by PCR. CD9
and og-integrin PCR products had their nucleotide sequence assessed and
compared with public nucleotide database. CD9 product was identical to CD9 porcine
sequences and og-integrin product was similar to human and equine ag-integrin.
Immunocytochemistry revealed Oct-4 expression in cytoplasm of the inner cell mass
and trophoblast cells. CD9 and og-integrin were observed preferentially on
trophoblast cells. It was not possible to compare expression of pluripotency markers
between porcine ESC and embryos. However, this study describes for the first time
expression of CD9 and os-integrin in porcine blastocysts, which may not be related to

pluripotent porcine embryonic cells.

Key words: Embryonic stem cells. Pluripotency markers. Matrigel. Blastocyst.

Porcine.
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1 INTRODUGCAO

Células-tronco tém capacidade de proliferacao e diferenciacdo em varios tipos
celulares. Tecidos adultos possuem células-tronco especializadas que podem
originar tipos celulares diferenciados especificos, porém apenas as células de
embrides jovens possuem a pluripoténcia que permite originar qualquer tipo celular.

A obtencéo do cultivo in vitro de células-tronco embrionérias (embryonic stem
cells — ESC) permite o estudo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento
embrionario, da diferenciacdo em tecidos especificos, da producdo de organismos
geneticamente modificados e de programas para desenvolvimento de drogas. Essas
células podem servir como fontes de diversos tipos celulares para realizacao de
terapia celular e organogénese in vitro.

O uso de embrides humanos para a pesquisa com células-tronco € discutido
do ponto de vista moral e ético por pesquisadores e leigos. Alguns sdo contrarios ao
uso de embrides, apoiando-se nos valores religiosos € morais da sociedade.

A utilizacdo de um modelo animal para a pesquisa com células-tronco seria
uma alternativa que evitaria essas discussdes relacionadas a sociedade humana. O
suino (Sus scrofa) € um animal cujos parametros fisiolégicos sao similares aos
humanos, por isso seria um bom modelo para estudos com células-tronco. Porém, o
estabelecimento de cultivos de ESC de suinos tem encontrado alguns obstaculos
para manutencao da pluripoténcia.

Ha uma alteracao na morfologia da colénia de células indiferenciadas durante
0 processo de obtencdo das linhagens in vitro, podendo haver alteracbes nas
interacdes célula-célula e célula-substrato. A identificacdo da expressao de
moléculas de adesado relacionadas a manutencdo da pluripoténcia em outras
espécies pode auxiliar o desenvolvimento de estratégias para a obtencdo de

linhagens celulares pluripotentes em suinos.
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2.1 Obtencao e cultivo de Células-tronco Embrionarias

Para a obtengao de cultura das células-tronco embrionarias (ESC), Evans e
Kaufman (1981) consideram que o sucesso depende de trés fatores: o estagio exato
das células existentes no embrido, a retirada de numero suficiente de células e as
condicdes de cultivo que conduzam mais a multiplicacdo do que a diferenciacdo. No
mesmo trabalho, esses autores propuseram que células de embrides recém
implantados seriam as melhores progenitoras de ESC em cultivo. Para obter essas
células, foi necessario retardar a implantacao, que foi alcancado pela ovariectomia
de camundongas doadoras. Os embrides com implantacdo atrasada eclodem e
permanecem livres no lumen uterino. Os blastocistos sdo colocados em cultivo e as
estruturas derivadas da massa celular interna (MCI) sao retiradas e colocadas em
co-cultivo com fibroblastos do tipo STO inativados com mitomicina C.

O cultivo pode ser realizado sobre fibroblastos embrionarios de camundongos
(MEF) oriundos de embrides com 14 a 16 dias de gestagcdo e inativados com
mitomicina C (SPECTOR et al., 1997). Chin-lin et al. (2003) demonstraram que 0 uso
de IGF-I e IGFBP-I no cultivo de embribes aumenta o numero de células
embrionarias e consequientemente facilita a obtencéo da cultura de ESC.

Bongso et al. (1994) relataram a obtencdo de ESC em cultivo a partir de
embrides humanos produzidos in vitro. Os embrides foram cultivados até o estagio
de blastocisto expandido em meio com soro humano sobre camada de células
epiteliais de oviduto humano. Apos a eclosdo e a adesdo da MCI a camada de
células, foi feita a separagcdo com uma micropipeta. Reubinoff et al. (2000) obtiveram
ESC pelo isolamento de MCI por imunocirurgia.

Em 1995, Talbot et al. mostraram o cultivo de epiblastos bovinos originados
de embrides colhidos in vivo ou produzidos in vitro. A MCI foi obtida por
imunocirurgia com anticorpos anti-esplenécitos ovinos e complemento de cobaia.
Embrides colhidos in vivo produziram maior numero de epiblastos, assim como
embrides eclodidos no dia 8 pos-fecundacao (D8) geraram mais células do que os
eclodidos no D9. As células foram co-cultivadas com fibroblastos STO e ndo se
mantiveram indiferenciadas nessas condi¢cdes, gerando células epiteliais,

fibroblastos, células nervosas, hepatécitos e macréfagos-simile.
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Piedrahita et al. (1990) isolaram ESC-similes a partir de blastocistos suinos
cultivados em fibroblastos STO. Células epiteliais-similes foram obtidas a partir de
MCI isolada por imunocirurgia. As ESC-similes apresentaram-se redondas, com
nucleos grandes e um ou dois nucléolos evidentes. Nesse mesmo estudo mostrou-
se que essas células ndo sobreviveram quando cultivadas em fibroblastos
embrionarios porcinos (PEF).

Notarianni et al. (1990) obtiveram de células epiteliais-similes a partir de
embrides intactos de 7-9 dias ou de MCI isolada por disseccdo. Essas células foram
mantidas por um ano sem alteragdo no fenétipo celular.

Wheeler (1994) relata a produgédo de quimeras a partir de ESC suinas (pESC
— porcine ESC) cultivadas em fibroblastos STO. A verificagdo do quimerismo foi feita
de acordo com padrdes de pelagem, ganho diario de peso e polimorfismo da enzima
colesterol 7o-hidroxilase.

Chen et al. (1999) obtiveram pESC e epiteliais-similes a partir de blastocistos
recém eclodidos. Blastocistos expandidos e eclodidos hd mais tempo nao permitiram
a obtencéao de linhagens celulares. Utilizando MCI isolada de blastocistos eclodidos,
obtiveram somente células epiteliais-similes. As pESC apresentaram atividade de
fosfatase alcalina (FA) e foram capazes de diferenciarem-se em multiplos tipos
celulares. Essas células também foram capazes de produzir quimeras. As células
epiteliais-similes ndo apresentaram atividade de FA e diferenciaram-se apenas em
tecido epitelial.

Li et al. (2004b) relatam a obtengdo de ESC a partir de embrides suinos
produzidos in vitro. Blastocistos intactos foram co-cultivados com MEF e foi
observada atividade de FA, porém apenas uma linhagem celular se manteve
indiferenciada por trés passagens. Li et al. (2004a) obtiveram ESC de suinos
miniatura chineses a partir de MCI isolada, cultivando-as em MEF, PEF e STO,
sendo que em MEF obteve-se maior niumero de passagens indiferenciadas.

Brevini et al. (2007) relataram a obtencdo de pESC, porém apds algumas
passagens, as células pararam de expressar Oct-4. Apesar disto, a morfologia das
colénias cultivadas nao apresentaram alteracdo e mantiveram-se expressando

Nanog.
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2.2 Mecanismos de manutencao da pluripoténcia e diferenciacao in vitro

ESC murinas e humanas sdo mantidas indiferenciadas in vitro no co-cultivo
com fibroblastos STO ou fibroblasto embrionario murino (EVANS; KAUFMAN, 1981;
REUBINOFF et al., 2000). A diferenciacdo das ESC de camundongos pode ser
inibida pelo fator inibidor da leucemia (LIF — SMITH et al., 1988). Esse fator foi
utilizado para a obtencdo de novas linhagens de ESC sem co-cultivo em camadas
celulares (NICHOLS et al., 1990).

O LIF atua em um receptor especifico que ativa o transdutor de sinal gp130, o
qual atua em duas vias de sinalizacao intracelular: JAK-STAT e Shp-Erk2 (revisado
por NIWA, 2001). Minami et al. (1996) demonstraram que a ativacdo de STAT3 é
suficiente para a manutencao da pluripoténcia em relacdo a via Shp-Erk2. A ativacéo
de STATS3 é essencial para manutencao da pluripoténcia, mesmo sem a presenca de
LIF (Matsuda et al., 1999)

Contudo a ativacdo de JAK-STAT nao é a unica envolvida na manutencéo da
pluripoténcia. O gene POU5f1 codifica o fator de transcricao Oct-4 (ou Oct-3/4), que
€ restrito a células totipotentes e pluripotentes (SCHOLER et al., 1990). A deficiéncia
de Oct-4 impede o desenvolvimento porque as células da MCI perdem a
pluripoténcia (NICHOLS et al., 1998).

Em uma série de estudos (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; OKITA;
ICHISAKA; YAMANAKA, 2007; WERNIG et al., 2007; TAKAHASHI et al., 2007; YU
et al., 2007), na qual foram produzidas células-tronco pluripotentes induzidas por
fatores de pluripoténcia em murinos e humanos, o Oct-4 mostrou-se essencial ao
lado de Sox2. Nestes trabalhos foi observado que a expressédo dos genes Oct-4 e
Sox2 diminui significativamente quando as células diferenciam-se.

ESC humanas ndo sdo mantidas indiferenciadas pela acao do LIF e também
pela retirada da camada celular do co-cultivo (REUBINOFF et al., 2000). Para o
cultivo sem camada celular, Xu et al. (2001) demonstraram a necessidade da
presenga de laminina, que induz adesao, crescimento e migragédo celular devido a
interacdo com moléculas de integrinas. Nesse estudo foi utilizado Matrigel como
matriz extracelular e meio condicionado em MEF, indicando que outros fatores estao
envolvidos na manutencgao da pluripoténcia in vitro de ESC humanas.

Oka et al. (2002) relataram que moléculas de CD9 estao mais expressas em

células indiferenciadas. A ativacdo de STATS3 induziu a expressao dessa proteina
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transmembranica e o seu bloqueio reduziu a formacao de coldnias celulares e a

viabilidade do cultivo.

2.3 Cultivo de ESC humanas na auséncia de co-cultivo em monocamada

Xu et al. (2001) foram os primeiros a obter o cultivo de ESC humanas sem
realizar o co-cultivo em monocamada (feeder-layer), utilizando-se de Matrigel ou
laminina e de meio condicionado em MEF. O matrigel € um composto comercial
isolado de sarcoma murino, rico em proteinas de matriz extracelular. Contém
laminina, colageno IV, entactina, proteoglicanas e também fatores de crescimento
como TGFB, bFGF, EGF e PDGF (VUKICEVIC et al., 2002), além de componentes
ainda indefinidos.

Xu et al. (2005) relataram que o uso de bFGF no meio de cultivo é suficiente
para o cultivo de células em Matrigel sem meio condicionado. Wang et al. (2005)
demonstram que o cultivo de ESC com matrigel e bFGF permite a diferenciacdo em
células hematopoéticas apds uso de fatores de crescimento e diferenciacédo
especificos.

Visando a aplicacdo medica de ESC sem a presenca de possiveis xeno-
patégenos, Stojkovic et al. (2005) utilizaram soro humano como matriz e meio
condicionado em fibroblastos derivados de ESC diferenciadas para o cultivo de ESC
indiferenciadas. Estas células foram capazes de se diferenciar em tecidos das trés

camadas germinativas.
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2.4 Interacoes celulares e da matriz extra-celular durante a diferenciacao

As adesbdes célula-célula e célula-substrato representam processos
histolégicos fundamentais para a formacdo de um organismo multicelular
(ECKBLOM et al., 1986). Varias moléculas medeiam a adesdo de células em
diferenciacdo, dentre elas a laminina e seus receptores, incluindo CD9 e os-
integrina.

A laminina é uma glicoproteina de adesao para desenvolvimento epitelial e
constitui a matriz extracelular como parte da membrana basal. A familia das
integrinas constitui os principais receptores da laminina (ECKBLOM et al., 1986). As
integrinas sao compostas por dois heterodimeros, a e B, sendo 14 subunidades o e
8 subunidades 3 com interagdes aparentemente restritas (HYNES, 1992)

Cooper et al. (1991) mostraram que o principal receptor para laminina em
células-tronco murinas € a agP1 integrina e que existem duas versdes da porgao o,
Células indiferenciadas apresentam a isoforma o que € substituida pela isoforma
osa durante a diferenciacdo. Foi observado por RT-PCR que o cDNA de células
indiferenciadas produziu 1 fragmento de 380 pares de base (BP), enquanto que a
partir de células diferenciadas foram produzidos 2 fragmentos de 510 e 380 BP,
respectivamente.

Oka et al. (2002) demonstraram que nao ha alteracdo na expressao de og €
B1 integrinas em células murinas, porém observaram a diminuigcdo de CD9, PECAM-
1 e osteopontina no decorrer da diferenciagéo.

Utilizando microscopia laser confocal e imunofluorescéncia, Cui et al. (2004)
mostraram a presenca de CD9 nas regides de contato celular e também mostram a

diminuicao da expressao dessa molécula durante a diferenciacao.
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3 Hipotese e Objetivo
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3.1 Hipotese

O cultivo in vitro de células-tronco embriondrias suinas apresenta expressao
de Oct-4, CD9 e ag-integrina similar a das células da MCIl em suinos. As células
diferenciadas deverao apresentar reducao na expressao de Oct-4 e CD9, podendo

apresentar alteracdo na expressao da isoforma de ae-integrina.

3.2 Objetivo

Estabelecer o cultivo de ESC, caracterizar a linhagem celular, identificando a
expressdao de moléculas de adesao e fatores de transcricdo relacionados a
manutencdo da pluripoténcia, comparando a expressdao dessas moléculas nos

embrioes.
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4 Material e Método
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4.1 Producao in vitro de embridoes suinos (PIV)

Odcitos oriundos de ovérios de matadouro foram selecionados em meio HoT
(Anexo A) e maturados in vitro (MIV) por 44 horas, sendo nas primeiras 22 horas
em meio TCM 199 (Gibco, Carlsbad, CA, EUA) enriquecido com 10Ul de eCG, 10Ul
de hCG, 50Ul de EGF e 90ul/ml de pFF (fluido folicular porcino) e nas demais 22
horas em TCM199 adicionado de 50Ul de EGF e 90ul/ml de pFF.

Apds a maturacao, os odcitos foram transferidos para o meio mTBM (Anexo
B) e fecundados com dose inseminante de 3x10° espermatozdides/ml, sendo
mantidos em estufa a 38,5°C; 5% de CO, em ar e alta umidade. Os
espermatozoides vivos foram selecionados por gradiente de Percoll (Sigma, Saint
Louis, MO, EUA — Anexo C) e capacitados durante o periodo de fecundacao in vitro
(FIV), empregando 2uM de cafeina/ml.

Depois de 30 minutos, os od6citos foram lavados em meio mTBM para
remocao do excesso de espermatozéides e transferidos para outra placa com meio
mTBM. Apds 6h, os embrides foram lavados 3 vezes em meio PZM3 (Anexo D) e
cultivados em gotas de 90ul deste meio sob 6leo mineral em estufa a 38,5°C; 5% de
CO; e 5% de O, em ar e alta umidade por 7 dias. Foram adicionados 45ul de meio
PZM3 (feeding) nos dias 2 e 5. No dia 7, estes embrides foram submetidos a
imunocirurgia, fixados em paraformaldeido 4% ou congelados a -80°C para posterior

extracdo de RNA.
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4.2 Colheita de embrioes suinos

A seguir serao detalhadas as etapas para a colheita de embriées suinos.

4. 2.1 Animais

Os animais previamente selecionados para abate foram provenientes da
Fazenda Sertdozinho Ltda. (Botelhos, MG). As 36 fémeas pré-puberes foram
divididas em 2 grupos de 3 animais e 6 grupos de 5 animais para colheitas em
diferentes datas. Os animais foram superovulados com injecdo intramuscular de
1000UI de eCG (FOLLIGON®, Intervet, Boxmeer, Holanda). Apés 96h, os 2 grupos
de 3 animais receberam injecao intramuscular de 750Ul de gonadotrofina coriénica
humana (hCG - CHORULON®, Intervet). Os demais grupos receberam injecéo
intramuscular de 5mg de LH (LUTROPIN-V®, Bioniche, Belleville, ON, Canada) apds
72h. Os animais foram inseminados ap6s 12h da aplicacdo do indutor da ovulacao
(hCG ou LH). O momento da ovulagao foi considerado 40h ap6s o hCG ou LH. As
marras foram destinadas ao abate aproximadamente 120h ap6s a ovulacao.

4.2.2 Abate e lavagem do utero

Pipetas de inseminacao artificial do tipo Golden Pig (IMV, L'Aigle,
Franca) foram vedadas com silicone para impedir a entrada de liquido no Utero
durante a escalda. As pipetas foram introduzidas na vagina das marras, antes do
procedimento normal do Frigorifico Nossa Senhora da Saude (Pogos de Caldas,
MG).

Os uteros foram acondicionados em recipientes térmicos e transportados ao
Laboratério de Reproducdo Animal da PUC Pocos de Caldas. Os uteros foram
dissecados com o objetivo de isolar o oviduto. Os ovarios foram retirados e os
cornos uterinos separados por um corte no corpo do Utero e suspensos para a

lavagem.
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Com o auxilio de uma sonda, 40ml de solu¢do de PBS com 1% de soro fetal
bovino (SFB — Nutricell, Campinas, SP, Brasil) foi injetada pelo infundibulo do
oviduto. O refluxo de liquido para o oviduto foi impedido com pinga hemostatica e em
seguida realizou-se a seccao do oviduto. Segurando as pincas, foi realizado um
movimento vertical alternado que permite lavar a por¢cdo do corno proxima ao
oviduto. O liquido foi colhido em uma placa de petri de 100mm e observado em
estereomicroscopio para localizacdo dos embrides. A taxa de recuperacao foi
determinada pela razao entre o nimero de estruturas recuperadas e o numero total

de corpos luteos observados.

4.2.3 Armazenamento e transporte

Os embrides foram colocados em placas contendo meio TCM HEPES
(Nutricell) suplementado com 50ug/ml de gentamicina (Sigma) e 3mg/ml de
albumina sérica bovina (BSA — Sigma), selecionados e envasados em palhetas de
0,5ml com meio TCM HEPES. A palheta foi lacrada com alcool polivinilico (PVA) e
transportada em recipiente térmico a aproximadamente 38°C. O deslocamento de
Pocos de Caldas a Sao Paulo foi realizado em aproximadamente 3 horas. Nos
Laboratérios de Fecundacao in vitro, Clonagem e Transgenia Animal, os embrides
foram submetidos a imunocirurgia, fixados em paraformaldeido 4% ou congelados a

-80°C para posterior extracdo de RNA.

4.3 Derivacao e cultivo de células embrionarias suinas

Os meétodos para derivagdo e cultivo de células embrionarias suinas serao

descritos abaixo.
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4.3.1 Imunocirurgia e cultivo de blastocistos suinos

Embrides no estagio de blastocisto foram destinados a imunocirurgia
para remocéao do trofectoderma e isolamento da MCI. Blastocistos eclodidos foram
diretamente lavados em meio TCM Hepes (Gibco) com 10% SFB. Os blastocistos
expandidos foram incubados em pronase 8mg/ml (Sigma) por 1 minuto para
posterior lavagem. Foram realizadas duas lavagens em TCM Hepes com 10% SFB,
seguida por uma lavagem em TCM Hepes adicionado de 1mg PVA/ml (Sigma).

Realizou-se a incubacdo com 200ul de soro de coelho anti-suino (1:5 -
Sigma) a 38,5°C por 45 minutos. Os embrides foram lavados em TCM Hepes com
PVA e incubados com soro-complemento de cobaia (1:10 - Sigma) por 45 minutos.
Foram lavados novamente em TCM Hepes com PVA e na seqiiéncia lavados e
cultivados em meio GMEM (Glasgow Modified Eagle Media - Sigma) adicionado de
0,1imM B-mercaptoetanol (Sigma), 1% aminoacidos ndo essenciais (Gibco), 15%
SFB (Hyclone, Logan, UT, EUA) e 4ng/ml fator de crescimento de fibroblasto basico
(bFGF — Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), denominado GMEM-ES. O cultivo foi
realizado em estufa a 37°C e alta umidade em placas contendo MEF inativado ou
Matrigel (Becton Dickinson, Bedford, MA. EUA) com meio previamente condicionado
em MEF por 24h.

4.3.2 Preparo de placas com fibroblastos e Matrigel

O cultivo de MEF foi realizado a partir de fetos murinos apés 14 dias de
gestacdo. Os fetos foram lavados em PBS, fragmentados e incubados em 5ml de
0,02% de tripsina (Gibco) por 20 minutos. A suspensdo foi homogeneizada e
adicionada de 20ml de meio DMEM (Gibco) com 10% de SFB (Gibco), denominado
meio padrao.

As células foram plaqueadas e subcultivados até a terceira passagem quando
foram irradiados a 4000rads para inativacao no Instituto de Ciéncias Biomédicas.
Posteriormente os fibroblastos foram congelados no dispositivo Mr.Frosty (Nalgene,
Rochester, NY, EUA) na concentracdo de 1x10° células vivas por ml, em meio
padrao com 10% DMSO (Sigma).
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O MEF foi descongelado e por centrifugacdes sequenciais com meio GMEM
foi retirado o crioprotetor. Cerca de 80.000 células foram distribuidas em placas de 4
pocos (NUNC, Rochester, NY, EUA) e cultivadas em meio GMEM-ES por 1 dia antes
do co-cultivo com as MCl isoladas.

O Matrigel foi usado na diluicdo 1:30 com meio GMEM. Os pocos das placas
NUNC (4 pocos) foram recobertos com 35ul da solucdo de Matrigel em gelo,
armazenados a 4°C por pelo menos 12h ou 2 horas a temperatura ambiente antes
de colocar na estufa a 37°C.

4.3.3 Dissociacado das MCI aderidas e passagem de colbénias

Apos 4 dias de cultivo em MEF ou Matrigel, as MCI aderidas foram removidas
e dissociadas mecanicamente em meio GMEM-ES com o auxilio de pipeta fina e
0,5Ul/ml de colagenase (Sigma). As MCI oriundas do MEF foram alocadas
individualmente em pogos de placa NUNC contendo MEF ou Matrigel. As MCI
oriundas do Matrigel foram alocadas somente em pogos com Matrigel.

4.4 Cultivo de células-tronco embrionarias murinas

Células-tronco embrionarias da linhagem USP1 na 172 passagem foram
descongeladas e cultivadas em GMEM-ES sobre MEF ou Matrigel. Apds atingirem
semiconfluéncia foram subcultivadas usando tripsina 0,1% (Gibco). As colbnias
foram cultivadas até atingirem a semiconfluéncia na 18* passagem e fixadas para

imunocitoquimica.

4.5 Colheita de blastocistos murinos

Fémeas murinas da linhagem 129 foram sincronizadas e superovuladas 5 Ul
de eCG (Novormon, Calier) por via intraperitonial e apés 48h foram injetadas com 5
Ul de hCG (Vetecor, Calier). No quarto dia ap6s a aplicacdo do hCG, as fémeas



Material e Método 30

foram eutanasiadas por deslocamento cervical. O utero foi removido e lavado com
PBS adicionado de 1% de SFB.

4.6 PCR

Células-tronco murinas e blastocistos in vivo ou in vitro em D7 foram
congelados em freezer a -80°C. COC suinos também foram congelados para uso
como controle positivo. O RNA foi extraido com o /lllustra RNAspin MiniRNA
Isolation Kit (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido), sendo
usado um numero entre 25 e 30 blastocistos por extracao. A partir do RNA extraido
foi sintetizado o cDNA usando o Superscript First-Strand Synthesis System for RT-
PCR (Invitrogen), seguindo o protocolo do kit.

Cada PCR foi realizada em volume final de 25ul, utilizando 12,5ul de
Sybr GreenER qPCR Supermix (Invitrogen), quantidades variaveis de primers e de
cDNA, além de agua ultrapura g.s.p. As reacdes foram realizadas em termociclador
quantitativo (Mastercycler Realplex’ - Eppendorf Hamburg, Alemanha) nas
seguintes condicdes: 2 minutos a 50°C,10 minutos a 95°C, 45 ciclos de 15s a 95°C
para denaturacao, 60s a 55°C para anelamento dos primers e extensao.

Os primers foram desenhados usando o programa computacional Primer
3 (Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA, EUA), conforme
descritos na Tabela 1. Os produtos foram analisados em gel de agarose 2% e em

seguida sequenciados.

Tabela 1 — Lista das seqUiéncias dos primers para PCR de embriées suinos — Sao
Paulo - 2008

Gene Alvo Sequéncia dos primers Concentracao
Oct-4 F 5-CACCTCAGGTCGGAGTGG-3' 400nM

R 5-AGCTTGGCAAATTGTTCGAG-3' 400nM
CD9 F 5GGCTCCGATTTGACTCTCAG 3’ 400nM

R 5CACCTGATCCTTGTGGGAAT & 400nM
og-integrina F 5CAGATCCCGGCCTGTTATT & 400nM

R 5’GCTCACCATATTCCGCTAGG & 200nM
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4.7 Sequenciamento de DNA

As reacoes de sequienciamento dos produtos de PCR oriundo dos primers de
CD9 e ae-integrina foi realizada utilizando o Kit Big Dye (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) e o equipamento ABI PRISM® 377 DNA Sequencer (Applied

Biosystems)

4.8 Imunocitoquimica

Os embrides murinos e suinos e os complexos cumulus-oécitos suinos apés
maturacdo (COC) foram fixados em solucdo de paraformaldeido 4% em PBS
(PF4%). Para todos os tipos celulares foram realizadas lavagens em PBS para
retirada do meio de cultivo, incubacao em PF4% por 1h a temperatura ambiente para
embrides e COC suinos e 30 minutos para embrides murinos. Na sequéncia houve
lavagem em PBS adicionado de 1mg/ml de polivinilpirrolidona (PBS-PVP - Sigma) e
o material foi armazenado a 4°C em PBS-PVP.

As células foram permeabilizadas em PBS 0,25% Triton x-100 (Sigma)
por 20 minutos para o Oct-4 e 5 minutos para os antigenos de membrana CD9 e a6-
integrina. Depois, lavadas 3 vezes em PBS para serem bloqueadas em PBS com
10% soro equino (horse serum — HS — Gibco) por 30 minutos. Na sequéncia, foram
incubadas em camara umida por 12h a 4°C com os anticorpos primarios diluidos
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA - Tabela 1) em PBS com 1% HS.
Lavaram-se novamente as células em PBS 3 vezes para incubacdo com anticorpo
secundario diluido (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA - Tabela 2) por
1h a temperatura ambiente no escuro. Por fim, foi realizada lavagem em PBS no
escuro e os embrides incubados com CD9 e ag-integrina foram incubados por 30
minutos em 0,5 mg/ml RNAse (Sigma) seguido por incubagdo com 50ug/ml de
iodeto de propideo (Sigma). Foram entdo colocados em laminas preparadas com

parafina e glicerol e cobertos com laminulas para analise em microscopia confocal.
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Tabela 2 — Codigos de catalogo e diluicbes dos anticorpos usados nas reacdes da
imunocitoquimica — S&o Paulo — 2008

Oct-4 (goatf) CD9 (rabbit) og-integrina  Donkey anti- Donkey anti-

(rabbit) goat Cy5 rabbit FITC
Cédigo de
) sc3858 sc9148 sc10730 sc3858 sc2090
catélogo
Diluicao 1/50 1/100 1/100 1/200 1/200

4.9 Delineamento Experimental

Os embrides in vitro (FIV) ou in vivo foram submetidos a imunocirurgia para
cultivo das MCI, fixacdo em PF4% para imunocitoquimica e extracdo de RNA para a
PCR. Os embrides submetidos a imunocirurgia foram cultivados em MEF ou Matrigel
por 4 dias. Apds esse periodo as estruturas aderidas foram dissociadas, sendo as
cultivadas em MEF transferidas para placas contendo MEF ou Matrigel. As MCI
cultivadas em Matrigel foram transferidas somente para placas contendo Matrigel
(Figura 3).
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1

Fixacdo em PF4% Imun00|rurg|a Extracdo de RNA
MEF Matrigel v
Imunocitoquimica l l cDNA
Dissociacao Dissociacao
/\ l v
PCR
MEF Matrigel Matrigel

Figura 1 — Representacéao grafica do delineamento experimental
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5 Resultados
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5.1 Producao in vitro de embrides suinos

Foram realizadas 25 manipulacées para a PIV de embrides suinos. Estas
manipulagdes totalizaram 2316 odécitos maturados e submetidos a FIV. Destes, 331
(14,29%) clivaram e 111 (4,79%) atingiram estagio de blastocisto. Os dados
completos sobre as manipulag¢des para PIV em suinos estdo na tabela 3.

5.2 Colheita de embrioes suinos

Foram realizadas 8 colheitas, totalizando 36 marrds superovuladas. Foram
colhidas 657 estruturas, sendo 239 aproveitadas para o cultivo e derivacdo de
células-tronco, imunocitoquimica e PCR. Os dados completos sobre as colheitas de
embrides suinos estdo na tabela 4. O destino das estruturas aproveitadas esta
sumarizado na tabela 5.

5.3 Derivacao e cultivo de células embrionarias suinas

Os embrides in vitro ou in vivo submetidos a imunocirurgia foram colocados
em cultivo em MEF ou Matrigel por 4 dias. Das 37 MCI cultivadas em MEF, 19
aderiram e foram dissociadas para cultivo em MEF ou Matrigel (Tabela 6). Em
Matrigel, 20 MCI foram cultivadas e 3 aderiram as placas, sendo dissociadas e
cultivadas novamente em Matrigel (Tabela 7). Nenhuma col6nia de células derivadas
das MCI de embrides suinos foi observada no cultivo em MEF ou Matrigel (Tabelas 6
e7).

5.4 Cultivo de células-tronco embrionarias murinas

As células-tronco embrionarias da linhagem USP1 cultivadas em meio
GMEM-ES apresentaram coldénias com morfologia de células-tronco pluripotentes

quando cultivadas em MEF ou Matrigel. As colbnias cultivadas em MEF eram bem
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delimitadas contendo células pequenas (Figura 2) e as col6nias cultivadas em

Matrigel eram menos regulares (Figura 3 e 4).

Figura 2 — Col6nias de células-
tronco embriondrias cultivadas em
MEF — as setas brancas apontam
as colbnias (100X).

Figura 3 — Colénias de células-tronco
embrionarias cultivadas em Matrigel
— as setas brancas apontam as
colénias (100X).

Figura 4 — Colbnias de células-tronco
embrionarias cultivadas em Matrigel
com nucleos corados com DAPI — as
setas brancas apontam as colbnias
(100X).




Resultados

Tabela 3 — Dados das manipulacdes para PIV de embrides suinos, incluindo taxas de clivagem e de formacao de blastocistos —

Sao Paulo — Mar 2007/Dez 2007

Data da MIV Odcitos Clivados Clivagem (%) Blastocistos % Blastocistos sobre odcitos % Blastocistos sobre clivados
12/03/07 125 0 0 0 0,00 0
26/03/07 115 0 0 0 0,00 0
17/04/07 81 9 11,11 0 0,00 0
23/04/07 86 41 47,67 31 36,05 75,6
07/05/07 148 37 25,00 7 4,73 18,91
15/05/07 113 67 59,29 33 29,20 49,25
21/05/07 54 32 59,26 7 12,96 21,86
12/06/07 101 6 5,94 1 0,99 16,67
10/07/07 20 9 45,00 0 0,00 0
16/07/07 93 0 0 0 0,00 0
25/07/07 80 0 0 0 0,00 0
28/08/07 107 8 7,48 0 0,00 0
03/09/07 119 0 0 6 5,04
11/09/07 78 8 10,26 1 1,28 12,50
12/09/07 66 23 34,85 8 12,12 34,78
17/09/07 90 0 0 0 0,00 0
24/09/07 116 0 0 3 2,59
15/10/07 88 0 0 0 0,00 0
16/10/07 151 43 28,48 8 5,30 18,6
22/10/07 162 5 3,09 0 0,00 0
30/10/07 80 5 6,25 0 0,00 0
19/11/07 48 4 8,33 0 0,00 0
26/11/07 65 0 0 0 0,00 0
03/12/07 74 6 8,11 1 1,35 16,67
11/12/07 56 28 50,00 5 8,93 17,86

Total 2316 331 14,29'" 111 4,79" 33,53"

' Média das 25 manipulagdes.

LE
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Tabela 4 — Estagios e classificacdo embrionaria — Sao Paulo - 2008

Colheitas
Estagio Embrionario 1 2 3 4 5 6 7 8 Total
Nao fecundados 55 5 1 61
Morula Compacta 3 5 8
Blastocisto inicial 1 4 5
Blastocisto 1 1 18 15 35
Blastocisto expandido 8 6 1 49 64
Blastocisto expandido retraido 17 2 15 10 44
Blastocisto eclodido incial 4 4
Blastocisto eclodido tardio 16 40 4 30 4 94
Degenerados 14 45 87 20 84 92 342
Total de estruturas 31 55 111 107 60 38 84 171 657
Taxa de recuperacao (%)“) 47,69 56,70 62,36 70,39 56,07 40,86 77,06 67,06
) Razao entre 0 nimero de estruturas e o nimero de corpos liteos.
Tabela 5 — Estruturas por colheita destinadas ao cultivo celular, imunocitoquimica e PCR — Sao Paulo -2008
Colheitas
Destino das estruturas 1 2 3 4 5 6 7 8 Total
Cultivo 5 0 10 12 6 8 0 12 53
PCR 6 0 31 0 21 19 0 45 122
Imunocitoquimca 5 0 12 5 10 10 0 22 64
Total 16 0 53 17 37 37 0 79 239

8¢
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Tabela 6 — Derivacao de células pluripotentes a partir de MCI cultivada em MEF —
Sao Paulo — 2008

Ndmero de MCI Numero de colbnias
Origem dos embrides Total Aderidas MEF Matrigel
In vitro 5 3 0 0
In vivo 32 16 0 0

Tabela 7 — Derivacao de células pluripotentes a partir de MCI cultivada em Matrigel —
Sao Paulo - 2008

Ndmero de MCI Ndmero de col6nias
Origem dos embrides Total Aderidas Matrigel
In vitro 4 0 0
In vivo 16 3 0

5.5 PCR

Cada PCR foi padronizada a partir de cDNA de células-tronco embrionarias
murinas, devido ao numero reduzido de embrides suinos. Excegado feita a as-
integrina que foi detectada em embriées suinos in vivo devido a incompatibilidade do
primer com amostra de cDNA murina.

Foi observada a expressao de Oct4 e CD9 nas ESC murinas, observando-se
um produto amplificado por PCR assim como em blastocistos suinos (Figura 5).
Durante a padronizacdo da PCR quantitativa, foi observado um padrdao anormal de
amplificagcdo do gene CD9 na curva de dissociacdo (Figura 6). Os produtos foram
analisados em gel de agarose 2% e verificou-se a presenca somente de um produto
amplificado por par de primer usado (Figura 5 e 7). A amplificacdo do gene da as-
integrina também gerou apenas um produto amplificado (Figura 7).

Os produtos da amplificacdo dos primers CD9 e ag-integrina a partir de

amostra de blastocistos suinos foram seqienciados. As seqliéncias resultantes
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foram comparadas com as sequéncias de cDNA depositadas em base de dados
publica (NCBI GenBank). Foi encontrada homologia de 99% com a sequéncia de
CD9 de Sus scrofa (NM_214006 — Figura 8). O produto de amplificacdo de as-
integrina teve homologia com ag-integrina de diversas espécies (Figura 9). A
porcentagem de bases idénticas entre o produto e as sequéncias das diferentes

espécies esta descrita na tabela 8.

Figura 5 — Produtos de PCR em gel de agarose 2%: 1- peso molecular de 100pb; 2-
Oct4 de blastocisto suino; 3- Oct4 de ESC murinas; 4-controle negativo
para Oct4; 5-CD9 de blastocisto suino; 6- CD9 de ESC murinas; 7-
controle negativo para CD9; 8- peso molecular de 100pb.
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Figura 6 — Curva de dissociacao resultante de PCR quantitativo referente ao gene
CD9 de blastocistos suinos
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Figura 7 — Produtos de PCR em gel de agarose 2%: 1- peso molecular de 100pb; 2-
CD9 de blastocisto suino; 3- CD9 de COC suino; 4-controle negativo para
CD9; 5- ag-integrina de blastocisto suino; 6- ag-integrina de COC suino; 7-
controle negativo para ag-integrina; 8- peso molecular de 100pb.

ref |[NM_214006.1| Sus scrofa CD9 molecule (CD9), mRNA
gb|AY072785.1| Sus scrofa CD9 antigen (CD9) mRNA, complete cds
Length=1227

GENE ID: 397067 CD9 | CD9 molecule [Sus scrofa] (10 or fewer PubMed links)

Score = 446 bits (241), Expect = 2e-122
Identities = 244/246 (99%), Gaps = 0/246 (0%)
Strand=Plus/Plus
Query 1 GGCTCCGATTTGACTCTCAGACCAAGAGCATCTTCGAGCAAGAAAATAATAACTCTAGCT 60

Sbjct 196 GGCTCCGATTTGACTCTCAGACCAAGAGCATCTTCGAGCAAGAAAATAATAACTCTAGCT 255
Query 61 TCTACACAGGAGTTTATATTCTCATTGGAGCCGGCGCCCTCATGATGGTGGTGGGCTTCC 120
Sbjct 256 TCTACACAGGAGTTITATATTICTCATTGGAGCCGGCGCCCTCATGATGGIGGTGGGCTTCC 315

Query 121 TGGGCTGCTGCGGGGCCGTGCAGNAGTCCCAGTGCATGCTGGGCTTGTITCTITTGGCTTCC 180
FEEEEEEEEErr e e e e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerre
Sbjct 316 TGGGCTGCTGCGGGGCCGTGCAGGAGTCCCAGTGCATGCTGGGCTITGTICTITTIGGCTTCC 375

Query 181 TCTTGGTGATATTTGCCATTGAAATAGCCGCGGCCATCTGGGGATATTCCCACAGGGATC 240
N
Sbjct 376 TCTTGGTGATATTIGCCATTGAAATAGCCGCGGCCATCTGGGGATATTCCCACAAGGATC 435

Query 241 AGGTGA 246

R
Sbict 436 AGGTGA 441

Figura 8 — Alta homologia da seqiiéncia de CD9 suina (NM_214006) com a
sequéncia do produto de PCR comparada em base de dados publica de
nucleotideos (NCBI Blast).
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Suino e GGTGNTCACCATATTC 16
Eqﬁino (XM_001495066.1) GTATGTCTACATTAACCAGCAAGGCAGATGGAATAATGTCAAGCCAATTC 994
Bovino (NM_001109981.1) GTATGTCTACATTAACCAGCAAGGCAGATGGAATAACGTCAAGCCGATTC 1102
Humano (AF166340.1) GGAGGCTGAAGAGAAGGGCAAGTGTTTGTACAATGGAGGCTCCCAAGTTC 202
Chimpanzé (XM_515909.2) GTATGTCTACATGAACCAGCAAGGCAGATGGAATAATGTGAAGCCAATTC 1747
Gamba (XM_001368046.1) GTATGTCTACATTAATCAGCAAGGCAAATGGAATAACGTCAAACCAATTC 1105
* * * Kk Kk
Suino —CGCTAGGGAGACCCGCAGGATGT-TTTCTGACG——-GAGATCGAATCTGT 62
Eqﬁino (XM_001495066.1) —GTCTTAATGGAACCAAAGATTCTATGTTTGGCATCGCAGTGAAAAATAT 1043
Bovino (NM_001109981.1) —GTCTTAATGGAACCAAAGATTCTATGTTTGGCATTGCAGTCAAAAATAT 1151

Humano (AF166340.1)
Chimpanzé (XM_515909.2)
Gamba (XM_001368046.1)

AGGATTGCCTIGTATTAATTCACATACTGTAGACACGCTGATCATGAGCAT 252
—~GTCTTAATGGAACCAAAGATTCTATGTTTGGCATTGCAGTAAAAAATAT 1796
—GCCTTAATGGAACCAAAGATTCTATGTTTGGTATTGCAGTCGAAAACAT 1154

* * * * * *

Suino TA--GGTGTTACCTGGGATGGTTGCGTN-————————————————————— 88

Egiiino (XM_001495066.1) TGGAGATATTAATCAAGACGGCTACCCAGATATCGCAGTTGGAGCTCCCT 1093
Bovino (NM_001109981.1) TGGTGATATTAATCAAGATGGCTACCCAGATATTGCGGTTGGAGCACCCT 1201
Humano (AF166340.1) CTCAGGTATTA-———— GGTGTITTGTTGGTGTAATTCTTCCAGAGGGTATG 297
Chimpanzé (XM_515909.2) TGGAGATATTAATCAAGATGGCTACCCAGATATTGCAGTTGGAGCTCCGT 1846
Gamba (XM_001368046.1) CGGTGATGTTAATCAAGATGGGTATCCAGATATTGCAGTTGGAGCACCCT 1204

* k Kkkk * * *

Figura 9 — Comparacao das seqléncias de ag-integrina entre o produto de PCR e
diferentes espécies animais. Asteriscos (*) indicam bases conservadas.

Tabela 8 — Porcentagem de bases nucleotidicas idénticas do gene da ag-integrina de
diversas espécies comparadas a seqiiéncia de ag-integrina obtida apoés
PCR — Sao Paulo — 2008.

Espécie NUmero de acesso Identidade (%)
Equino XM_001495066 85
Bovino NM_001109981 81
Humano AF166340 80
Chimpanzé XM _515909 79

Gamba XM_001368046 78
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5.6 Imunocitoquimica

As reacbes de imunocitoquimica foram padronizadas para cada anticorpo
primario. Considerando o Oct-4, foram utilizados blastocistos murinos nos quais foi
possivel observar a marcacao positiva no nucleo das células (Figura 10). Para o
CD9, foram utilizados oécitos suinos maturados sem células do cumulus, nos quais
foi observada a expressdao no citoplasma oocitario (Figura 11). Para ag-integrina,
foram utilizados COC maturados para visualizacdo da proteina alvo nas células do

cumulus (Figura 12).
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Figura 10 — Embrido murino com
marcagao positiva para Oct-4 por
microscopia confocal (400X)

Figura 11 — Odcito suino apos
maturagado in vitro com marcacao
positiva para CD9 (400X)

Figura 12 — Complexo cumulus-
o6cito com marcagao positiva para
ag-integrina (400X)
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Embrides in vivo suinos apresentaram marcacao positiva para Oct-4, porém nao
estava localizada no nucleo das células (figura 13). Também foi observada
marcacao positiva para CD9 (figura 14) e ag-integrina (figura 15), preferencialmente
no citoplasma dos trofoblastos (figura 16 e 17).

Figura 13 — Embrido suino in vivo com
marcacao citoplasmatica para Oct-4 em
microscopia confocal com contraste por
interferéncia diferencial (400X)

Figura 14 — Embrido suino in vivo com
marcacao citoplasmatica para CD9 em
microscopia confocal com contraste por
interferéncia diferencial (400X)
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Figura 15 - Embrido suino in vivo com
marcacao citoplasmatica para ag-integrina
em microscopia confocal com contraste
por interferéncia diferencial (400X)

Figura 16 — Embrido in vivo com
marcacao positiva para CD9
preferencialmente  nas células do
trofectoderma; em microscopia confocal
(400x)

Figura 17 - Embrido in vivo com marcagéao
positiva para Oe-integrina
preferencialmente  nas células do
trofectoderma; em microscopia confocal

(400x)
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6 Discussao
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6 DISCUSSAO

Nao foi possivel testar a hipétese que as ESC suinas apresentam expressao
similar de Oct-4, CD9 e og-integrina a das células da MCI. Nenhuma colénia de ESC
suina (pESC — porcine ESC) foi obtida a partir de embriées FIV ou in vivo.

O baixo numero de embrides FIV contribuiu para a falha na obtencdo de
colénias e também dificultou a padronizagdo das reacdes de imunocirurgia, assim
como as reacoes de gPCR. Para solucionar a escassez de material bioldgico,
buscou-se a alternativa de colheita de embrides in vivo.

Embrides suinos FIV possuem menor numero de células que embrides in vivo
(MACHATY; DAY; PRATHER, 1998). Este fator pode influenciar a obtencdo de
colénias de ESC. Apesar de embrides murinos FIV também apresentarem menor
quantidade de células que embrides in vivo (GIRITHARAN et al., 2007), é possivel a
derivacdo de ESC de embrides murinos FIV (LIU et al., 2006).

O uso de embrides in vivo também nao possibilitou a derivacao de coldnias de
pPESC. Sugere-se que o tempo da colheita até o cultivo, que incluindo transporte e
imunocirurgia foi de aproximadamente 5 horas, influenciou a qualidade embrionaria.
Embora algumas estruturas tenham evoluido de estagio embrionario ou blastocistos
re-expandirem apds o transporte, pode ter ocorrido estresse oxidativo, diminuindo a
viabilidade da MCI por alteracbes de expressdo de genes relacionados ao
metabolismo energético (BALASUBRAMANIAN et al., 2007).

O cultivo de ESC murinas (mESC) da linhagem USP1 demonstra que o meio
GMEM-ES esta adequado para o cultivo de células pluripotentes, assim como o MEF
e Matrigel. Isto minimizaria os efeitos do sistema de cultivo celular no insucesso da
obtencéo de coldnias de pESC. E provavel que os requerimentos das células suinas
sejam diferentes das murinas para manutengéo da pluripoténcia.

Diversas tentativas de obtencdo de pESC foram realizadas por diferentes
grupos de pesquisa no mundo com diferentes métodos (revisado por VACKOVA;
UNGROVA; LOPES, 2007). Porém, nenhuma linhagem apresentou as
caracteristicas desejadas para a determinacao de pESC .

A manutencao de ESC pluripotentes em cultivo ocorre pela ativacdo de genes
similares em camundongos e humanos (SATO et al., 2003), porém a ativacao destes
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genes pode ocorrer por vias diferentes (SMITH et al.,, 1988; REUBINOFF et al.,
2000; LIU et al., 2007).

O uso de LIF em cultivo de mESC ativa a via de sinalizagdo JAK/STAT
utilizando-se do transdutor de sinal gp130 para manter a pluripoténcia (NIWA, 2001),
porém em ESC humanas (hESC) o LIF ndo mantém a pluripoténcia (REUBINOFF et
al., 2000). Em hESC verificou-se que a adi¢cao de LIF humano levou a fosforilagao de
STAT3, porém isto ndo é necessario para a manutencao da pluripoténcia devido a
nao ocorréncia de fosforilacao e migragao nuclear de STAT3 em hESC pluripotentes
(DAHERON et al., 2004).

Além disso, a inibicdo de ERK (proteina da superfamilia de MAPK) mantém a
pluripoténcia de mESC (BURDON et al., 1999) enquanto a ativagcdo de ERK em
hESC pluripotentes ocorre relacionada a acao de FGF-2 (DVORAK et al., 2005). O
bloqueio de receptores de FGF-2 levou a diminui¢cdo da fosforilacdo de MEK e de
seu substrato ERK, causando a diferenciacao de hESC (DVORAK et al., 2005).

Ainda, BMP4 atua favoravelmente na manutengao da pluripoténcia em mESC
ativando inhibitor of differentiation protein (Id) via ativagdo de SMAD1 (YING et al.,
2003) e também inibindo ERK (Ql et al., 2004). Entretanto, em hESC o BMP4 néao
mantém a pluripoténcia ao induzir a diferenciacdo em endoderma primitivo e
trofoblasto (XU et al., 2002).

A partir destas diferencas interespecificas das ESC mais estudadas, pode-se
formular uma hip6tese que vias diferentes sdo ativadas para expressdao dos genes
de pluripoténcia em pESC. Isto implicaria em diferentes métodos no cultivo de pESC,
como a adicao de hormonios e sistemas de cultivo ou co-cultivo diferentes.

Outra hipbétese & que embrides suinos nado possuam vias similares para
manutencao da pluripoténcia devido a grande diferenca da implantacdo embrionaria
entre ungulados e primatas ou roedores (SENGER, 2003). Estudos de expressao
génica global em embrides suinos seriam necessarios para elucidar a presenca de
vias bioquimicas e genes ativados de maneira semelhante a humanos e murinos.

Durante a implantagcdo ha comunicagédo entre utero e embrido por meio de
moléculas como o LIF, sintetizado pelo endométrio murino e humano (WANG; DEY,
2006). Em camundongos homozigotos negativos para LIF (Lif") ndo ocorre a
implantacdo e os embrides permanecem em diapausa (revisado por WANG; DEY,
2006). Nao ha relato de diapausa em blastocistos suinos, o que sugere diferentes

mecanismos moleculares presentes nestes embrides.



Discussao 50

Apesar dessa diferenca fisiologica, genes relacionados a pluripoténcia como
Oct4, Nanog e Sox2 sado expressos em epiblasto suino em cultivo (BLOMBERG;
SCHREIER; TALBOT, 2008). A quantidade expressa de Oct4 aumentou
significativamente em epiblasto cultivado por 48h em relacdo a MCI de embrides,
porém esta expressao diminuiu apds 96h, indicando um inicio de diferenciacao
celular (BLOMBERG; SCHREIER; TALBOT, 2008).

Neste estudo, foi observada a expressao génica de Oct-4 por RT-PCR em
blastocistos suinos. O Oct-4 também foi detectado por imunocitoquimica na MCI e
em trofoblastos. Apesar de ser fortemente associada a células da MCI em murinos e
humanos, a expressao de Oct-4 j& foi demonstrada em trofoblastos de bovinos e
suinos (KIRCHHOF et al.,, 2000) e em caprinos juntamente com a expressao de
Nanog (HE et al., 2006), que é um fator de transcricao relacionado a pluripoténcia
(CHAMBERS et al., 2003). Em bovinos foram detectadas as expressdes de Oct-4,
Nanog e Sox-2 nos trofoblastos em embrides na fase de elongacdo (DEGRELLE et
al., 2005).

Assim como o Oct-4, o CD9 esta relacionado com a pluripoténcia de mESC,
pois sua expressao diminui durante a diferenciacdo (OKA et al., 2002, CUI et al.,
2004). Em células de cancer de mama demonstrou-se que CD9 atua bloqueando a
via do fosfoinositideo-3-kinase (PIBK — SAITO et al.,, 2006). Curiosamente, 0
bloqueio farmacoldgico da via PISK diminuiu a capacidade do LIF em manter ESC
diferenciadas (PALING et al., 2004) e diminuiu a expressdo de Nanog (STORM et
al., 2007).

Apesar disso, o0 CD9 esta expresso em diversas linhagens de hESC derivadas
em diferentes paises (INTERNATIONAL STEM CELL INITIATIVE, 2007). Deste
modo, fica clara sua importancia como marcador de pluripoténcia em ESC, talvez
atuando bioquimicamente de maneira diferente em ESC do que em células tumorais.

Até o momento ndo havia sido descrita a expressdo de CD9 em blastocistos
suinos. Apesar do padrdao anormal de expressao do CD9 observado na curva de
dissociacdo do PCR quantitativa, apenas um produto de PCR foi observado em gel
de agarose. Devido a maior sensibilidade da PCR quantitativa em relacdo ao gel,
optou-se por sequenciar o produto, que é uma técnica mais sensivel. Os resultados
indicaram que havia apenas um produto, o CD9 suino.

A expressao desta molécula no estagio de blastocisto poderia permitir sua
utilizacdo como marcador de pluripoténcia para caracterizacdo de colonias de pESC.
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Entretanto, por imunocitoquimica observou-se que a expressao da tetraspanina CD9
ocorre preferencialmente nos trofoblastos. Em embrides murinos foi observado que o
CD9 é expresso em trofoblastos além da MCI, exercendo papel regulador na
implantacéo (LIU et al., 2006).

O CD9 localiza-se usualmente na membrana das células, porém outros
marcadores de pluripoténcia localizados normalmente em membrana de hESC,
como SSEA4, TRA-1-81 e TRA-1-60, também foram observados no citoplasma de
ESC-similes bovinas (MUNOZ et al., 2008).

A ag-integrina € um receptor de laminina cuja expressao esta relacionada ao
CD9 (BERDITCHEVSKI; ZUTTER; HEMLER, 1996). Durante a diferenciacao de
ESC ocorre mudanca da isoforma B da ag-integrina pela isoforma A (COOPER et al.,
1991). A imunocitoquimica e PCR seguidas pelo seqienciamento de DNA
permitiram a verificagdo da expressdo de og-integrina pela primeira vez em
blastocistos suinos. Porém, estudos para a determinacao da presenca das isoformas
variantes ainda devem ser realizados.

A expressdo de ag-integrina em blastocisto suino poderia indicar a
possibilidade do uso do Matrigel como substrato para cultivo de pESC, apesar dos
resultados apresentados nao terem sido positivos. Contudo, a localizagao
preferencialmente trofoblastica e citoplasmatica da ag-integrina ndo permite inferir se
as células da MCI teriam capacidade de aderir ao Matrigel e explica a baixa adesao
de MCI no Matrigel.

A expressdo de Oct-4, CD9 e ag-integrina nos trofoblastos evidenciam as
diferengas na expresséo de fatores entre ungulados e murinos ou humanos. Estes
dados indicam a necessidade de mais estudos para determinar moléculas que
poderdo ser utilizadas como marcadores de pluripoténcia em suinos.
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7 Conclusoes
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7 CONCLUSOES

Nao foi possivel estabelecer cultivo de células-tronco embrionéarias
pluripotentes em suinos utilizando o Matrigel® nas condicdes descritas.

Blastocistos suinos in vitro e in vivo apresentam expressdao de CD9 e oe-

integrina.

Nao foi detectada presenca de isoforma de ag-integrina pela técnica de PCR

com os primers utilizados.
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Anexo A — Meio de lavagem

Meio Hepes buffered Tyrode's (HbT)

Componente Concentracao
NaCl 113,7 mM
NaHCO; 2 mM
Na Lactate 12,95 mM
Na Pyruvate 0,2 mM
NaH>PO4 0,34 mM
KCL 3,22 mM
CaCl; 2H,0 2,04 mM
MgCl, 6H-0 0,5 mM
Hepes 10 mM
BSAV 3 mM
SFB 10%
Phenol Red 0,027 mM
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Anexo B — Meio de fecundacao

Meio Tris Buffered Medium modificado (mTBM)

Componentes Concentracao
NaCl 113,10 mM

KCI 3,00 mM

CaCl2 7,50 mM

Glucose 11,00 mM
Piruvato de Sédio 5,00 mM

Tris 20,00 mM
Cafeina 2,00 mM

Cisteina 0,57 mM

BSA FAF 2 mM
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Anexo C - PERCOLL

Componente Quantidade
Percoll 0,9ml
Solucdo 10x 100pl
NaHCO3 0,0021g
Acido Léactico 3,7ul

MgCil2 3,9ul

CaCl2 2,0yl
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Anexo D - Meio de cultivo

Componentes PZM - 3 + BSA
NaCl 108.00 mM
KCI 10.00 mM
Ca lactato 2.00 mM
KH,PO4 0.35 mM
MgSO, 7H.0 0.40 mM
NaHCO; 25.07 mM
Glutamina 1.0 mM
Hipotaurina 5.0 mM
Gentamicina 50 Ui/ml
BSA 3 mg/ml
Aminoacidos Essenciais

(Sigma M7145) 20.00 ml/L
Aminoacidos ndo Essenciais

(Sigma B6766) 10.00 ml/L
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