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RESUMO

No estudo atual, duas linhagens de células-tronco embrionarias humanas, designadas BR-4
(46,XY) e BR-5 (46,XX), foram estabelecidas em condicbes ambientais com 5% de oxigénio,
derivadas de embrides humanos gerados por fertilizagdo in vitro. Estas linhagens foram
caracterizadas e apresentaram (i) morfologia com colénias compactas e bordas bem definidas, (i)
células uniformes, (iii) controle da pluripoténcia sem diferenciagdo espontanea, (iv) congelamento e
descongelamento estavel, (v) comprovacgao positiva de pluripoténcia para os genes OCT 3/4, SSEA-4
e NANOG, (vi) cariétipo normal, (vii) aptidez a formagdo de corpos embridides e a diferenciacéo
espontanea, (viii) comprovacao positiva de diferenciacdo para os genes Sox17, MyoD e NESTIN e
(ix) formagédo de teratoma com diferenciacao nos tecidos dos trés folhetos embrionarios. Apos sete
meses de expansdo e caracterizagdo, a BR-4 e BR-5, foram as primeiras linhagens brasileiras
derivadas em condi¢des ambientais com 5% de oxigénio e, nesta condi¢cdo, comprovaram (i) aumento
na ploriferagéo celular, (ii) controle da diferenciagédo e (iii) controle de anormalidades cromoss6micas.
Estas linhagens podem ser multiplicadas quase que indefinidamente e suprir a necessidade de
pesquisa de varios pesquisadores. Assim, se tornaram ferramentas experimentais importantes para a
compreensdo da diferenciacdo e desenvolvimento celular, e podem oferecer uma ampla gama de
aplicagcbes potenciais, incluindo a prevenc¢éo, diagnéstico e tratamento de doencas humanas.

Palavras-chave: célula-tronco embrionaria, derivagéo, oxigénio.



ABSTRACT

In the current study, two lineages of human embryonic stem cells, designated BR-4 (46, XY)
and BR-5 (46, XX), were established in environmental conditions with 5% oxygen, derived from
human embryos created by in vitro fertilization. These lineages were characterized and showed (i)
morphology with compact colonies and definite outskirts, (ii) uniforms cells, (iii) control without
spontaneous differentiation pluripotency, (iv) freezing and thawing stable, (v) positive evidence for the
pluripotency OCT 3/4, SSEA-4 and NANOG genes, (vi) nhormal karyotype, (vii) ability to the embryoid
bodies formation and spontaneous differentiation, (viii) positive evidence of differentiation for SOX17,
MyoD and NESTIN genes and (ix) teratoma formation with differentiation in the tissues of the three
germ layers. After seven months of expansion and characterization, BR-4 and BR-5, were the first
Brazilian lineages derived at ambient conditions with 5% oxygen and this proved condition (i) increase
in cell proliferation, (ii) control the differentiation and (iii) control of chromosomal abnormalities. These
lineages can be multiplied almost indefinitely and to meet the research needs of many researchers.
Thus, experimental tools have become important for understanding the development and cell
differentiation, and may offer a wide range of potential applications, including the prevention, diagnosis

and treatment of human diseases.

Keywords: embryonic stem cell, derivation, oxygen.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, diversos 6rgaos e tecidos do corpo humano perdem progressivamente
sua capacidade de funcionamento, seja por causa de alguma doenca ou pelo processo normal de
envelhecimento. Ha entdo uma grande demanda de reposicdo desses 6rgaos, que hoje em dia é
atendida por programas de transplante de érgdos. No entanto, por varias razdes, esses programas
de transplante de 6rgaos atendem somente de 5-10% dos pacientes, seja por escassez de doadores

ou pela atual incapacidade de transplante de certos érgéos ou tecidos (Vogel, 1999).

Em 1838 Matthias Schleiden e Theodor Schwann, estabeleceram o que ficou conhecido como
teoria celular que todo o ser vivo é formado por células-tronco (Stem Cells - SCs). Todos os 200 tipos
celulares distintos encontrados entre as cerca de 75 trilhdes de células existentes em um homem
adulto, derivam das células precursoras denominadas SCs. Estas sdo células mestras que tém a
capacidade de se transformar em outros tipos de células, incluindo as do cérebro, corac@o, 0ssos,
musculos e pele (Bolsover et al., 2004).

Nas Ultimas décadas, surgiu a era da medicina regenerativa, que tem como base principal os
novos conhecimentos sobre as SCs e a capacidade do préprio corpo em regenerar 6rgaos e tecidos.
O reconhecimento do impacto desta nova modalidade na medicina culminou com a concesséo do
Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1990 a Joseph Murray e E. Donall Thomas, pioneiros em
transplantes de 6rgéos e células (Mummery et al., 2002).

A partir de entdo a crescente expectativa do uso terapéutico destas células para cura de
males que desafiam a Ciéncia tem ocupado bastante espaco na midia em geral, especialmente a

televisiva, gerando um intenso debate entre cientistas, politicos, religiosos e leigos em geral.

Em 1981, foram derivadas as primeiras linhagens celulares pluripotentes de células-tronco
embrionarias de camundongo (mouse Embryonic Stem Cells - mESCs), a partir de blastocisto
(Blastocyst - BL) de embrides de camundongos e demonstraram grande capacidade de diferenciacéo
in vitro e in vivo (Evans & Kaufman, 1981; Martin, 1981).

James Thomson, em 1998, renovou as esperancas de médicos, pesquisadores, pacientes e
familias, ao derivar as primeiras linhagens celulares pluripotentes de células-tronco embrionarias
humanas (human Embryonic Stem Cells - hESCs), a partir da massa celular interna (Inner Cell Mass -
ICM) de BL de embrides humanos produzidos por fertilizagdo in vitro (in vitro Fertilization - IVF), com a
possibilidade de se encontrar uma cura para doencas degenerativas de origem genética ou nao.
Desde entdo, as técnicas para derivar e cultivar hESCs foram aprimoradas, dependendo de estimulos

externos para gerar linhagens mais especializadas (Thomson et al., 1998).

As pesquisas com células-tronco embrionarias (Embryonic Stem Cells - ESCs) avancam na
busca de tratamentos para muitas doengas que afetam milhdes de pessoas, mas esbarra em varias

guestdes éticas e religiosas (Yamada et al., 2002).
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InGmeras discussdes tém ocorrido nos Ultimos anos sobre normas para a derivagao, registros,
caracterizacdo, armazenamento, bancos, distribuicdo e engenharia dessas células tanto para

pesquisa como para terapia celular (Staba et al., 2004).

Na ultima década, os métodos para cultura de células pluripotentes evoluiram rapidamente
em uma tentativa de atender as necessidades prementes da medicina regenerativa e da descoberta
de drogas. Apesar do progresso rapido no desenvolvimento de novos métodos de cultura de células
pluripotentes, no entanto, ainda enfrentam muitos problemas que precisam ser resolvidos antes de
sua aplicacdo futura. Esses desafios incluem: (i) a falta de protocolos padronizados para aplicacbes
especificas, (i) a auséncia de eficacia para monitorar os ensaios de stress celular induzido pelo
crescimento desordenado, condicfes apoptética excessiva e sinais de diferenciacdo espontanea
durante o processamento das células, (iii) a impureza ou heterogeneidade de células propagadas, (iv)
a instabilidade gendmica relacionada com anormalidades cromossbémicas, e (v) o0 potencial de

tumorigenicidade (Liang e Zhang, 2013).

Por existirem em quantidades reduzidas no corpo e pela dificuldade que apresentam para se
dividir, a producdo em laboratdrio desse tipo celular é limitada. Mesmo assim, cientistas desenvolvem
a cada dia novos métodos para incrementar a cultura e manipulacdo destas células para utilizacédo

em tratamentos de lesdes ou doengas.

Assim, em vista do art. 5° da Lei N° 11.105, de 24 de marco de 2005, que permite, para fins
de pesquisa e terapia, a utilizacdo de embrides humanos produzidos por IVF e nao utilizados no
respectivo procedimento, no Brasil, bem como a caréncia de pesquisadores nessa area, é
fundamental que novas linhagens de células-tronco embrionérias (Embryonic Stem Cells - ESCs)
sejam estabelecidas visando (i) autonomia para pesquisa béasica e aplicagfes clinicas, devido a perda
da estabilidade fenotipica e genética durante o cultivo e a manipulagdo das SCs e (ii) geracao de
linhagens adequadas para uso em seres humanos. Assim, desenvolve-se a pesquisa cientifica de
inovagdo tecnologica “Derivagdo de novas linhagens brasileiras de células-tronco embrionarias
humanas sob condi¢8es fisioldgicas de oxigénio” para consolidar esta area de pesquisa em nosso

pais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Células-tronco sdo células produzidas durante o desenvolvimento do organismo e com
grande capacidade de (i) proliferacéo, (ii) auto-renovacao, (iii) diferenciacéo e (iv) regeneracdo de
tecidos. Estas células podem ser encontradas em (i) embrides recém-fecundados, (i) células
germinativas/orgaos de fetos abortados, (iii) células do sangue do corddo umbilical, (iv) tecidos
adultos e (v) em células do tecido adulto a serem reprogramadas com comportamento de SCs e sao
classificadas em trés grandes grupos como: (i) células-tronco adultas (Adult Stem Cells - ASCs), (i)
células-tronco embrionarias (Embryonic Stem Cells - ESCs) e (iii) células-tronco pluripotentes
induzidas (induced Pluripotent Stem Cells - iPSCs) (Kehat et al., 2002).

De acordo com a plasticidade, ou seja, poder de diferenciacdo celular, as SCs séo
classificadas em (i) totipotentes - células progenitoras que possuem a capacidade de se diferenciar
em diferentes tipos de células dentro de uma Unica linhagem, (ii) pluripotentes - células que possuem
o0 potencial de se diferenciar em células dos trés tipos do folheto embrionario (endoderme,
mesoderme, ectoderme), (iii) multipotentes - células adultas que possuem o potencial de se
diferenciar em um numero limitado de outros tipos de células e (iv) unipotentes - células que possuem

a capacidade de se diferenciar em somente um tipo de célula (Suda et al., 1987).

O processo de diferenciacdo celular compreende diversas etapas programadas
geneticamente, dentre elas: (i) a proliferacéo de células progenitoras/SCs imortais e que respondem a
estimulo mitogénico, (ii) a ativagdo e/ou repressao de inUmeros genes, (iii) a expressao de proteinas
de determinadas linhagens que mediam fung8es bioldgicas especificas, (iv) a repressdo progressiva
da capacidade de responder a fatores mitogénicos e (v) a diferenciacéo terminal completa associada

a perda irreversivel do potencial proliferativo (Scott, 1997; Markert, 1968; Wille & Scott, 1986).

As ESCs sdo células originadas da ICM de um embrido no estagio de BL. Quando um
espermatozoide se funde com o 6vulo, forma-se uma Unica célula, denominada zigoto, que apos a

fecundacéo divide-se em duas células, as duas em quatro, as quatro em oito e assim por diante.

No estagio entre oito e dezesseis células, as células desse embrido se diferenciam em dois
grupos: (i) um com células externas que vai dar origem a placenta e aos anexos embrionarios, e (ii)
outro com células da ICM que vai dar origem ao embrido propriamente dito. Sdo essas células da
ICM do embrido na fase BL que podem ser retiradas e colocadas em placas de cultura onde, em
condicdes apropriadas, podem se manter indiferenciadas, se multiplicarem indefinidamente,
mantendo seu potencial de contribuir para todos os tipos celulares adultos (Evans & Kaufman, 1981;
Martin, 1981; Bradley et al., 1984).

O desenvolvimento das ESCs oferece um vasto numero de aplica¢des potenciais, incluindo

prevencao, diagnostico e tratamento de doencas humanas. Contudo, alegagbes provocativas e
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conflitantes deixam o publico, e a maioria dos cientistas, confusos quanto ao uso e a viabilidade de
tratamentos com as ESCs.

A utilizacdo das ESCs pode alcancar alguns objetivos como (i) compreensdo dos mecanismos
de diferenciacdo, desenvolvimento, identificacdo, isolamento e purificacdo dos diferentes tipos
celulares, (ii) controle da diferenciagcdo em outros tipos celulares, sendo o alvo necessario para o
tratamento de doencas, (iii) conhecimento para desenvolver transplantes compativeis, (iv) uso nos
transplantes com demonstracdo do controle apropriado do crescimento, bem como a obtencéo do
desenvolvimento e fungdo de célula normal e (v) confirmacéo dos resultados bem sucedidos dos

animais em seres humanos (Choi et al., 2002; He et al., 2003; Rounson, 2005).

As ESCs podem ser cultivadas por um longo periodo devido a sua ilimitada capacidade de
multiplicagdo e sdo capazes de se diferenciar in vivo e in vitro. Os testes in vivo das células n&o
podem ser conduzidos em seres humanos por uma série de restricbes quanto ao seu uso e a
producéo de patentes de produtos derivados das mesmas (Thomson et al., 1998; Cowan et al., 2004).
Além disso, as linhagens de ESCs disponiveis foram estabelecidas e cultivadas na presenca de
produtos animais, o que impossibilita seu uso terapéutico em seres humanos (Martin et al., 2005;
Reubinoff et al., 2000).

Alguns estudos demonstraram que, em uma mesma espécie, diferentes linhagens de ESCs
apresentavam alto grau de heterogeneidade quanto a sua capacidade de diferenciagéo, levando a
diferentes respostas quando submetidas aos mesmos tratamentos (Hoffman & Carpenter, 2005;
Allegrucci & Young, 2007).

As caracteristicas morfolégicas das ESCs, indiferenciadas, crescem em coldnias
herméticamente uniformes com bordas definidas na periferia das col6nias. Nucleo grande em
comparacdo com o citoplasma e nucléolo proeminente (Trosko et al., 1990). Outras caracteristicas
destas células séo: (i) atividade de fosfatase alcalina, (ii) presenc¢a do fator de transcricao, (iii) alta
atividade da telomerase e (iv) variedade de marcadores celulares reconhecidos por anticorpos

monoclonais nos antigenos embrionarios (Donavan & Gearhart, 2001).

Para fomentar a investigacdo com ESCs, busca-se obter e caracterizar linhagens uniformes,
de forma segura e mais completa, que atendam a critérios estritos para a facilidade de manipulagéo,
incluindo fatores importantes, como: (i) pluripoténcia in vitro e in vivo, (ii) fatores de crescimento, (iii)
citocinas e homonios, (iv) nivel de oxigénio, (v) andlise de cariotipo, (vi) imunohistoquimica, (vii)
formagdo de corpos embridides (Embryoid Bodies - EBs), (vii) formagdo de teratoma, (ix)
procedimentos de criopreservacdo e (x) descongelamentos simplificados (Prokhorova et al., 2009;
Buzzard et al., 2004; Choi et al., 2002; Rounson, 2005; Plaia et al., 2006).

Outro fator muito importante para o controle in vitro das ESCs sdo as matrizes celulares. O
cultivo de ESCs requer adesao a uma matriz celular ou extracelular para sobrevivéncia e crescimento

(Nieto et al,, 2007). Estas células s&o cultivadas com fibroblastos mitoticamente inativos
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(metabolicamente ativos), por meio de Mitomicina C ou por irradiacdo gama, que inibe a replicagédo do
DNA (Roy et al., 2001), ou sem fibroblastos inativos e com adicédo de fator de inibicdo de leucemia
(Leukemia Inhibitory Factor - LIF), que ativa o fator STAT3 e permite a manuten¢do do estado
indiferenciado das ESCs (Watt & Hogan, 2000; Smith, 2001).

O nivel de oxigénio € um composto muito adequado ao papel que exerce no metabolismo de
producdo energética. Células, tecidos e organismos sentem quando o oxigénio é limitante e
respondem de forma adequada, sendo que a adaptagdo as alteragdes na concentracdo de oxigénio
no ambiente depende de mudancas nos niveis de expressdo de uma série de proteinas (Poyton,
1999).

Em mamiferos, a resposta a limitacdo de oxigénio vai desde alteracfes imediatas no
metabolismo energético até a ativacdo de vias de controle da expressdo génica. No inicio da
exposi¢do a uma condicao de baixa tensédo de oxigénio, ocorre uma rapida mudanca no metabolismo,
de aerdbico para anaerobico, e supressdo de reagdes que consomem energia (Hochachka, et al.,
1996).

Esta condicéo de oxigénio reduz a diferenciacdo esponténea das ESCs por meio de perda da
forforilagdo oxidativa e da producéo de ATP pelas mitocdndiras, ou seja, inicialmente impede a célula

de usar seu principal meio de obtencéo de energia (Millman et al., 2009; Ezashi & Roberts, 2005).

A mitocdndria participa da manutencdo de funcdes celulares vitais, tais como respiracdo e
sintese de ATP, modulacdo do estado redox da célula, regulacdo osmdtica, controle do pH,

homeostase do calcio no citosol e sinalizacao intracelular (Kaplowitz, 2000).

As ESCs quando cultivadas em baixa concentracdo de oxigénio, sdo mantidas em estado
fenotipico indiferenciado por multiplas divises celulares, apresentam evidéncias quanto (i) 0 aumento
da proliferacdo celular (Harvey et al., 2004; Morrison et al., 2000; Lennon et al., 2001), (ii) a reducao
da diferenciacdo espontdnea (Ezashi et al., 2005; Ludwig et al., 2006) e (iii) a reducdo de aberracdes

cromossOmicas (Forsyth et al., 2006).

Alguns pesquisadores demonstraram que o nivel da pluripoténcia das ESCs ¢ identificado in
vitro com a formacgdo de EBs, ou seja, quando ocorre a remoc¢éo dos fibroblastos inativos e LIF e
realiza-se o cultivo celular em suspensdo, as ESCs sdo induzidas a entrar em um programa de
diferenciagdo in vitro de forma sincronizada. Nestas condicdes, estas células se diferenciam,
espontaneamente, e formam agregados de células, denominados EBs (Ling & Neben, 1997), em
linhagens celulares, com origem nos trés folhetos embrionarios, e expressaram os genes OCT 3/4,
SSEA-4, NANOG, SOX-17, MyoD, NESTIN por meio da imunohistoquimica (Brook & Gardner, 1997).

A pluripoténcia in vivo com ESCs é realizada somente através da injecdo destas células em
camundongos imunodeficientes para ocorrer a diferenciacao nos trés folhetos embrionarios (Wobus &
Boheler, 2005).
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As ESCs, quando injetadas em camundongos NOD/SCID, respondem aos diferentes
estimulos in vivo e se diferenciam desorganizadamente em qualquer tipo de tecido/células do
individuo adulto. Estes tecidos consistem em tecidos dos trés folhetos embrionarios e extra-
embrionarios, quando tratados com determinados fatores de crescimento, citocinas e horménios, e
forma teratomas e teratocarcinomas (Wille & Scott, 1986; Trosko et al., 1990; Watt & Hogan, 2000;
Reubinoff et al., 2000; Przyborski, 2005).

Os teratomas sdo tumores, caracterizados pelo aumento anormal de uma parte ou da
totalidade de um tecido, originados de células embrionéarias, podem ser benignos ou malignos (Pierce
et al., 1960).

A diferenca entre o tumor benigno e o tumor maligno, é a auséncia de diferenciacédo celular.
Os tumores benignos (teratoma maturo/dermdide - cisto) tendem a apresentar crescimento lento,
ordenado, ndo-infiltrativo, sem metastase e expansivo, e permitem a forma¢éo de uma pseudocapsula
fiborosa. Os tumores malignos (teratoma imaturo/sélido - teratocarcinoma) tendem a apresentar
crescimento rapido, desordenado, infiltrativo, com metistase e ndo permitem a formacdo da

pseudocapsula fibrosa (Andrews, 2005; Kleinsmith & Pierce, 1964).

A formacgéo e a composi¢do dos teratomas é um obstaculo critico para um transplante seguro
de ESCs para tratamentos clinicos em seres humanos no futuro, e isso parece ser influenciado por
diversos fatores, incluindo: (i) o local do implante, o que afeta o crescimento e a composi¢cdo do
tumor, (i) o numero de células transplantadas e (iii) a fase de desenvolvimento do hospedeiro (Cooke
et al., 2006; Muotri et al., 2005).

Varios meétodos foram descritos na literatura em relacdo ao local onde as ESCs sao
implantadas, como: (i) sob a capsula renal (Heins et al., 2004), (ii) por via intramuscular (Plaia et al.,
2006), (iii) por via intratesticular (Stojkovic et al., 2005) e (iv) por via subcutanea (Cooke et al., 2006).

Todos estes estudos, ndo esclarecem se existe regido especifica que diferencie a eficiéncia
de formagdo de teratoma ou na composicdo do tecido. E plausivel que uma regido especifica de
implantagdo possa afetar o grau e o tipo de diferenciagdo no teratoma, devido a influéncia do

microambiente de diferenciacdo das ESCs (Kleinsmith & Pierce, 1964).

No entanto, existem poucos estudos onde essa comparacdo foi realizada. Alguns estudos
mostraram que a concentracdo do niumero de células transplantadas é outro fator que influencia na
formagédo do teratoma. Em alguns casos, um ndmero pequeno de ESCs transplantadas, dependendo
do local do implante, pode resultar na formacdo de teratoma (Prokhorova et al., 2009; Blum &
Benvenisty, 2008).

Porém, para utilizacdo das ESCs em terapia celular, a diferenciagdo desorganizada em varios
tecidos ou a formacdo de teratomas ndo é conveniente. Assim, antes de transplanta-las, é
fundamental diferenciar as ESCs, in vitro, no tipo celular desejado, de acordo com a doenca a ser
tratada (Scott, 1997; Markert, 1968; Wille & Scott, 1986).
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Nos ultimos anos, a diferenciacdo in vitro das ESCs estéo direcionadas em tipos especificos
de células, como: (i) nervosas, (ii) produtoras de insulina, (iii) do musculo cardiaco, (iv) da medula
Ossea e (v) outras. Quando estas células sdo transplantadas em animais doentes, elas exercem um
efeito terapéutico, em varias doencas, incluindo: (i) doenca de Parkinson, (ii) paralisia por trauma de

medula espinhal, (iii) diabetes e (iv) leucemias (Guasch & Fuchs, 2005).

Em 2010, o primeiro teste clinico em seres humanos com células derivadas das ESCs foi
iniciado nos EUA, em individuos com lesdo de medula espinhal. Os principais objetivos deste
experimento foram: (i) avaliar a seguranca das células injetadas, ou seja, se elas ndo formam
tumores como as ESCs néo diferenciadas e (ii) avaliar a resposta imunolégica do organismo contras
as células derivadas das ESCs. Uma vez verificados estes pontos, foi também estudada a eficacia do

tratamento (Geron, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1

v

3.2

Geral

Estabelecer linhagens brasileiras de hESCs, em condigbes ambientais ideiais com 5% de O,,

derivadas de embrides humanos gerados por IVF.

Especificos

Descongelar e cultivar embrides humanos de acordo com a Lei de Biosseguranga (n° 11.105, de
24 de marco de 2005) até o estégio de BL.

Isolar a ICM de embri6es humanos cultivados até o estagio de BL.
Estabelecer, cultivar e expandir as linhagens de hESCs.
Caracterizar as linhagens de hESCs com:

o Analise morfolégica,

o Teste de criopreservacao,

o Teste de imunohistoquimica para pluripoténcia,

o Andlise de cariétipo,

o Teste de formacéo de EBs,

o Teste de diferenciagdo espontanea,

o Teste de imunohistoquimica para diferenciacdo espontanea,

o Teste de formacéo de teratoma (in vivo).



22

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local

Este estudo foi realizado, na FERTIVITRO - Centro de Reprodu¢do Humana e no Laboratério
Nacional de Células-Tronco Embrionarias (LaNCE) do Instituto de Biociéncias da Universidade de
Séao Paulo (IB-USP), com a colaboracéo e apoio técnico-cientifico dos alunos e funcionarios do grupo

de pesquisa da Profa. Dra. Lygia da Veiga Pereira.

4.2 Consideracgbes Eticas

Todos os procedimentos seguiram as normas da Lei de Biosseguranca (n° 11.105, de 24 de
marco de 2005) e foram aprovados pelo Comite de Etica do IB-USP (Protocolo n° 044/2006) (Anexo
1).

As doacbes dos embribes foram realizadas seguidas de termos de doacdo, datado e
assinado, entre a FERTIVITRO - Centro de Reprodu¢do Humana e o LaNCE do IB-USP,

confidencialmente.

Os experimentos com animais seguiram 0s protocolos, em estrita conformidade, com as
recomendagfes do Guia para o cuidado e uso de animais de laboratério do National Institute of Health

- NIH (http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-care-and-use-of-laboratory-animals.pdf) e foram

aprovados pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal do IB-USP (protocolo n® 123/2011).

4.3 Amostra

Este estudo foi realizado com dezesseis embrides humanos, descongelados e cultivados, até
0 estagio de BL, pela FERTIVIRO - Centro de Reprodugdo Humana e doados para o LaNCE do IB-
USP.

4.4 Procedimentos

As placas utilizadas para o cultivo celular foram placas de 6 pocos (Corning Costar),
previamente tratadas por 45 minutos (RT), com BD Matrigel hESC-qualified Matrix® (BD Biosciences)

suplementadas com DMEM F-12 (Invitrogen).


http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-care-and-use-of-laboratory-animals.pdf
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O cultivo celular foi realizado com meio de cultivo mTeSR®1 Basal Medium (StemCell
Technologies) suplementado com mTeSR®1 5x Supplement (StemCell Technologies) e incubado em
temperatura a 37°C com 5% CO,e 5% O,

A manutencado e expansao foram realizadas a cada 4-6 dias com a troca do meio de cultivo

1/2

celular e por passagens mecanicas realizadas com seringa de insulina (27,5G™°), com cortes

uniformes.

4.4.1 Isolamento da ICM

Os embribes no estagio de BL foram submetidos ao isolamento da ICM, mecanicamente, e
colocados em placas de cultivo celular de 4 pogos (Nunc), previamente tratadas com 0,1% Gelatin
solution (Sigma) por 45 minutos, e plaqueadas com MEFs (Chemicon International) por 48 horas.
Foram cultivados com KO-DMEM (Invitrogen), 20% KO-SR (Hyclone) Medium, 50U/ml penicilina /
streptomicina, 1x glutaMAX 200mM (Invitrogen), 1x MEM 100x NEAA (Cambrex), 50uM BME 50mM
(Invitrogen), 10ng/ml bFGF (Invitrogen) human recombinant 10ug e incubados. Apés 48 horas de
incubacédo, foi realizada a troca parcial (50%) do meio de cultivo celular das placas e, nos dias
seguintes, a troca foi realizada diariamente. Entre os dias 4-5, foram adicionados MEFs (Chemicon

International) para manter as células em cultivo até realizar a primeira passagem mecénica celular.

4.4.2 Teste de criopreservacao

O teste de congelamento foi realizado na passagem (P10). As colbnias foram cortadas
mecanicamente, transferidas para tubo de 15ml (Falcon) e centrifugadas com uma rotacdo de
1000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi aspirado e o pellet ressuspendido, “gota a gota”, no gelo,
com 10% mTeSR®1 Basal Medium (StemCell Technologies) suplementado com mTeSR®1 5x
Supplement (StemCell Technologies), 10% DMSO (Sigma), 80% KO-SR (Hyclone) Medium. As
coldnias foram colocadas em cryo-tubes (Corning Costar) com 400-500ul do meio de congelamento
descrito acima, e congeladas em temperatura a -80°C por 48 horas em Nalgene® Mr.Frosty (Nalge
Nunc International) com isopropanol e transferidas para tanques de nitrogénio liquido em temperatura
a -196°C.

O teste de descongelamento foi realizado na passagem (P10). As colbnias foram
descongeladas, rapidamente, em banho-maria, em temperatura a 37°C, ressuspendidas com DMEM
F-12 (Invitrogen) e centrifugadas com uma rotacdo de 1000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi

aspirado e o pellet ressuspendido e plagueado com meio de cultivo, e incubado por 48 horas.
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4.4.3 Andlise de cariétipo

A andlise de cariotipo foi realizada na passagem (P11). O meio de cultivo celular da placa foi
aspirado e adicionado 30ul de colchicina (Sigma) por 1 hora e 30 minutos (RT), 15ul de brometo de
etideo por 1 hora e 30 minutos (RT), 1x DPBS pH 7,4 (Invitrogen) 3 vezes por 5 minutos (RT), 2ml de
Tripsina-EDTA 0.25% (StemCell Technologies) por 3-5 minutos (incubadas). As células tripsinizadas
foram aspiradas e transferidas para um tubo de 15ml (Falcon) e centrifugadas com uma rotagéo de
1000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi aspirado e o pellet ressuspendido com solucéo hipoténica
de 0.075M KCL (Sigma) por 15 minutos (incubadas) e centrifugado com uma rotacao de 1000rpm por
5 minutos. A fixagdo foi realizada com solucdo de metanol (3:1) com acido acético (Sigma) e foram
colocadas nas laminas de leitura para proceder com a analise das metafases, apds duas semanas de
envelhecimento, com o programa Standard G-banding (Gosden et al.,, 1992). As andlises das
metafases foram realizadas usando um Axiophot 2 (Carl Zeiss) e as imagens foram capturadas pela
camera CCD (Carl Zeiss) e ISIS software (MetaSystem).

4.4.4 Teste de imunohistoquimica

A imunohistoquimica foi realizada na passagem (P12). As colbnias, indiferenciadas e
diferenciadas, foram cultivadas em lamina de cultivo celular, de 4 pocos (BD Biosciences), e
marcadas de acordo com os protocolos dos fabricantes de cada anticorpo, incluindo a diluicdo. Foram
fixadas com solucéo 4% PFA (Sigma) por 10 minutos, permeabilizadas em 0,1% Triton x-100 solution
(Sigma) por 15 minutos (RT) e bloqueadas em 1% FBS (Hyclone) por 1 hora (RT), 0,5% Triton x-100
solution (Sigma) por 15 minutos (RT). Foram marcadas com os anticorpos primarios, para células
indiferenciadas: OCT 3 / 4 (1:100; Santa Cruz Biotechnology), SSEA-4 (1:50; Chemicon) e NANOG
(1:25; R&D Systems) e para células diferenciadas: SOX17 (1:250; R&D Sytems) (endoderme), MyoD
(1:50; BD Pharmingen) (mesoderme) e NESTIN (1:100; Chemicon) (ectoderme) e com o anticorpo
secundario Alexa Fluor 488 (1:1000; Molecular Probes). Os nucleos das células foram contrastados
com DAPI e as laminas foram montadas em meio de montagem Vectashield (Vector Laboratories,
Burlingame, CA). Todas as colbnias presentes nas laminas foram analisadas para confirmar o sinal
positivo de cada um dos anticorpos. As andlises foram realizadas usando um Axiophot 2 (Carl Zeiss)
e as imagens foram capturadas pela camera CCD (Carl Zeiss) e ISIS software (MetaSystem).

4.4.5 Teste de formacéo de corpo embridide

A formacéao de corpo embridide foi realizada na passagem (P12). As colbnias foram cortadas
mecanicamente, plagueadas com agarose e cultivadas em 80% DMEM High-glucose (Invitrogen),
20% FBS - Defined (Hyclone), 1ImM Sodium Pyruvate Stock (Sigma), 0.1mM MEM NEAA (Invitrogen),
0.055mM BME (Sigma), 2mM L-Glutamine (Invitrogen), e incubadas por 10-14 dias até a formacao
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dos EBs. Para o crescimento das colonias de hESC diferenciadas nos trés folhetos embrionarios, os

EBs foram cultivados com meio de cultivo celular e incubados.

4.4.6 Teste de formacéo de teratoma (in vivo)

A formacdo de teratoma foi realizada na passagem (P12). Para a formacgéo de teratoma,
foram utilizados trés animais, camundongos imunodeficientes (C57/B16 NOD / SCID mice), com 4-6
semanas de vida, para cada linhagem. Uma semana antes de iniciar os experimentos, todos os

animais estavam em ambiente estéril e climatizado.

As colbnias diferenciadas foram cortadas mecanicamente, em pedacos com
aproximadamente 1x10° (100 pedagos) de células por amostra, centrifugadas com uma rotagéo de
1000rpm por 5 minutos, ressuspendidas com 140ul DMEM F-12 (Invitrogen) e 60ul BD Matrigel
hESC-qualified Matrix (BD Biosciences) e colocadas no gelo até o momento da injecdo nos animais.

Cada amostra de hESCs foi correspondente a um animal.

No biotério, todos os animais foram manipulados dentro da cabine de fluxo laminar para evitar
qualquer tipo de contaminacdo. Antes de iniciar as inje¢cbes com hESCs, os animais foram
anestesiados, por 30 minutos, com injecdo intraperitoneal com 6mg/kg ketamina e 0,6mg/kg xilazina
para cada animal. Cada amostra de hESCs foi ressuspendida, cuidadosamente, com uma pipeta de
200ul. A amostra foi aspirada com uma seringa com agulha, e realizada a inje¢cdo das hESCs na
regido subcutanea dos animais. Os animais ficaram em observacédo até 12 semanas, para reagdo
adversa ou o ndo desenvolvimento do teratoma. Semanalmente, com acompanhamento de raio-X e
ultrassom, os animais foram examinados para avaliar a possivel formagéo do teratoma, as fases de

inicio e o grau do tumor.

Com a formacéo do teratoma, foi realizada a eutanasia nos animais, em ambiente estéril,
dentro da cabine de fluxo laminar, de acordo com protocolo padrdo. O teratoma foi removido
cirurgicamente, fixado em 4% PFA (Sigma) e embebido em parafina para realizar a analise

histologica.

O bloco de parafina com a amostra foi cortado no micr6tomo, com 5um de espessura, fixado
em lamina e corado pelo método de coloragdo HE (hematoxilina-eosina). As laminas foram
analisadas (Salaman & Gwynn, 1951) usando um Axiovert (Carl Zeiss) e as imagens foram

capturadas pela cAmera CCD (Carl Zeiss) e ISIS software (MetaSystem).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira linhagem brasileira gerada de hESCs foi nomeada BR-1 (46, XY) (Fraga et al.,
2008).

Em 2010, foi gerada a segunda linhagem brasileira de hESCs, nomeada BR-2 (69, XXX), em
condi¢cbes ambientais com 20% de O,, derivada de um embrido com 3 pré-nuicleos (3PN) (embrido
inviavel). Devido a esta anomalia no embrido, esta linhagem néo pode ser usada para uso em terapia

celular, tornou-se um interessante modelo in vitro de poliploidia humana.

Segundo Martin et al (2005), pode-se obter linhagens de hESCs (Thomson et al., 1998;
Cowan et al., 2004) de grupos que as desenvolveram, porém sem garantia de qualidade e com uma

série de restricbes quanto ao seu uso e a producéo de patentes de produtos derivados das mesmas.

Kehat et al (2002), esclaresceu que as linhagens de hESCs, dependendo de estimulos

externos, dao origem a diferentes linhagens celulares mais especializadas.

Prokhorova et al (2009), Buzzard et al (2004), Choi et al (2002), Rounson (2005) e Plaia et al
(2006) afirmaram que os componentes essenciais do processo de derivagdo de hESCs séo: (i)
embrides, (ii) métodos de manipulacdo dos embribes, (iii) matrizes celulares, (iv) meios de cultivo

celular, (v) condigBes ambientais ideais e (vi) condi¢cdes de cultura em geral.

Neste estudo, seguiu-se todos os cuidados necessarios para derivar estas novas linhagens
de hESCs. Desde a fase de descolgelamento dos embrides até a fase de caracterizacdo final das

hESCs, todo o estudo foi realizado em condi¢8es ambientais ideiais com 5% de O,

De acordo com Ezashi et al (2005), Ludwig et al (2006) e Forsyth et al (2006), a baixa
concentracdo de oxigénio em derivacdes de hESCs contribuiu com a estabilidade da pluripoténcia e

de aberracdes cromossbémicas.

Os dezesseis embrides que foram doados para a realizacdo deste estudo, tiveram as ICMs
isoladas e plaqueadas. Apds dez dias em cultivo, duas das ICMs isoladas aderiram na placa de

cultivo e sobreviveram para dar continuidade na derivacdo das novas linhagens de hESCs.

Apéds dois meses que as ICMs estavam aderidas em cultivo, estabeleceu as duas linhagens
brasileiras de hESCs, nomeadas BR-4 (Figura 1A) e BR-5 (Figura 1B) e as mesmas foram destinadas

ao processo de caracterizagéo.
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Figura 1 — Etapas do processo de isolamento e derivagéo das linhagens de hESCs.
(A) BR-4 e (B) BR-5. ICMs aderidos em MEFs depois de 9 dias (D9), 10 dias (D10),
11 dias (D11) e 12 dias (D12) em cultivo celular. Escala: 100pum.

O processo de caracterizacdo foi seguido com: (i) andlise morfolégica, (i) teste de
criopreservecao, (iii) teste de imunohistoquimica para pluripoténcia in vitro, (iv) analise de cari6tipo,
(v) teste de formacdo de EBs, (vi) teste de diferenciacdo espontanea in vitro, (vii) teste de

imunohistoguimica para diferenciag¢éo in vitro e (viii) teste de formagéo de teratoma.

As linhagens de hESCs BR-4 e BR-5, possuem um diferencial em comparagdo com as
linhagens, do mesmo grupo, de hESCs BR-1 e BR-2. A BR-4 e BR-5 foram derivadas em condi¢bes
ambientais ideiais com 5% de O,, e foi demonstrado que as linhagens geradas sob estas condigdes
ambientais diminuiram a quantidade de células com diferenciacdo espontanea e controlaram a
pluripoténcia e a proliferagéo das células.
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Zhang et al (2001), Reubinoff et al (2000) e Schuldiner et al (2000) derivaram linhagens de
hESCs com aprimoramento nas técnicas de cultivo, e estas sdo utilizadas em pesquisas sobre

biologia do desenvolvimento humano e terapia celular.

Watt & Hogan (2000) e Smith (2001) afirmaram que a acdo do LIF mantém o estado
indiferenciado das hESCs, elas sdo cultivadas por um longo periodo devido a sua ilimitada
capacidade de multiplicacdo. Assim, melhorias sdo alcancadas na manutencdo dessas células no

estagio indiferenciado e no controle de sua diferenciagdo em direcéo a varios tipos celulares.

O cultivo celular das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, foi realizado com adigdo de LIF, em

todas as etapas dos processos da derivacdo (expanséo, estabelecimento e caracterizacdo).

Segundo Trosko et al (1990), as hESCs se proliferam com vias de sinalizacdo balanceadas.
As caracteristicas das colénias de células indiferenciadas crescem uniformes com bordas definidas,

nudcleo grande e nucléolo proeminente.

Para se ter essa uniformidade das colonias de hESCs, o uso de técnicas e métodos seguros

e bem delineados, sdo importantes para atender critérios para facilitar a manipulacao.

Devido as condigGes de oxigénio que estas células foram cultivadas, as colbnias das
linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, exibiram morfologia caracteristica de hESCs, com colénias mais
compactas e com bordas bem definidas, e células com nlcleos e nucléolos proeminentes e uniformes
(Figura 2).

Figura 2 — Analise morfoldgica caracteristica de estrutura compacta de colénia de hESCs. Coldnia herméticamente
uniforme e com bordas definidas na periferia. Nlcleo grande em compararacdo com citoplasma e nucléolo

proeminente. Escala: 100pum.

Um dos principais testes de caracterizacdo € o teste de criopreservacdo. As linhagens de
hESCs, BR-4 e BR-5, foram congeladas e descongeladas diversas vezes e apresentaram um
diferenca significativa em relacdo ao tempo de descongelamento da BR-4, que foi mais sensivel do

que a BR-5.

Segundo Freshney (1994), todo teste de criopreservecdo deve ser realizado rapidamente, e

cuidadosamente aplicado para obter o maior niumero de células possiveis e ndo causar nenhum tipo
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de stress celular na amostra. Os protocolos devem ser seguidos rigorosamente como descritos para

nenhuma intercorréncia.

De acordo com Brook & Gardner (1997), o teste de imunohistoquimica para pluripoténcia in
vitro € um método de caracterizacdo importante destas células para identificar o controle da
diferenciacdo da mesmas.

Nas duas linhagens foi realizado o teste de pluripoténcia, em laminas de imunohistoquimica, e
tiveram expressdo positiva com imunofluorescéncia para os genes OCT 3/4, SSEA-4 e NANOG
(Figura 3).
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Figura 3 — Expressao de marcadores de pluripoténcia das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, por imunohistoquimica.
As colénias, BR-4 e BR-5, indiferenciadas, foram positivas para os marcadores OCT 3/4 (vermelho), SSEA-4

(vermelho) and NANOG (verde). Nucleos foram contrastados com DAPI (azul). Escala: 100pm.

A analise de carittipo das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, foi realizada a fim de verificar
se alguma destas linhagens apresentavam ou ndo aneuploidias e para confirmar o sexo de cada
linhagem. As linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, revelaram a presenca dos conjuntos de
cromossomos com eupldidia normal em ambas as linhagens de hESCs. A linhagem BR-4 mostrou
cariotipo masculino normal (46, XY) e a linhagem BR-5 mostrou cariétipo feminino normal (46, XX)
(Figura 4).

Segundo Scott (1997), Markert (1968) e Wille & Scott (1986), algumas etapas programadas
geneticamente sdo compreendidas pelo processo de diferenciagdo celular espontdnea como

caracteristica essencial para as hESCs serem utilizadas com seguranca.
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Figura 4 — Andlise de cari6tipo das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, com G-banding das células na passagem 10. A BR-4
mostrou cariétipo masculino normal (46, XY) e a BR-5 mostrou cariétipo feminino normal (46, XX).

A diferenciacdo esponténea ocorre na auséncia de LIF, segundo Ling & Nebe (1997), e
demonstram que esta andlise € uma identificagdo da pluripoténcia das linhagens de hESCs. Estas
linhagens sdo induzidas a entrar em um programa de diferenciagdo in vitro de forma sincronizada

originando os EBs.

As linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, foram induzidas a formar os EBs (Figura 5A). Foram
cultivadas em suspenséo e com auséncia de LIF e as duas linhages de hESCs foram suficientes para

formar EBs adequados para realizar a etapa de crescimento espontaneo.

Em placas de cultivo aderentes, as linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, foram submetidas a
formag&o espontanea de colbnias indiferenciadas para formar células dos trés folhetos embrionérios
(Figura 5B).
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Figura 5 — Etapas do processo de diferenciagdo das linhagens de hESCs. (A) Formacdo de corpos embridides das linhagens de
hESCs, BR-4 e BR-5, em suspenséo, em placas de cultivo celular ndo aderente. (B) Diferenciagdo espontanea das linhagens de
hESCs, BR-4 e BR-5, aderidas em placa de cultivo celular aderente. Escala: 100um.
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Ainda seguindo os conceitos de Brook & Gardner (1997), o teste de imunohistoquimica para
diferenciagédo in vitro € outro método de caracterizagcdo importante destas células para identificar o
controle da diferenciacdo da mesmas.

O teste de diferenciacdo in vitro das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, foi realizado em

laminas de imunohistoquimca, e tiveram expressao positiva com imunofluorescéncia para os genes
Sox17, MyoD e NESTIN (Figura 6).
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Figura 6 — Expresséo de marcadores de pluripotencia das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, por
imunohistoquimica. As colbnias, BR-4 e BR-5, diferenciadas, foram positivas para os marcadores

SOX17 (verde), MyoD (verde) e NESTIN (verde). Nucleos foram contrastados com DAPI (azul).
Escala: 100um.

Estes resultados demonstraram, in vitro, de que estas linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5,

foram capazes de se diferenciar em células representativa dos trés folhetos embrionarios.

De acordo com Wobus & Boheler (2005), o Unico teste de identificagdo da pluripoténcia in
vivo com hESCs é a formacédo de teratoma, realizado com a inje¢do destas células em camundongos

imunodeficientes para ocorrer in vivo a diferenciagcao nos trés folhetos embrionérios.

O teste de formacgdo de teratoma in vivo foi realizado com as linhagens de hESCs, BR-4 e
BR-5. Apds 10 semanas da injecdo, foram observados a formacgéo de tumores e para concluséao final
destes resultados, foram realizadas as andlises histolégicas dos tumores, pelo método de coloragéo

HE (Hematoxilina-Eosina). Varios tipos de células/tecidos foram identificados nas duas linhagens de
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hESCs e foram capazes de se diferenciar em varios tecidos representante dos trés folhetos

embrionodrios (Figura 7).

BR-4 BR-5

Figura 7 — Andlise histol6gica das linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, realizada pelo método de
colorac@o HE (Hematoxilina-Eosina). Imagens de se¢des de teratomas derivados das linhagens
de hESCs, BR-4 e BR-5, mostrando derivacdes dos trés tecidos germinativos embrionario. As
linhagens se diferenciaram em varios tecidos representativos da ectoderme, mesoderme e
endoderme como (ad) adiposo; (c) cartilagem; (ge) epitélio glandular; (m) tecido muscular; (ne)
epitélio neural; (nr) rosetas neural; (v) vasos. Escala: 100um.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo foi abordado a derivacdo das primeiras linhagens brasileiras de células-tronco

embrionarias humanas em condi¢cdes ambientais ideiais com 5% de O,.

Concluimos que, dos dezesseis embribes doados para a realizacdo deste estudo,
descongelados e cultivados, de acordo com a a Lei de Biosseguranca (n°® 11.105, de 24 de marc¢o de
2005), até o estagio de BL pela FERTIVITRO - Centro de Reproducdo Humana, somente dois destes
embrides tiveram a ICM aderida na placa de cultivo e seguiram no estabelecimento das linhagens de
hESCs.

As primeiras linhagens brasileiras de hESCs foram estabelecidas, apds dois meses em
cultivo, denominadas BR-4 e BR-5 e foram cultivadas por sete meses para expansao e

caracterizagdo das mesmas.

Quanto as caracterizagdes, as linhagens de hESCs, BR-4 e BR-5, derivadas sob estas
condicdes de O,, apresentaram (i) morfologia com colénias compactas e bordas bem definidas, (ii)
células uniformes, (iii) controle da pluripoténcia sem diferenciacdo espontanea, (iv) congelamento e
descongelamento estavel, (v) comprovagdo positiva de pluripoténcia para os genes OCT 3 / 4, SSEA-
4 e NANOG, (vi) cariotipo normal, (vii) aptidez & formagéo de corpos embridides e a diferenciagéo
espontanea, (vii) comprovacao positiva de diferenciagdo para os genes Sox17, MyoD e NESTIN e
(ix) formacéo de teratoma com diferenciagdo nos tecidos dos trés folhetos embrionarios, (x) aumento
da proliferacdo celular, (xi) controle da diferenciacdo e (xii) controle de anormalidades

cromossobmicas.

Com os resultados positivos destas caracterizacdes, 0 estabelecimento das linhagens de

hESCs, BR-4 e BR-5, foi concluido com sucesso.

Estas linhagens podem ser mutiplicadas quase que indefinidamente e suprir a necessidade
de pesquisa de varios pesquisadores. Assim, se tornam ferramentas experimentais importantes para
a compreenséo da diferenciacéo e desenvolvimento celular, e podem oferecer uma ampla gama de

aplicagcbes potenciais, incluindo a prevenc¢édo, diagndéstico e tratamento de doencas humanas.



34

REFERENCIAS

ALLEGRUCCI, C. and YOUNG, L. E. Differences between human embryonic stem cell lines. Hum.
Reprod. Update, (13) 103-120. 2007.

ANDREWS, P. W. Embryonic Stem (ES) cells and Embryonal Carcinoma (EC) cells: opposite sides
of the same coin. Biochem. Soc. Trans., (33) 1526-1530. 2005.

BLUM, B. & BENVENISTY, N. The tumorigenicity of human embryonic stem cells. Adv. Cancer Res.,
(100) 133-158. 2008.

BOLSOVER, S. R.; HYAMS, J. S.; SHEPHARD, E. A.; WHITE, H. A.; WIEDEMANN, C. G. Cell
Biology. Hoboken, (1) 531. 2004.

BRADLEY, A.; EVANS, M.; KAUFMAN, M.H. and ROBERTSON, E. Formation of germ-line
chimaeras from embryo derived teratocarcinoma cell lines. Nature, (309) 255-256. 1984.

BROOK, F. A.; GARDNER, R. L. The origin and efficient derivation of embryonic stem cells in the
mouse. Proc. Nat. Acad. Sci. USA., (94) 5709-5712. 1997.

BUZZARD, J. J.; GOUGH, M. M.; CROOK, J. M. and COLMAN, A. Karyotype of human embryonic
stem cells during extended culture. Nat. Biotechnol., (22) 381-382. 2004.

CHOI, D.; OH, H. J.; CHANG, U. J.; KOO, S. K.; JIANG, J. X.; HWANG, S. Y.; LEE, J. D.; YEOH, G.
C.; SHIN, H. S.; LEE, J. S.; OH, B. In vitro differentiation of mouse embryonic stem cells into
hepatocytes. Cell Transplantation, (11) 359-368. 2002.

COMMITTEE FOR THE UPDATE OF THE GUIDE FOR THE CARE AND USE OF LABORATORY
ANIMALS. Guide for the care and use of laboratory animals. The National Academies Press, 8 ed.

Washington, D.C. Disponivel em: <http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-care-and-use-of-

laboratory-animals.pdf>. Acesso em: 13 jun. 2011.

COOKE, M. J.; STOJKOVIC, M.; PRZYBORSKI, S. A. Growth of teratomas derived from human
pluripotent stem cell is influenced by the graft site. Stem Cells Dev., (15) 254-259. 2006.

COWAN, C. A,; KLIMANSKAYA, |.; MCMAHON, J.; ATIENZA, J.; WITMYER, J.; ZUCKER, J. P
WANG, S.; MORTON, C. C.; MCMAHON, A. P.; POWERS, D.; MELTON, D. A. Derivation of
embryonic stem-cell lines from human blastocysts. N. Engl. J. Med., (350) 1353-1356. 2004.

DONAVAN, J. P. and GEARHART, J. The end of the beginning for pluripotent stem cells. Nature,
(414) 399-405. 2001.


http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-care-and-use-of-laboratory-animals.pdf
http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-care-and-use-of-laboratory-animals.pdf

35

EVANS, M. J.; KAUFMAN, M. H. Establishment in culture of pluripotential cells from mouse embryos.
Nature, (292) 154-156, 1981.

EZASHI, T.; DAS, P. and ROBERTS, R. M. Low 0, tensions and the prevention of differentiation of
human embryonic stem cells. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, (102) 4783-4788. 2005.

FORSYTH, N. R.; MUSIO, A.; VEZZONI, P.; SIMPSON, A. H.; NOBLE, B. S.; MCWHIR, J.
Physiologic oxygen enhances human embryonic stem cell clonal recovery and reduces chromosomal
abnormalities. Cloning and Stem Cells, (8) 16-23. 2006.

FRAGA, A. M.; SUKOYAN, M.; RAJAN, P.; BRAGA, D. P.;IACONELLI JR, A.; FRANCO JR, J.
G.; BORGES JR, E. and PEREIRA, L. V. Establishment of a brazilian line of human embryonic stem
cells in defined medium: implications for cell therapy in an ethnically diverse population. Cell
Transplantation, (20) 431-440. 2008.

FRESHNEY, R. I. Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique. Wiley-Liss Inc., 255-265.
1994,

GERON. Study GRNOPC1 in patients with acute spinal cord injury: Geron to proceed with first human
clinical trial of embryonic stem cell-based therapy. Menlo Park, Calif., Disponivel em:

<http://www.geron.com/grnopcltrial/grnopcl-backgrounder.pdf>. Acesso em: 11 out. 2010.

GUASCH, G. and FUCHS, E. Mice in the world of stem cell biology. Nature Genetics, (37) 1201-
1206. 2005.

HARVEY, A. J.; KIND, K. L.; PANTALEON, M.; ARMSTRONG, D. T.; THOMPSON, J. G. Oxygen-
regulated gene expression in bovine blastocysts. Biology of Reproduction, (71) 1108-1119. 2004.

HE, J. Q.; MA, Y.; LEE, Y.; THOMSON, J. A. and KAMP, T. J. Human embryonic stem cells develop
into multiple types of cardiac myocytes: action potential characterization. Circ. Res., (93) 32-39.
2003.

HOCHACHKA, P.W.; BUCK, L.T.; DOLL, C.J.; LAND, S. C. Unifying theory of hypoxia tolerance:
molecular/metabolic defense and rescue mechanisms for surviving oxygen lack. Proc Natl Acad Sci
US A. (18) 9493-9498. 1996.

HOFFMAN, L. M. and CARPENTER, M. K. Characterization and culture of human embryonic stem
cells. Nat. Biotechnol., (23) 699-708. 2005.

KAPLOWITZ, N. Mechanisms of liver cell injury. J Hepatol. (32) 39-47. 2000.

KEHAT, I.; GEPSTEIN, A.; SPIRA, A.; ISKOVITZ-ELDOR, J. and GEPSTEIN, L. High-resolution
electrophysiological assessment of human embryonic stem cell-derived cardiomyocytes. Circ. Res.,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Franco%20JG%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20719082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Franco%20JG%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20719082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borges%20E%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20719082
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pereira%20LV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20719082
http://www.geron.com/grnopc1trial/grnopc1-backgrounder.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hochachka%20PW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8790358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buck%20LT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8790358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doll%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8790358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Land%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8790358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8790358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8790358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaplowitz%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10728793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10728793

36
(91) 659-661. 2002.

KLEINSMITH, L. J. & PIERCE J. R, G. B. Multipotentiality of single embryonal carcinoma cells.
Cancer Res., (24) 1544-1551. 1964.

LENNON, D. P.; EDMISON, J. M.; CAPLAN, A. I. Cultivation of rat marrowderived mesenchymal
stem cells in reduced oxygen tension: effects on in vitro and in vivo osteochondrogenesis. Journal of
Cellular Physiology, (187) 345-355. 2001.

LIANG J.; SHANG, Y. Estrogen and cancer. Annu Rev Physiol. (75) 225-240. 2013.

LING, V. and NEBEN, S. In vitro differentiation of embryonic stem cells: immunophenotypic analysis
of cultured embryoid bodies. J. Cell Physiol., (171) 104-115. 1997.

LUDWIG, T. E.; LEVENSTEIN, M. E.; JONES, J. M.; BERGGREN, W. T.; MITCHEN, E. R.; FRANE,
J. L.; CRANDALL, L. J.; DAIGH, C. A.; CONARD, K. R.; PIEKARCZYK, M. S. Derivation of human
embryonic stem cells in defined conditions. Nature Biotechnology, (24) 185-187. 2006.

MARKERT, C. Neoplasia: a disease of cell differentiation. Cancer Res., (28) 1908-1914. 1968.

MARTIN, G. R. Isolation of a pluripotent cell line from early mouse embryos cultured in medium
conditioned by teratocarcinoma stem cells. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, (78) 7634-7638. 1981.

MARTIN, M. J.; MUOTRI, A.; GAGE, F. and VARKI. A. Human embryonic stem cells express an
immunogenic nhonhuman sialic acid. Nat. Med., (11) 228-232. 2005.

MILLMAN, J. R.; TAN, J. H. and COLTON, C.K. The effect of low oxygen on self-renewal and
differentiation of embryonic stem cells. Curr. Opin. Organ. Transplant, (14) 694-700. 2009.

MORRISON, S. J.; CSETE, M.; GROVES, A. K.; MELEGAW, W. B.; ANDERSON, D. J. Culture in
reduced levels of oxygen promotes clonogenic sympathoadrenal differentiation by isolated neural
crest stem cells. Journal of Neuroscience, (20) 7370-7376. 2000.

MUMMERY, C.; WARD, D.; VAN DEN BRINK, C. E. Cardiomyocyte differentiation of mouse and
human embryonic stem cells. J. Anat., (200) 489-493. 2002.

MUOTRI, A. R.; NAKASHIMA, K.; TONI, N.; SANDLER, V. M.; GAGE, F. H. Development of
functional human embryonic stem cell-derived neurons in mouse brain. Proc. Nat. Acad. Sci. USA,
(102) 18644-18648. 2005.

NIETO, A.; CABRERA, C. M.; CATALINA, P.; COBO, F.; BARNIE, A.; CORTES, J. L. Effect of
mitomycin-C on human foreskin fibroblasts used as feeders in human embryonic stem cells:

Immunocytochemistry MIB1 score and DNA ploidy and apoptosis evaluated by flow cytometry. Cell


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23043248
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23043248
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23043248

37
Biol. Int., (31) 269-278. 2007.

PIERCE JR, G. B.; DIXON JR, F. J. & VERNEY, E. L. Teratocarcinogenic and tissue-forming
potentials of the cell types comprising neoplastic embryoid bodies. Lab. Invest., (9) 583-602. 1960.

PLAIA, T. W.; JOSEPHSON, R.; LIU, Y.; ZENG, X.; ORDING, C.; TOUMADJE, A.; BRIMBLE, S. N,;
SHERRER, E. S.; UHL, E. W.; FREED, W. J.; SCHULZ, T. C.; MAITRA, A.; RAO, M. S. and
AUERBACH, J. M. Characterization of a new NIH-registered variant human embryonic stem cell line,
bg01v: a tool for human embryonic stem cell research. Stem Cells, (24) 531-546. 2006.

POYTON, R. O. Models for oxygen sensing in yeast: implications for oxygen-regulated gene
expression in higher eucaryotes. Respir Physiol. (2) 119-133. 1999.

PROKHOROVA, T. A.; HARKNESS, L. M.; FRANDSEN, U.; DITZEL, N.; SCHRODER, H. D
BURNS, J. S. and KASSEM, M. Teratoma formation by human embryonic stem cells is site-
dependent and enhanced by the presence of matrigel. Stem Cells and Development. (18) 47-54.
20089.

PRZYBORSKI, S. A. Differentiation of human embryonic stem cells after transplantation in immune-
deficient mice. Stem Cells, (23) 1242-1250. 2005.

REUBINOFF, B. E.; PERA, M. F.; FONG, C. Y.; TROUNSON, A. and BONGSO, A. Embryonic stem
cell lines from human blastocysts: somatic differentiation in vitro. Nat. Biotechnol., (18) 399-404.
2000.

ROUNSON, A. Human embryonic stem cell derivation and directed differentiation. Ernst. Schering
Res. found workshop, 27-44. 2005.

ROY, A.; KRZYKWA, E.; LEMIEUX, R.; NERON, S. Increased efficiency of gamma-irradiated versus
mitomycin C-treated feeder cells for the expansion of normal human cells in longterm cultures. J.
Hemato. Ther. Stem Cell Res., (10) 873-880. 2001.

SALAMAN, M. H. and GWYNN, R. H. The histology of co-carcinogenesis in mouse skin. British
Journal of Cancer, (2) 252-263. 1951.

SCHULDINER, M.; YANUKA, O.; ITSKOVITZ-ELDOR, J.; MELTON, D. A.; BENVENISTY, N. Effects
of eight growth factors on the differentiation of cells derived from human embryonic stem cells. Proc.
Nat. Acad. Sci. USA, (97) 11307-11312. 2000.

SCOTT, R. E. Differentiation, differentiation/gene therapy and cancer. Pharmacol. Ther., (73) 51-65.
1997.

SMITH, A. G. Origins and properties of mouse embryonic stem cells. Annu. Rev. Cell. Dev. Biol.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poyton%20RO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10385027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10385027

38
2001.

STABA, L.; ESCOLAR, M. L.; POE, M.; KIM. Y.; MARTIN, P. L.; SZABOLCS, P.; ALLISON-
THACKER, J.; WOOD, S.; WENGER, D. A.; RUBINSTEIN, P.; HOPWOOD, J. J.; KRIVIT, W.;
KURTZBERG, J. Cord-blood transplants from unrelated donors in patients with hurler's syndrome. N.
Engl. J. Med., (350) 1960-1969. 2004.

SUDA Y, SUZUKI M, IKAWA Y, AIZAWA S. Mouse embryonic stem cells exhibit indefinite
proliferative potential. J Cell Physiol., (133)197-201. 1987.

THOMSON, J. A;; ITSKOVITZ-ELDOR, J.; SHAPIRO, S. S.; WAKNITZ, M. A.; SWIERGIEL, J. J;
MARSHALL, V. S. and JONES, J. M. Embryonic stem cell lines derived from human blastocysts.
Science, (282) 1145-1147. 1998.

TROSKO, J. E.; CHANG, C. C.; MADHUKAR, B. V.; KLAUNIG, J. E. Chemical, oncogene and growth
factor inhibition of gap junctional intercellular communication: an integrative hypothesis of
carcinogenesis. Pathobiology, (58) 265-278. 1990.

VOGEL, G. Breakthrough of the year. Capturing the promise of youth. Science. (286) 2238-2239.
1999.

WATT, F. M. and HOGAN, B. L. Out of eden: stem cells and their niches. Science, (287) 1427-30.
2000.

WILLE JR, J. J. and SCOTT, R. E. Supression of tumorigenicity by the cell-cycle-dependent control of
cellular differentiation and proliferation. Int. J. Cancer, (37) 875-881. 1986.

WOBUS, A. M. and BOHELER, K. R. Embryonic stem cells: prospects for developmental biology and
cell therapy. Phys. Rev., (85) 635-678. 2005.

YAMADA, T.; YOSHIKAWA. M.; KANDA, S.; KATO, Y.; NAKAIJIMA, Y.; ISHIZAKA, S.; TSUNODA Y.
In vitro differentiation of embryonic stem cells into hepatocyte-like cells identified by cellular uptake of
indocyanine green. Stem Cells, (20) 146-154. 2002.

ZHANG, S. C.; WERNIG, M.; DUNCAN, I. D.; BRUSTLE, O.; THOMSON, J.A. In vitro differentiation
of transplantable neural precursors from human embryonic stem cells. Nat. Biotech., (19) 1129-1133.
2001.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vogel%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10636772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=The+News+and+Editorial+Staffs.+Capturing+the+promise+of+youth.+Science+286%3A2238-2243.1999.

ANEXOS

39



40

Anexo 1 — Protocolo No 044/2006
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Dirijo-me & V. Sa. para informar que o Comité de Flica
em Pesquisa deste Instituto, em reunido realizada em 19 de setembea de 2006,
APROYOU o Projeto de Pesquisa “Estabelecimento de novas linhagens de células-
tronco embriondrias humanas” de sua responsabilidade (Protocolo n' 044/2006),
conforme cdpia do Parecer em anexo.

Atenciosamente,
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Profa. Dra. Maria Rita dos Santos ¢ Passos Bueno
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Profa. Dra. LYGIA DA VEIGA PEREIRA CARRAMASCHI
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UNINVERSIDADE DE SAQ PAULO

PROTOCOLO CEP-IBUSP — 044/2006
TITULO DO PROJETO DE PESQUISA: “Estabelecimento de novas linhagens de
células-tronco embriondrias humanas™

Pesquisadora Responsivel: Profa. Dra. Lygia da Veiga Pereira Carramaschi

Obkﬁvodoprojmd'puq-luzomojmmmobjuivopﬁmipdo
desenvolvimento de pesquisas com células-tronco embriondrias humanas (CTER) no
Bmﬂ.apnirdoeuabdeoinmdelinhmdemoem no pais ¢ disponibilizagao
dummmmpadepamﬁumdoﬂi&mkupdmmobjcﬁvmﬁo:
a)CuIlivodeembﬁOeshnmnosdcmdocoopmni\idopehl.eidel!kwlncade
margo de 2005, até o ¥ dcbhﬂocho;b)embehdmdelhh-umudecmm
partir da massa celular interna dos embrites; ¢) avaliagio de diferentes tipos celulares
cmnoamruﬁvamsm«nmdeanmdmwsmommmo
cnlﬁvohscrﬁhﬂoalfemhdasdefmnpmllnhawhummqmm
ulmcmommdmdeodpm animal; d) avaliagdo das linhagens; ¢
ucinanmodemdnouabdecimuloemhivodemm“chumcn
disponibilizacho das linhagens de CTER para grupos de pesquisa nacionais.

Local da realizagio do projeto, duragio ¢ financiamento: Trata-se de um projeio
com varios colaboradores, inclusive internacionais. A duraglio prevista ¢ de 02 anos ¢
conta com uma verba de R$400.000,00.
Instituipdes participantes ¢ eolaboradores nacionais: Sra. Silvia Maria Gomes Massironi
. trsbalha 1o Biotérlo de Experimentagdo do Instituto de Ciéncias Blomédicas (4) da
USP; Dr. Stevens Rehen - trabalka no Labormério de Neurobiologia Celular 11 ro
d:AmanhdaUﬁmsidadeFedenldoRiodehrnimDr.Edm
Borges Junior ¢a Fertility — Centro de Fertilizagiio Assistida cm S50 Paulo.
Colaboradores Internacionais: Dra. Jaenne Loring — Professora Associasda do Burrhan
Institute em La Jolla, Califémia; Dr. Alysson R. Muotri - pesquisador associado 1o
Instituto de Pesquisas Salk da Califémia; Dra. Marina Soukoian - pesquissdora que
colabora com a Dra. LygiatVdchthumuchi.htvﬁriosmos.

CMW:OPnﬁuodthémimhcmmdoemnkobmmdiwA
Dn.MnrinSoukoimdzvaipaﬁicipurdopmjelomopmfuulvidm. A Dra
Jeanne Loring ¢ 0 Dr. AIyamKMuuﬂidevuiovirwBrnilmnjnUmprojem
sendo que o Dr. Alysson udwofmvbimdooepuwmdcmmhda
UnhuﬁMqulldokbalm.Apmdmmmomm
urmmCEPsdsmhmw&s envolvidas, o que significa certamente

qu_suiviumeanishdeEﬁcaunUsodeMmismEquWdo

mimmmmwsmwmmma
Biociéacins, sob sua responsabilidade. S4 serio incluidos embrides congelados ha pelo
menos 3 anos, conforme Lei de Biosseguranca Nacional.
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nsftufo

com as atribuigdes definidas na Resoluglo CNS ~ 196/96, aprova o projeio de pesquisa
propasto. A pesquisadora responsivel deverd apresentar, a0 CEP, relatdrios anual ¢
final.

Situacio: Projeto APROVADO.

Siio Pavlo, 19 de setembro de 2006.

Profa. Dra. Maria Rita dos Santes ¢ Passes Bueno

Coordenadors 6o Comité de Etica em Pesquisa — Seres Humanos
IBUSP

42



ARTIGOS

43



44

Artigo 1 — Derivation of new Brazilian lineages of human embryonic stem cells under physiological
oxygen conditions.
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Sao Carlos, 07 de novembro de 2013.

AP-B-C034/13
Ref.: Submissdo de artigo / BJB-208/13

Titulo: DERNVATION OF NEW BRAZILIAN LINEAGES OF HUMAN
EMBRYONICSTEM CELLS UNDER PHYSIOLOGICAL OXYGEN
CONDITIONS.

Prezados Autores: Georges, JAO, Vergani, N, Fonseca, SAS, Fraga AM,
Silva, IS, Castro, FJG, Albuquerque, MCRM, Fujihara, LS
and Pereira, LV.
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Atenciosaments.
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Georges etal. Brazilisn hES Cells Derivation

Eesumo - Ingles

The development snd applicaton of hman embryonic stem (RES) cells is an imporant
experiments] tool for nnderstanding differentiston and development, and offer 2 wide rangs
of potearial applicadons. inchoding prevention, diagnosis and weaoment of honen dseases.
This area is one of the most promising and fascinating contemporary biolegy. The sssential
components of the process of embryomic stem cells derivation sre the embryos, embryo
manipulztion methods, feeder cells, cultore media, the cxryzen level and the gensral oolnme
conditions i vitrg, In 2008, Pemeira’s group genersted the Srst KES cell Brazilian linesge
{Fraga et al., 20100, It is important to continue deriving hES cells lines for both basic reseanch
and climical spplications due to loss of genetic and epigensfic stability during hES cells
culmre and the manipnlagen Thersfore the more lineages are generated we will have a

clearer ides about whar is happening.

Tolizma Andres de Cliveir Georges
Fna Manoel Inacio de Souza, 507 ssla 03 - Tardim dos Estades
CEP 79020-220 = Campo Grande, 15 = Brazil
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Eesume - Portugnes

O desemvolvimente & 3 aplicacio das celulss-ronco embrionanas homanss (KES) & wmms
immportsmte farramenta experimental para 3 compreensio da diferencizcio e desenvolvimento,
& oferece wma smpls zama de splicsgdes potenciais, incluindo a prevengdo, disgpmdstics =
tratamento de doengas bumanas. O componentes essenciais do processo de dervagdo das
celulss-ronco embrionans: sa0 o embrides, o5 metodos de manipulacio de smbrides, as
matrizes cebnlarss, o5 meios de culnura, o mivel de oxizénio e & condigdes zerais de qaltara
yvitre. Em 2008, o grapo da Dira. Lyzia da Veiga Pereira geron 3 primeirs linhagem brasileira
de células-tronco embrionsrias hameanas (Fraga et al | 2010). E importante continnar a derivar
linhagens da celulas-ronco embrionarias mesnas para 2 invesigacio basica e a5 aplicagfes
chinicss devido 3 perds de estsbilidade genética e epipsnstica durante 3 culuras de cehilas
embrionasizs menanas e a manipulagie. Portanto, quanto mais linhagens sio geradas, teremos

uwma ideis mais clars sobre o que esta acontecendo.

Taltang Andrea de Oliveira Georges
Fua Manoel Inacio de Souza, 507 sala 03 - Jardim dos Estados
CEP 78020-220 = Campo Grande, WS = Brazil
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ABSTRACT

The development and applicaton of human embryonic stem (RES) cells is an important
axperiments] tool for nnderstanding differentiston and development, and offer a wide rangs
of poteatial spplications, inclnding prevention, disgmoesic and meatnent of o dsesses,
This area is one of the most promising and fascinating contfemporary biolegy. The essential
components of the process of embryomic stem cells derjvation sre the ambryos, embryo
manipulation methods, feader cells, culnre media, the oxyeen level and the geners]l culturs
conditions in vitre. In 2008, Pemeira’s group gensrated the Srst hES cell Brazilian linezge
{Fraga et al., 20100 It is important to continue deriving hES cells lines for both basic reseanch
and climical spplications due to loss of genetic snd epigenstic stability during hES cells
culmre and the manipnlagen Thersfore the more lineages are generated we will have a
clagrer 1dea shout what is happening In the curent stady, we has zenerared owo lineages of
hES cells, desigmated BE-4 (44, XY) and BE-5 (46, 200, under physiological oxygen
condition. To owr knowledge, these are the first reported lineages of hES cells derived in
South America under physiological oxygen condition, which was fimdsmental w the

consolidaton of this research area in our couniry o stady the epigenetc stamus of these cells,

Emnwards: Humsn Embryonic Stern Cells; Hypeoeda; Dervatgon

Taltang Andrea de Oliveira Georges
Fua Manoel Inacio de Souza, 507 sala 03 - Jardim dos Estados
CEP 78020-220 » Campo Grande, WS - Brazil
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EESUMO

DERI‘E"A{.:RG DE NOVAS LINHAGENS BRASILETRAS DE CELULAS-TRONCO
EMERIONARIAS HUMANAS SOB CONDICOES FISIOLOGICAS DE OXIGENIO
O desemvolvimente & 3 aplicacio das célulss-ronco embrionaras omanas (KES) & wmms
immportsmte farramenta experimental para 3 compreensio da diferencizcio e desenvolvimento,
& oferece 1Ema smpls zama de asplicsgdes potenciais, incluindo a prevengdo, dispmdstics e
tratzments de doengss humanas. Os componentes essenciais do processo de dervagdo das
celulzs-tronco embriondrias 30 o smbrides, os métedos de manipulacio de embrides, as
matrizes cebnlarss, os meios de cultura, o nivel de oxizénio & & condigdes gerais de oulbara &
virrg, Em 2008, o gnapo da Dra. Lyzia da Veiza Pereira gerou 3 primeira linhagem brasileira
die células-tronco embriondrias humsanas (Fraga et al, 2010). E importante continuer a derivar
linkagens da celulas-Tonco embrionarias humsnas parm 8 wvestigacso basica e & aplicagtes
clinicas devido 3 perds de estabilidade genedca e epigsnstica durante 3 culmra de cehilas
embrionanizs hemanas ¢ 3 manipulacio. Portanto, quanto mais linhsmens sio geradas, teremos
uma ideis mais clara sobre o que esta acontecendo. Mo esmudo amsl nos geramos duas
linhagens de células-ronco embriondrias Immanss, denominsdss ER-4 (463X e BR-3
{46 300). sob a condicio fisiologica de codgémio. Para messo conhecimento, estas s80 as
primeirss linhagens de células-Toace smbrionasiss nmsnss reportados derivados na America
do 5ul sob a condigio fisiologica de oxigénio, o que foi findaments] pamm a consolidagio

dests area de pesquiza em nosso pals para esmdar o estado epizenesico dessas células,

Palmras-chave: Celulas-Tronco Embrionanias Humsnas, Hipoxia; Derivagdo.

Taltang Andrea de Oliveira Georges
Fua Manoel Inacio de Souza, 507 sala 03 - Jardim dos Estados
CEP 78020-220 » Campo Grande, WS - Brazil
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INTRODUCTION

Crver the years, many different organs and tssues of the buman body progressively lose
thedr shility to function, thos cresting 4 demand for wansplant. Todsy, the stem cells offer the
possibility of 3 souwrce of replacement cells and tissues to Teat 2 mumber of diseases is one of
the m=in applications for medical therapies (Wimmmery et al., 2002).

Stemn cells are primitive cells produced during development of the crganism snd ame
defined as cells with large capacity of proliferation snd self-renewal, and have the ability o
respond fo external stiomli and give nise to different cell lines more specialized They can be
found in (i) newly fernlized embryes (blastocysts), (i) n zerm cells or organs from sborted
femses, (1ii) in blood cells of the wmbilical cord at birth in some adolt dssues and (@) in
mamre adult tissue cells to be reprogrammed behavior of stem cells (Fehat et 2l | 2007).

The development of embryonic stem (ES) cell techmology has been beralded as the
dewn of 2 new ara in cell wansplantation therapy, dme discovery, and genomics {Odorico et
al., J0L).

The first ES cell line was derived in 1981 fom mouse embryes (Evans and Kaufman,
1981}, and in 1998 established the first buman embryonic stem (AES) cell line derived fom
bman emnbryes directly fom the inner cell mass (ICW) of the developing blastocyst, created
by im vitro fertilization (TVF) (Thomson et al., 1908).

The hES cells sre found only in the initial stage of embryonic development, and derived
fromn each of three primary gemm lavers (endoderm mesodenm. and ectoderm), along with
exira embryonic fsmes that suppornt development (Mamin 1981).

Once in culture, mder approprizte conditions, BES cells are sble to differentiate into
every cell type of the homan being, offering the pessibility of & source replacemenst cells and

tissues, such a5 sn imporsnt experimental system for stodying development snd modeling

Taliana Andrea de Oliveira Georges
Fua Manoel Inacio de Souza, 507 sala 03 - Jardim dos Estados
CEP 78020-220 » Campo Grande, WS - Brazil
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dizeaze. This feature is called plomipotency (Feubinoff ot al | 200i0; Ha et al., 2003; Buzzard et
al., B04: Wobns smd Boheler, 2005; Trounson, 2005).

However, i vitrg cell cultore brings & number of challenges; the cells and the cell
culmre envitonment are idesl for the growth of Domesons microorgamisms, and the cells
themsslves are prome o genefc chenges Somafic stem cells meside im specific
microeniromments, called niches, and environmental change:s. such as soomsal call comfacts,
extracelhilar mamix proteins, temperanme, and oxygen level, have & great infloence on stem
cells fincton and differentiztion (Denet et al | 2003).

The oxyzen level to which hES cells are exposed is an important smvironmental
parameter (Millman et al, 20%). Under condiions maintaining the undiferentrizted
phenotype, low coyzen reduces spontaneons differenhisfion of hES cells. It was reported that
exposure to low oxyEen pardal tension can suppori the maintenance of hES cells
mdiferentizted phenotype for up to twoe weeks (Ezashi et al., 2005). It is 1]l not know why
the specific lines have different levels of robustmess apd procliviges to differentate inio
spedfic lineages (Allepmucc and Younz, J0E).

LES cells srow in tightly packed colonies snd meintain defined borders st the periphery
of colomies. High nwclens o cytoplasm ration and prominent macleali are typical feshmes of
individnal hES cells within colonies. In order to obtain umiform hES cells colomies, it is
important to nse techniques and methods that can be nsed o test more hES cell lineages. To
mest the strict criteria for esse of handling, mcluding mechamical andor enrymatic passages,
defined culture media, karyotyping analysis, inmmumocyiochemistry (ICC), embryoid bodies
(EBs) formamon, teratores assays, sinplified oyopreservation and thewing procedurss,
viahility, and stability are imponant factors o Charscterize and qualify their use in stem cell
research. It is impomant to contone derving hES cells lines for both basic research and

climical applications due o loss of genetic and epigenetic stabiliny during BES cells culnme,
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and the mamipnlaton Therefore, the mors linezges are seneratsd we will have 3 clearer idea
aboat what is happening (Lengner et al , 20100

In the amrent study, according to the normes of Biosafety Law (W° 11,105, March 24%
20i05), our group obtamed of Femvime - Center of Huomen Feprodncion, nman embryos
prodnced by IVE and we has generated togsther two lmeages of hES cells, desisnated BE-4
{46, 3T and BR-5 (44, 200, under phyziological oxygen condition To our knowledze, these
are the first reported lineages of BES cells demved m South Amenica under physiological
oxyzen condition, which was fimdamental to the consolidation of this research ares in our

counTy o smdy the epizenstic stams of these calls,

MATERTALS AND METHODS
Embryos

Embryos were donsted for research according to the Bramlisn legslation (Biosafery
Law N® 11.105, Manch 24% 2003), with written informed consents sizmed by bislogical
pareats, and with the approval of the Ethics Committes of the Bioscience Instinate of the

Univerzity of 530 Pmlo b

b fommularios. php Tmene=] - profocol mumber
044 2004). Embryos were thawed and onlured unfil blastocyst stmge at a temperamare of 37

o with 5% COy and 5% 0.

Derfvarion of RES Cells

The ICMs were mechanically isolated snd plated individually in cell culture 4-well
plaies (Munc) pre-eated with 0.1% gzelatin solution (Sizms) and containing mouse
embryonic fbroblast (MEF) (Chemicon International) cells, and cultred in EnockOut hESC
media with Enockout Dulbecce’s Modified Fazle medinm (KO-DMEM) (Tvirogen), 20%

EnockCut Senmn Replacer (KO SB) (Hyclome), 50U/ml penicillin/streptomycin, 1x
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ghitab{AY 200mM (Tovimogen), 1x MEM Don-essenfial amine scids 1003 (WEAA)
{Cambrex), 50uM B-mercaptoethanel S0mM (Invitgogen), 10ns/ml Basic Fibroblast Growth
Factor (bFGF) (Imvitrogen) buman recombinsnt 10uz, and incabated at @ temmperanme of 37 =C
with 5% OOk and 5% 0. Betwesn days 4-5, were added MEF: cells to maintain the calls in
culare umfl split &t the first passage We established two hES cells linesges vmder
plysiological oxyeen condiions, BE-4 and BR-5. Inmnediztely afier stable establishment,
each hES cell line was split at the Srst passage Ohr pew hES cells lines were culnmed for
prolonged periods. BE-4 and BE-5 lineages, every 4-6 days, thers were mechamical passazes
colomy o a new G-well plates-adbesent cell oolmure (Coming Costar) previonsly eated with
ED Mamigel BESC-quslified Mamix (BD Biosciences) mpplemented with Dulbecco’s
Modified Eagle medivm (DMEM F-12) (Invitregen) and grown in mTe5E] basal medivm
(StemCell Techoologies) supplemented with mTeSE1 53X Supplement (StendCell
Tachnologies) and incubated at 3 temperature of 37 =C with 5% CO: and 5% 0, This process
of cell calore was followed by two months, il the establishment and characterizadon of

EF- and BE-5 lineagss.

Eeryenping Analysis

To analyze the Earyonype of the hES cell lines, the cells were cultivated wmder
physiological oxyeEen condifion in §-well plates-adherent call culture previously feated with
ED Matrigel hESC-qualified Matmix supplemented with DMEM F-12 and srown in mTeSE1
bassl medium supplemented with mTe5E1 53 Supplement and inoubated at & temperatore of
37 oL with 5% OO0y and 5% O:. When the cells were at passage eleven the colchicines
{Sizma) was added in the culture for one hour at 37 =C. After this tme, the cells wese
oypsinized, cenmifnged and the pellet was ressuspended in the hypotomic sobogon 000758
(EXCL) (Sizma) incubated at 37 =C for fifieen minntes and centrifinzed again The fixation was
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made nsing methanol (3:1) acetic acid sohmon (Sizms) and the material was dropped in slidas
to procesd with Standssd G-bandine karyotyps snalysis s described (Gosden ef al | 1997 At
least twenty metsphases for each cell line were analvzed to detenmine the karvotype The

metaphases mmahzed were caphured in Metasystem and Zeiss Microscope

Tmmnnocytochemisiy

The cells were oulivated in 4-well slides chambers (BED' Biosciences) under
physiclogical exygen conditiens. For BCOC assay, cells from passage 10 were fived with 4%
paraformaldehyde (FFA) (Sigms) for ten odmutes, pemmesbilized i 0,1% Triton 3-100
sohition (Sigma), snd blocked in 1% fetal bovine senm (FBS) (Hyclone) for one hour. The
immmmostaining was made according fo the manufachme procedure of each andbody
inclnding the dihwion. Briefly, the cells were washed three times in Dulbecco’s Phosphate-
Bufered Saline (1x) (FBE) pH 74 (Imitegen) for Sve mimites, removed the liguid and
inmabated with 0,5% Triton 3{-100 sohition for fiffeen mimites st room temperature (BT) prior
to blecking. The cells were blocked for one howur at BT with 1% Bovine Semum Albumin
(B5A) (Sizms) dilnted in PBS. The cells wese incubated with each primary antibody OCT 34
{1:100; Santa Croz Biotechmolozy), SSEA-1 (1:50; Chemicon), and MANGG (1:25; B&D
Svstemes) were diluted in block solufion according to the specification of the manufacture and
ware imcubated ovemnight at 420 After incubation, the cells were washed thres tmes with
PBS for five mimntes at BT and incubated with the secondary antbody Alexa Flaor 488
{1:1000; Moleoalar Probes) was diluted in block sohmmon was then added to cell preparations
for one howr at BT, in the dark, followed by three washes with PBES for five mimntes each,
prior visnslization The nocled were comterstained with DAPT and the slidss wers moumted in
WectaShield mounting medimon (Vector Laboratories, Burlingame, CA). All colonies preseat

in the slides were smnahyzed to confinm the posiave siznal of each andbody. The analysis was
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done using an Axiophot 2 (Carl Zeiss) and images were capnmed by OCD camera using the

ISIS software (MesaSystem).

Embryoid Bodies Formation

Tao form EBs, BE-4 and BER-5 hES cells srown in mTe5E ] basal medium supplementad
with mTeS5R1 5X Supplement snd incubated at & temperstore of 37 =C with 5% 0, and 5%
O The cells were cultivated and mechamically, the colonies were cut in small pieces and put
in a §-well plates-non-adherent cell oultwe (Coming Costar) pre-oeated with (L1% gelatin
sohation that allow the formation of EBs. Iitally the cells were DMEM F-12, 15% FBS ES
gaalified {Gibco, Life Technologies), 50 m] penicillin’soreptomyycin, 1x ghatabh A 200mbd
sodium pymreate, 1x MEM NEAA 10020 S50l B-mercaptoethanol ${mb{. EBs fommston
media was changed every other day. Afer one week the EBs fonmed weare ansfermsd to 4-
well slides chambers pre-traated with §,1% gelatin solution in order to the attachment of the
EEs and spontaneons differentistion After two weeks, the differentated cells wers prepared
to procesd with I0C assay with markers, such as 50317 (1:250; B.&D Sytems) (endoderm);

MyoD (1:50; BD Pharmingen) {mesodem) and KESTIN (1:100; Chemicon) (ectodem).

Teraroma A ssays

Cell: fromn passaze 11 were cultored oo feeder cells were mechsmically dissected n
small pieces, approcdmasely 1x10° cells (100 chomps) each vials, cenmifuzged and
ressuspended in media contained PBS with 30% BD Mamigel hESC-gualiSed Mamix wens
injected subcutanecusly in immmmoconpromised mice (C3T/BLS SCID nice) in order to
verify the capability of these cells fiorm teratomas in vive (Frokborova et al., 20097,

Ten weeks afier injection, mice were sacrificed by cemical dislocadon and all efors

ware made o minimize sofferng, and we could see the formation of cystic and solid nmors.
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Hiswological Analysis

Tamors were removed snd were fixed in 4% PFA were embedded in peraffin and
sufmmitted to histological snslysis as described (Salaman and Geson 1951) Five-micron
secdons were stained with heratoxylin snd eosin, and adjscent sections were sssayed for
Weaigart coloration, specific for elastic fiber vismalization  Slides were examined and
photoeraphed nsing an Axioven 200 (Carl Zaiss),

This stody was carmied out in soict accordance with the recommendations in the Cuide

for the Care and Use of Laboratory Animals of the National Institotes of Health (WNIH)

protocol was approved by the Commines on the Edvics of Amimal Experiments of the Instinie

of Biosciences, University of S0 Paulo (Protocol 123/2011)

Crypapreservaion

Sammples of the lineages were Sozen nsed a slow freezing method Up to 20 colomies
weare collected in a ayo-tube (Coming Costar) with as a small amomt of medimm as possible,
amd 400-500 pl seTum replacement (5B (Hyclone) mediten without basic fibroblast zrowth
factor (BFGF) (Fu&H Systems) supplemented with 10%: Dimetlnd sulfoxide (DRS00 {Sizma)
was added The cryo-tube was then placed in & Malgene Cryo 19C Freezing Contaimer (5100~
0001) (Malge Mune Infernational) with sopropane] and placed m -T0PC freerer overndght.
The cryo-mibe was then stored in lquid nirogen Thawed samples could be mrown fom the

thawed agmregates.

RESULTS

The eszential components of the dervation process of hES cells are the embryos,

embryo manipulation methods, feedar cells, oulnare mediz and general culture conditions.
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Al embryoes were donsted from IVF climics after parents consent, and cultured wmtil
reach blastocyst stage.

Forry-three embryos were thewed snd oulnored wmil the blastocyst stage at a
temperanme of 37 =C with 5% C0; and 5% Oy We received twenty-two buman embryos that
sixfsen were in the blastocyst sfage and six were o the momula stage. The ICA: wers
mechanically isolated and seeded on MEF:. Sumiving owtzzows were monitored daily wotil
stable ES-like zrowith was observed After twio months of culnme, we established two BES
cells linsazes wmder physiclogical cxyzen conditions, designated BE-4 (446, 5T (Fimpare 14)
and BE-5 (44, 300) (Fizure 18), were successiully propagated and characterized

Onr mew hES cells lineagzes were culnmed for prolonged perieds (Figure 2). Colonies
axhibited the charscteristic morphelogy of hES cells and expressed pluripotency using the
technique by ICC with pluripotency markers swch zs OCT34, S5EA-4 and MANOG.
Pluripotency of the new cell lines was damonsmated by impnmestsining for OCT3/4, S5EA-4
and WANOHG (Fimume 3). Before we proceed with the charactenizaton of these two new cells
linezzes, we snalyzed the karyotype of these cells in order to verify if any of these cell lines
do not present ansuploddies and w0 confitm the pender of these cells. The cytogenstic analysis
of these two cells ineages, after 10 passages, revealed the presence of nonmal euploid set of
chromaosormes in both cells ineages. The BR—4 showed nommal male karporype (44, 21 and
EBE-5 chowed nonmsl female karyotype (46, 30) (Fimure 4). Both these lineapes did not
presant any type of rearrangements that could be detected in cytogenstic anslysis. After
showed that thess two pew BES cells lineages ewpresses pluripotent markers and nonmal
karyotype, we proceed with the next step of characierization of these cells. The cells formed
EE: (Fimme 5) when culiured in suspension and absence of hFGF. In adberent plates, EBs
cells could differemsiate in endoderm ectodenm and mesederrn (Figure &), as verified by by

imrmmafuorescence showed that these calls when differentiated were positive for 50317,
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WyoD snd WESTIM (Figure 7). These results demonstrated, [ vigro, that these two new
linezzes. BR-4 mnd BE-5, were capable of differennate in cells representative of the three
permn layers. Approximeately 150 choops of undifferentated cells were imjected
subontanecnsly in imnmmodeficient SCID mice and could efficiently form teratomsas. We
olserve the nemor formation afer 10 weeks of surgery and when we analyzed the teratomeas
we could observe vanous cell'dssue types such as pmscles, different types of epithelia
neurons-like, cells representative of blood and glandular dssmes Som intestine. Both BES cells
linegzes, BE-4 and BE-5, were sble to differentiste in varous fissue representative of
ectodann, mesodenm and endoderm like peursl cells, cardiac, sdiposs, mmscle and others

(Figume g).

DISCUSSION

In 2008, according to Biosafety Lawr (W° 11105, March 24% 2005), Pereira’s group
genarated the first hES cell Brazilian lineage. named BE-1 (44, XY (Fraga =t al., 2000).

In 2000, our group has generated the second BES cell lineage, named BE-2 (59, 3300,
derived throwgh a 3P embryo (unvisble embrye), and althowsh this lineage is not suitsble
for cell therapry, it will be inferesting a5 an i vigre model of loman polyploidy.

Pluripotent hES cells are sn important experimental tool for imderstanding
differentiation and development, and its application not ooly in basic bat also in applied
research make them a potentdal source of different dssues for Tansplantaton However, one
imporiant challenge for the clinical use of these cells in therapy is the issue of mnmme
compatibility, which may be dealt with by the establishment of hE% cells banks o atbend

In comchusion, it can be affimm that smdies with different types of hES cells omst be

accompeniad with endmesizam and canton It is inherent in every research ares in advances
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development and setbacks, and stll do not kmow what kind of cell therapy and fulfill the
promaise will be most appropriate to weat the diseases. 5Sall, KES cells should be viewed not
oaly as a therspeutic sgent but a3 & research model whers we can smdy the mechamizms
behingd the cellular differentiston embryonic development, cancer and epizenetic chanses,
amongs others. On the other hand this knowledze of basic biclegy may lead to an improved
qaalicy of horesn life

In the current stady, we bas genemsted twio lineages of BES cells, desiznated BE-4 (44,
XT) and BE-5 (44, 20), mder physiclozical oxygen condition

Onr first and second BES cells Brazilian lineages, named BE-1 {44, XY (Fraza et al.,
2010 and BE-2 (69, 3500, were not culhored under physiclogical oxygen condition, o
compared with BR4 and BE-5 were demonswated that the onlture of hES cells wmder
physiological  oogygen conditton dectesses the smownt of spontameons RES  cells
differentiation control of phiripotency, epigenetic stams and the cells proliferstion

Therefore, the more lineage: are generated. we will heve 2 clesrer idea about what is
happening. To our knowledse, these are the first reported lineages of hES cells derived in
South America under physiological orypen conditon, which was fimdsmental o the

consolidaton of this research area in our commiTy o study the epigenenc stanes of these cells.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Derivation process of new Brazilian lineages of hES cells mder physielogical
oxyEen conditions desipnated (A) BR-4 and (B) BR-5. The ICMs were mechanically
izalated and attached to mouse embryomic fibroblast feed layer after © days (D), 10
dayz (D10), 11 days (D11) and 12 days (12D} of colture. Scale bar: 100pm.

Figure 1. Morphological analysis revealed the charactenstic fesnmes of hES cells
compact colony souchure, high nuclens to cytoplasm mation and prominent maclesli-
Scale bar: 100um.

Figure 3. Characterization of hES cells ineages (BR.-4 and BE-5) by ICC technigue
Colonies of BE4 and BE-5 staiming posidve for markers of phimipotency such as
OCT3/4 (ped), S5EA-4 (red) and MANOG (green). Muclei are counter-stined with

DAPT (blue). Scale bar: 100um.
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Figure 4. Karyorypes analysis of hES cells lineages (BR~+ and BR-5) with G-banding
of cells at passage 10. BR-4 showed nommal male karyotype (44, XY) and BR-5 showed
mormal fernale karyotype (46, 300,

Figure §. Embryoid Bodies (EBs) formation of hES cells lineages (BR-4 and BR-5), in
suspension, in non-adbherent plates cell cultare. Scale bar: 100pm.

Figure 6. Spontaneous differenfistion of hES cells lineages (BR-4 and ER-5) attached
in adherent plates cell oolure. Scale bar: 100pm.

Figure 7. Expression of plumipotency markers Immimofloorescence of hES cells
lineages (BE-4 and BR-5) showed that these cells lineages when differentiated were
positve for SOX17 (zreen), MyoD (zresn) and NESTIN (green). Muclei were stained
with DAPT (blue). Scale bar: 100um.

Figure 8. Histolozical analysis of hematoxylin-eosin stzined imapes of sectons of
teratomas derived from BR—4 and BE-3 hES cells showing derrvatives from the three
embryomic germ layers. The lineages were able to differentiate in vanous tissue
representaiive of ectoderm mesoderm and endoderm like (ad) adipose; {c) cartlage;
(ze) glandular epitethelinm; (m) muscle tssues; (ne) neural epithelium; (or) neural

roseites; (V) vessel. Scale bar: 100pum.
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