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(57) Resumo: PRODUGAO DE CELULAS REPROGAMADAS
COM POTENCIAL RESTAURADO. A presente invencéo refere-se a
um método para o tratamento de células e/ou unidades de
transferéncia nuclear e/ou células-tronco em cultura com tais
compostos, individualmente ou em combinagdes, O método resulta em
um genoma globalmente hipometilado e uma restauragdo de
diferenciagdo de células e/ou potencial de desenvolvimento ou
potencialmente. Além disso é descrito um método para a produgéao in
vitro de células reprogramadas que tiveram o potencial de
diferenciagéo  (totipotencial, pluripotencial, ou  multipotencial)
restauradas através de desmetilagéo do genoma.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "PRODUGAO
DE CELULAS REPROGAMADAS COM POTENCIAL RESTAURADO".

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS
| Aqui, neste pedldo de patente ¢ reivindicada prioridade com re-

| Iagao ao pedldo de patente Provisério Série N°. 60/704 465, depositado em

1 de agosto de 2005, que fica incorporado aqui, neste pedido de patente por .

referéncia.

CAMPO DA INVENCAQ |
Esta invencéo esta relacionada em geral aos campos da biolbgia

celular, células-tronco, diferenciagdo de células, tranSfer_éncia nuclear de
células sométicas e produtos terapéuticos.com base em células. Mais espe-
cificamente, esta invengdo esta direcionada a métodos e produtos para a
reprogramacgéo de células e produtos. terapéuticos com base em células.
Métodos de isolamento e cultura, bem como os usos terapéuticos com rela-
¢ao as células isoladas também sdo providos.
DESCRICAQ DA TECNICA PRECEDENTE

Estudos dietéticos recentes descreveram uma interagc@o entre o

estado de doador de metila, metabolismo tnico de carbono-e metilagao de
DNA [1-12]. A rhetilagéo do DNA esta associada com o estado de desenvol-
vimento e potencial de diferenciagdo [13-19]. Além disso, uma exigéncia cla-
ra para a reprogramagao inddiida de transferéncia nuclear de célUIa somati-
ca (SCNT) e a reprogramacéo associada com a fertilizagao normél'é a des-
metilagcdo do DNA [20]. E dentro desse contexto que o material da técnica
precedente que se segue € revisto. '

Durante o desenvolvimento d2 organismos multlcelulares células e
tecidos diferentes adquirem programas de expressao de gene diferentes. Esses
padrdes distintos de expressao de gene parecem ser substancialmente regula-
dos através de modificagoes epigenéticas tais como a metilagdo do DNA, modi-
ficagbes de histona e varias proteinas de ligacao da cromatina [21 ,22]. Desse
modo, cada tipo de célula no interior de um organismo multicelular tem uma
assinatura epigenética Unica, que é imaginada como se tornando “fixa” uma véz

que as células se diferenciem ou saiam do ciclo da célula.
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No entanto, algumas células sdo submetidas a uma “reprogra-
magéo” epigenética importante durante o desenvolvimento normal ou em
determlnadas situagdes de doenga A reprogramagao envolve a remogao
das marcas epigénicas no nucleo, seguida pelo estabelecimento de um con-
junto diferente de marcas [22. 23]. Por exemplo, na ocasido da fertilizagéd as
marcas epigenéticas do gameta sdo apagadas e substituidas com as marcas
embriondrias necessarias para a totipoténcia e o desepvolvimento embriona-
rio. A reprogramagdo também ocorre em células do germe primordial nas
quais as impressodes de origem séo apagadas para a restauragcao da totipo- .

“téncia. As células de cancer e as células que se trans-diferenciam também
‘sdo imaginadas como sendo submetidas & reprogramacao. Finalmente a

reprogrérhagéo drastica é exigida em seguida a SCNT com a finalidade da

clonagem de reproducéo e da terapia com células-tronco [26-33]
Recentemente, novas compreensoes tém sido obtidas dentro da

reprogramacao epigénica no desenvolvimento normal € no SCNT. Embora

as compreensdes dentro dos mecanismos de reprogramacao e os fatores

~ envolvidos ainda sejam rudimentares, o conhecimento fundamental esta a-

gora atingindo um estagio no qual conceitos- mais detalhados podem ser de-

senvolvidos e novas abordagens experimentais podem ser imaginadas para

‘0 exame dos aspectos mecanicos que irdo prover novas oportunidades co-

merciais. Um resumo bre‘ve da induzido in vivo (fertilizagdo e embriogénese)
ea reprbgramagéo SCNT induzida in vitro, € o que se ségue. . o
Reprogramagéo e Desenvolvimento Epigenéticos
Reprogramagéo - Fertilizagao in vivo:
< Metilagéo 7o DNA. Nos camundohgos, na fertilizagéo, os geno-

mas parentais estdo em etapas diferentes do ciclo da célula com marcas

_epigenéticas distintas e organizagado da cromatina. O genoma paterno supri-

do pelo esperma adulto é empacotado densamente com protaminas. O ge-
noma materno é preso na metafase Il e o seu genoma de duas copias € em-
pacotado em histonas. Na fertilizagdo, as protaminas sao substituidas com
as histonas e o genoma materno cbmpleta a meiose. Depois da aquisicao da

histona, o genoma paterno sofre uma perda de metilagado do DNA na ampli-
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tude do genoma como detectada por imunofiuorescéncia indireta [34] e se-
quénciamento de bissulfito ‘[35]. A desmetilagdo é completada antes que a
replicagdo do DNA se inicie nos pré-nicleos paternos. Deve ser obsérvado,
no entanto, que nem todas as regides do genoma ddo desmetiladas nessa

| etapa. E imaginado que o citdplasma do odcito contém fatores de desmetila-

¢do que objetivam especificamente ou excluem determinadas classes de
sequiéncias na cromatina do esperma.

Modificagdo da histona: A cromatina matefna é organizada de tal
forma que a metilacdo do DNA e as modificagdes na cromatina sdo abun-
dantes na fertilizagao. Essas modificagdes incluem ambas as modificag()es
da nucleohistona e as proteinas associadas com a cromatina com estados
ativos e repressivos. Por 'exemplo, as modificagbes na histona tipicamente
associadas com um estado ativo tal como a lisina acetilada e H3K4me sdo
encontradas no pro-nucleo feminino [34,36,37].As modificacbes na hetero-
cromatina tais como H3K9me?2/3, H3K27mel e H4K20me3, largamente as-
sociadas com um estado repressivo da cromatina, também estao presentes.

As histonas associadas com o pré-nicleo masculino séo alta-

mente acetiladas [34,36];- no entanto, imediatamente na ocasiao da incorpo-

ragao da histona, H3K4mel, H3K9mel e H3K27mel podem ser detectaveis

[37-39]. Isso ocorre quando a metilagao do DNA esta ainda presente no pro-
nicleo masculino. As modificagdes progressivas da histona que ocorrem ao
genoma pate_rho levam presumivelmente a um estado da cromatina equiva-
lente aquele do genoma materno.

Desenvolvimento da Pré-implantac&o.

Desmetilacdo’ passiva: A partir de uma célula para o estado Ge
blastocito no camundongo, existem outras mudangas na metilagao do DNA
global. A metilagdo do DNA é reduzida de forma progressiva com cada divi-
sdo da clivagem e essa perda é dependente da replicagdo do DNA [40,41]. A
Dnmtlo, uma proteina DNMTI herdada a partir do odcito € excluida durante
as trés primeiras divisbes da clivagem [42,43], sendo responséaveis pela per-
da de metilacdo através de um mecanismo passivo.

Modificacdo na histona: O grau no qual as modificagdes da his-
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até o presente.

Assimetria epigenética e Compromisso'com a linhagem.

Metilagao: O primeiro evento da alocacao da linhagem na embri-
dgénese de mamiferos ocorre no estagio da moérula e resulta na forma¢éo
da Inner Cell Mass (ICM) (Massa de Célula Interna) e as linhagens da trofo-
ectoderma (TE) nos blastécitos. O mecanismo para a;decisao do destino da
célula néd é conhecido. De forma interessante, os blastomeros de duas célu-
las sd@o ainda totipotentes porém na etapa de quatro células (em camundon-
gos) o viés de linhagem esta presente com base no totipotencial diminuido
[44]. As diferen¢as globais na metilacdo do DNA entre as linhagens extra

‘embrionarias e embrionarias tem sido detectadas e as diferengas podem ser

detectadas tao cedo quanto no estagio de blastécito no qual as combinagoes
da desmetilacdo ativa e passiva resultaram em um estado mais baixo de
metilagdo na TE.Em contraste, O ICM tem um nivel aumentado de metilagao

global devido a de novo metilagdo possivelmente causada por DNMT3b,

. uma de novo metiltransferase de DNA, que pode ser detectavel em ICM de

blastécitos, porém nao na TE [34].
Modificacdo da histona: Nos camundongos, as marcas hetero-

cromaticas da histona H3K9me3 se focalizam no ICM e as H3K27mel, me2 e
me3 sdo mais abundantes no ICM do que na TE [38]. O cromossomo X ina-

tivo e determinadas regides impressas estdo marcadas na TE por H327me e

'H3K9me. Em geral, tal como com a metilagdo do DNA, niveis mais altos das

marcas de metilacdo repressiva da histona também sao encontradas em

'ICM quando comparado com TE. Dessa forma, a assimétria epigenstica é

exigida para o desenvolvimento.
Transferéncia Nuclear de Célula Somatica: Um método para a

alteragdo das marcas epigenéticas, de forma experimental, &€ por SCNT ou
clonagem. O SCNT exige que o nucleo de uma célula somatica diferenciada
seja reprogramado em um estado de totipoténcia em um ambiente do odcito
no qual o material de DNA nuclear tenha sido removido (quase sempre refe-

rido como “enucleacgéo”). Todas as marcas epigenéticas que foram exami-
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nadas em embrides clonados e em adultos a :partir de mdltiplas espécies
exibem anormalidades e a maioria dos embries SCNT também sdo diferen-
tes um do outro no peril epigénético preciso que eles possuem, indicando
que a reprogramagao epigenética induzida por SCNT é um processo aciden-
tal e estocastico [30-33, 45] | _

Além disso, o desenvolvimento dos embrides SCNT é altamente
variavel com uma vasta maioria de mortes em todas as etapas do desenvol-
vimento, e os sobreviventes tendo uma variedade de anormalidades. Entre
aqueles que se desenvolveram até as ultimas etapas da gestacdo ou até o
nascimento, muitos tinham anormalidades na placenta e uma proporgao sig-
nificativa de mortes pré-natais a partir da fraca adaptacao a vida extra-
uterina. Devido a que a descendéncia de animais clonados parece normal, a
maioria dos problemas com relacdo ao desenvolvimento de clones é prova-
velmente causada por defeitos epigenéticos. Ambos o de'senvolvimento e as
anormalidades epigenéticas dos embrides SCNT tendem a ser mais graves
quanto mais cedo eles forem examinados, com menos clones anormais so-
brevivendo até as etapas finais [46] |

Os defeitos epigenéticos descritos na descendéncia clonada e
nos embrides SCNT incluem erros na inativagdo de X [47,48], marcagao [49-
51], metilagdo do DNA (ambas global e em locais especificos) [36,47,52,53],
apetilagéo da histona [43], metilagéo [43], e alteragdo na expressao do gene
[54] incluindo a insuficiéncia em reativar Oc14, um gene de pluripoténcia e
lmportante para o desenvolvimento [565,57].

A-reprogramagcéao induzida por SCNT por esse motivo parece ter
pelo menos duas exigéncias importantés; remocag das proteinas nucleares
e a desmetilacdo do DNA das células sométicas, esta Ultima sendo aparen-
temente a mais importante. Por exemplo, Somonsson & Gurdon observaram
um retardamento consideravel quando os ntcleos somaticos metilados des-
sas células do timo dos camundongos foram injetados dentro dos odcitos
Xenopue [20]. O retardamento declinou quando os nucleos foram desprotei-
nados antes da transferéncia nuclear. No entanto quando o DNA nao metila-

do, por exemplo, um plasmidio bacteriano, foi injetado, néo houve retarda-
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foram removidas dos nicleos, um retardamento substancial ainda ocorre e
que o DNA tem que ser desmetilado antes que a tfanscrigéo possa comecar.
Além disso, usando um alelo hipomérfico de Dnmtl, Blelloch et al demonstra-
ram que a desmetilacdo de células somaticas doadoras aumentou a eficacia

‘da clonagem e da produgédo das células-tronco embrionarias in vitro indican-

do que a restauragao do potencial de diferenciacéo e de desenvolvimento de
uma célula diferenciada € capacitada pela metilagdo reduzida do DNA [336].
Mecanismo para a Remogao da Metilagdo do DNA Nao Entendi-

" do: O mecanismo para a remogéao da metilacaoo do DNA (ou no que diz res-

peito, as histonas) ndo € entendido mecanicamente. A perda de metilagao

-do DNA do genoma paterno no 'zigoto é provavel de ser uma desmetilagao

ativa catalisada por enzima. Um odcito também pode desmetilar ativamente
um nucleo somatico transferido, o que sugere que a atividade esta presente. ‘
Varios trajetos bioguimicos candidatos tem sido sugeridos que poderao tanto
remover 0 grupo de metila na posicdo C5 do anel da citidina diretamente:
(desmetilagéo difeta) como a base da citidina (desmetilacdo indireta). Até
agora, os métodos diretos para a remogéao do grupo metila ainda néo foram
descritos ou ainda nao foram validados. |
Trajetos indiretos para a desmetilagao envolve o reparo do DNA:
Por exe_mplo, as glicosiIaSes do DNA tais como a glicosilase do DNA timidina
e a proteina 4 de ligagdo com o dominio de metila, geralmente reparam a
auséncia de coincidéncia de T:C o que é imaginado como resultando a partir
da desaminacdo espontanea de 5meC. Mais recentemente, foi mostrado que
as citidina desaminas¢ e Apobec, citidina desaminases induzidas por ativa-

¢éo podem desaminar 5meC para resultabr em T e que essas enzimas s&0

expressas em oocitos e em células de germe. Essa atividade da citidina de-
saminase acoplada com o reparo da excisdo da base pode resultar na des-
metilagdo sem a replicacdo do DNA, porém ainda ird necessitar de um ex-

tenso reparo da excisdo da base no zigoto prematuro.
Fatores ambientais: Um corpo de evidencias em crescimento

sugere que fatores ambientais que podem ser modificados tais como a dieta
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podem influenciar a metilacdo do DNA. Por exemplo a alimentagao pré-natal
de uma dieta -suplementadé com metila pode aumentar o nivel de metilagao
do DNA e a expressao fenotipica de genes na descendéncia. A pelagem de
cor nos camuhdongos é determinado pela expressao do gene agoUti. Isso é

" determinado através do estado da metilacdo do DNA na repeticao do termi-

nal longo do gene agouti no foliculo ‘de cabelo. Se esta regido for hiper-
metilada, o camundongo é agouti em cor, enquanto que se 0 camundongo
for hipometilado o camundongo fica amarelo. Quando os camundongos fé-
meas _prenhas foram alimentadas com uma dieta suplemeh‘tada covm metila
enriquecida em zinco, metionina, betaina, colina, folato e vitamina B42 acon-
teceu uma alteragdo no estado da metilagéo da repeticdo do terminal Iongov
do gene agouti, e nenhum dos filhotes tivéram uma pelagem amarela [58]. |
Desse modo, a exposi¢ao in utero a um nutriente pode levar a modificagoes
epigenéticas do genoma na descendéncia. ‘

O Papel do Folato na Metilagao do DNA: O folato, uma vitamina
B soluvel em égua, tem um papel significativo e modulador no estado da me-
tilagdo do DNA. A unica fungéo biologica do folato é mediar a transferéncia

“de partes de carbono uUnico [59-61]-e desse modo tem um papel central no

metabolismo de carbono Unico. Estudos animais mostraram ainda que a de-
ficiéncia de folato ocasiona hipometilagao genomica e especifica do gene em
figado de rato e o grau parece depender da gravidade e da duragdo da de-
plecao do folato [62.63]. A hipometilagdo do DNA também tem sido iden-
tificada em linfécitos e em seres humanos em uma baixa dieta de folato e
pode ser revertida através da reposicao do folato [64]; O efeito da deficiéncia
do“olato com relagdo a metilagdo do DNA, no entanto, € altamente comple-
xo. Por exemplo, a deficiéncia do folato com ou sem as redugdes em
DNMT1, ndo afeta os niveis gerais de metilagdo genémica do DNA ou o0s
niveis de metilacdo em dois genes candidatos E-cadherin e p53, em tecido
normal ou neoplasico. ' o - |

Metabolismo de carbono unico
A Importancia das Propor¢ées SAM-SAH e o Papel dos Nutrien-

tes na Regulagdo da Metilagdo do DNA: A disponibilidade de nutriente pode
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atuar em um papel importante na regulagao da metilacdo do DNA. Além do
mais, os fatores envolvidos no metabolismo do carbono unico também pro-
vavelmente atuam em um papel importante no estado da metilagdo devido a
que ele influencia o suprimento de grupos metila é por esse motivo os traje-
tos bioquimicos dos processos de metilagdo. Os grupos metila supfidos a
partir da dieta, na forma de colina e de ‘metionina, oua partir do conjunto de
carbono Qnico dependente do folato, tem que ser ativados’ paré S-

adenosilmetionina (SAM) para servir como substratos nas reagdes de trans-

' metilagéo. Devido a que. a adenosilhomocisteina (SAH) € um produto das

‘reagdes. de transmetilacdo e um potente inibidor' das metiltransferases de-

pendentes de SAM, a proporcdo de SAM-SAH é um indice importante do
potenciél de transmetilagao [65,66]-. Quando a proporc¢ao é alta, o potencial
de metilagdo é alto. Quando a proporgdo é baixa o potencial de metilacao é
baixo. E bastante conhecido que a deple¢ao do folato por si propria é uma
forca perturbadora suficiente para a diminui¢ao dos conjuntos de SAM. Isso

leva a um aumento nos niveis celulares da SAH devido a que o equilibrio da -

_inter-conversdo da SAH-homocisteina na realidade favorece a sintese da.

SAH. Por essa razdo quando o metabolismo da homocisteina é inibido, co-
mo na deficiéncia de folato, os niveis celulares de SAH serdo aumentados. A
SAH aumentada inibe a atividade da metiltransferase e por conseqiéncia as

reacoes de metilacdo do DNA.
A Glicina-N-metil transferase (GNMT) Otimiza as Reagbes de

-Transmetilagdo: A enzima citosdlica GNMT funciona para otimizar as rea-

cOes de transmetilagéo através da regulagéao da proporgdo de SAM:SAH.
duando 0s grupos metila sdo abundantes e os niveis de SAM s&0 €ievados,
a GNMT descarta o excesso de grupos metila através da transformacéo da
sarcosina a partir da glicina, A SAM também. reduzvo suprimento de grupos
metila que se originam a partir do conjunto de carbono unico através da ini-
bicado da 5,10-metiltetraidrofolato redutase (MTHFR) [67,68], a enzima res-
ponsavel pela sintese de 5-metiltetraidrofolato (5-metil-THF). A 5-Metil-THF
é a coenzima do folato de doa o seu grupo de metila para a homocisteina

para a formagé@o da metionina. Devido a que a 5-metil-THF também se liga a
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GNMT e inibe a atividade da mesma [69,70], uma redugdo nos niveis de 5-
metil-THF devido a inibigdo da MTHFR pela SAM resulta em um aumento da
atividade da GNMT. Os fatores que ativam a GNMT levam a regulagao para

baixo das metiltransferases, incluindo a as metiltransferases do DNA.

Até agora, ndo houve nenhuma referéncia em que a cultura re-
sulta na reducéo da metilagdo do DNA. No entanto, algumas r‘refevrénciés tém
descrito a manipulagéo dietética da GNMT em roedores [71 ,72].’ Por exem-
plo, as dietas suplementadas com vitamina A e derivados da Vitamina A,
como por exemplo o acido todo trans-retindico (ATRA), resultaram em um
aumento da atividade da GNMT e de DNA hipometilado em hepatocnos de
rato, enquanto que as redugdes de folato, colina, betaina e das vitaminas Bg
& 12 Na dieta também resultaram na redugao da metiliagéo do DNA em tecidos
especificos. Dessa forma, a manipulagéo dos componentes do ciclo da meti-
onina e o ajuste da di_sponibilidade de doadores de metila no nutriente repre-
sentam posSiveis abordagens in vitro para desmetilagéo'e a restauracao do

potencial do DNA. Até o presente, nenhuma tentativa anterior para a repro-

_gramagéo ou a alteragdo da eficiéncia da reprogramacgdo através dos com-
.ponentes envolvidos no metabolismo do carbono unico, alterando a disponi-

bilidade do nutriente e/ou alterando a GNMT foi reportada. |

Métodos Correntes para Induzir a Reprogramacéo de Células:
Os métodos atuais para a indugéo da reprogramagéo de células em mamife-
ros dependem' primariamente da SCNT, envolvendo a reprogramagao nucle-
ar e em um grau menor a exposi¢ao de extratos de células, fusdo de tipos de

células, e_remogéo das proteinas nucleares. Nenhum desses métodos, no

‘entanto, superaram a etapa primaria de limitar a’proporgao ¢a reducdo dos

niveis de metilagdo do DNA requerido para uma reprogramagéo efetiva.
Reprogramacéo Nuclear Ineficiente: A reprogramagao nuclear é
dependente do estado da cromatina e especificamente da desmetilagao do
DNA, que é tipicamente ineficiente ou vagarosa. Como um exemplo, a clo-
nagem de SCNT exige uma reprogramagcéo eficiente da expressao do gene
para silenciar a expressdo do gene na celula doadora e ativar um padrao

embridnico de expresséo de gene. Observagdes recentes indicam que a re-
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programacao pode ser iniciada através de eventos prematuros que ocorrem
logo depois da SCNT, porém em seguida continuam como progressos de
desenvolvimento através da clivagem de provévél gastrulacéo. Devido ao
fato de a reprogramagao ser lenta e progressiva, as unidades NT tém as su—'
as caracteristicas drasticamente alteradas quando comparados com os em-
brides fertilizados. |

- Os métodos descritos acima com relac@o a transferéncia nuclear
s@o em geral conhecidos na industria, e tem sido ou estao sendo aplicados
para aplicagdes para.direcionar a diferenciagdo de células-tronco. No entan-
to, quase todas as aplicagbes dependem das tecnologias de transferéncia
nuclear. Geron (Menlo Park CA) tem usado células-tronco embrionarias para

‘a produgéo de células de nervo e células do musculo cardiaco e tem feito

avangos na manipulagao de células-tronco para a produgao de outros tipos
de tecido. A Infigen, Inc. (DeForest, WI) também recebeu muitas patentesA‘
com relagéo a transferéncia nuclear, primariamente di~recionadas a aplicagao .
em clonagem de gado. , _
" Em outras tentativas para o aumento da eficiéncia da transferéri-, '
cia nuclear, o Dr. Rudoiph Jaenisch do MIT, Whitehead Institute usa micro-
conjuntos de cDNA para estabelecer os critérios moleculares para a repro-
gramag&o nuclear especificamente na transferéncia nuclear. O foco primario
do Dr. Jaenisch é com relagao a doengas humanas tais como o cénéef, ea

reprogramacdo de cénceres e o projeto de estratégias para o aumento da

“reprogramagédo epigenética. Os seus esforgos principais tem sido focaliza-

dos sobre a compreensdo do mecanismo que estabelece a metilagao do
DNA e a reprogramagdo do genoma metilagp. O Dr. Jaenisch esta tentando

o desenvolvimento de uma unidade gerada de transferéncia nuclear isenta

da metilacdo através da derrubada da DNMT1 nas linhas de células doado-

ras e usando as linhas para a produgdo de unidades NT [136].

O Dr. Keith Latham da Temple University estd examinando o quan-
to uma reprogramacdo ineficiente afeta os embrides clonados. A pesquisa do
Dr. Latham esta focalizada primariamente sobre os dados fisiologicos - exami-

nando as mudangas nos fendtipos depois da clonagem [137, 139].
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O Dr. Kevin Eggan, da Harvard University esta avaliando como o
destino do desenvolvimento de uma célula adulta pode ser restaurado (repro-

gramado), com a utilizagdo da transferéncia nuclear como um modelo, fez -

- manchetes em 2005 pela fusdo-de uma célula de pele humana com uma célu-

la-tronco embrionaria paracria'r um hibrido que parecia e atuava como a célula-
tronco, potencialmente assentando uma fundagdo para a criagio de células-
tronco feitas de encoménda, geneticamente idénticas para pacientes [138].

Entre outros métodos sob investigagdo com relagado a produgao
de células-tronco ou células do tipo de células-tronco estdo as praticaé de
Uri Verlinsky, do Reproductive Genetics Institute {In Vitro Fertilization Clinic, .
Chicago, IL). Verlinsky emprega um método que usa um processo de fusao
e células para a fusdo de células sométicas com células-tronco, sob a teoria
de que as moléculas das células somaticas irao direcionar a diferenciagao
das células-tronco dentro do mesmo tipo de célula como o das células soma-
ticas. Verlinsky tem reportado a produgao de 10 linhas de células-tronco em-
brionarias com a utilizagao de sua nova técnica StemBrid (tronco/hibrido),
Nao sdo usados embrides.

SUMARIO DA INVENCAO
Um objetivo da presente invengdo esta direcionado a um pro-

cesso para a restauragao do potencial de diferenciagdo de células através
da redugéo da metilagio global do DNA da célula. |

Um outro objetivo da presente invencéo esta direcionado ao tra-
tamento de células e/ou unidades de transferéncia nuclear (NT) e/ou células-
tronco em culturas para a produgdo de um genoma globalmente hipermetila-
do e potenciaf restaurados.da ‘célula para diferénciagéo (como por exemplo,
pluripotencial, multipotencial e/ou totipotencial), definido como a capacidade
da célula para diferenciar novos tipos de célula. |

A presente invengdo é direcionada a um método para a repro-
gramagdo de uma célula eucariotica. o método compreendendo, como a e-
tapa (a) diminuicdo da proporgdo de S-adenosilmetiona para S-
adenosilhomocisteina (proporcdo SAM para SAH) na célula eucaridtica. A
propor¢ao SAM para SAH pode ser reduzida para 0,1 ou menos, de prefe-
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. réncia 0,6 ou menos, e de maior preferéncia de 1,00 ou menos. A etapa (a)

pode incluir por em contato a célula com um siRNA selecionado a partir do
grupo que consiste nas SEQ ID NOS:; 1 a 41. Ainda, a etapa (a) também po-
de incluir por a célula em contato com uma quantidade de urh acido retindico
efetiva para o aumento da expressao, atividade, ou ambas a expresééo é a
atividade glicina-N-metil transferase no interior da célula eucaridtica. S etapa
(a) também pode incluir por a célula em contato com uma quantidade de um
acido. retihéico efetiva para o aumento da expressao, atividade, ou ambas a

expressdo e a atividade da glicina-N-metil transferase no interior da célula.

“Além disso, o método inclui, como a etapa (b) a reducao dos niveis de 5-

metilcitosina no DNA no interior da célula eucariética. Esta dentro do escopo

‘da presente invenc¢ao o de realizar as etapas (a) e (b) simultaneamente. A

etapa (b) também inclui especificamente a supressdo da expressao, ativida-
de, ou as expresséo e da atividade das metiltransferases do DNA dentro da
célula eucariotica. A etapa (b), também pode compreender por em contato a

célula com um inibidor da metiltransferase do DNA. Do mesmo modo, a eta-

- pa (b) pode compreender por a célula em contato com uma quantidade efeti-

va para a supressdo de um- acido ribonucléico de pequena interferéncia
(siRNA), dimensionado e configurado para a supresséo da expressdo das

metiltransferases do DNA.
A presente invencao também esta direcionada a um método pa-

ra a reprogramagdo de uma célula eucariética, 0 método compreendendo,
como a etapa (A), especificamente a supressao da expressao, atividade, ou
a expressdo e a atividade das metiltransferases do DNA no interior de uma

célula eycaridtica; e ao mesmo tempo, como a etapa (b) aumentando a ex-

“pressao, a atividade, ou ambas a expressao e a atividade da glicina-N-metil

transferase no interior da célula eucaribtica. A etapa (a) pode compreender

por a célula em contato com uma quantidade efetiva para a supressao de
um siRNA dimensionado e configurado para a supressao da expressao das
metiltransferases do DNA. A etapa (a) também pode compreender por a cé-
lula em contato com uma quantidade efetiva para a supresséo de um siRNA

dimensionado e configurado para a supressao até a reducéo das citosinas 5-
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metiladas no DNA na célula por pelo menos cerca de 5%. A etapa (b) pode
compreender por a célula em contato com uma quantidade efetiva de um
acido retindico para o aumento da expressao, atividade, ou ambas a expres-

sdo e a atividade da glicina-N-metil transferase no interior da célula. A etapa

'(b) também pode compreender por a célula em contato com um &cido todo

trans-retindico. Além disso, a etapa (b) pode incluir por a céluia em contato
com um composto que se ligue a um receptor do &cido retinéico. Além das
etapas (a) e (b), o método pode incluir, como a etapa (c), a supressao espe-
cifica no interior da célula da expressao, atividade, ou da expressao e da
atividade em uma enzima selecnonada a partir do grupo que consiste em
5,10-metilenotetraidrofolato redutase e cistaciona beta-smtase Esta dentro
do escopo da presente invengdo o contato da célula com © siRNA selecio-
nado a partir do grupo que consiste nas SEQ.ID. NOS: 1 a 41.

_ A presente invengédo esta ainda direcionada a um método para a
mudanga do potencial de diferenciagéo na célula eucariotica, 0 método com-
preendendo pbr a célula eucariétiéa em contato in vitro com uma quantidade
de siRNA, em que o siRNA esteja dimensionado e configurado para a su-
pressao da expressao das metiltransferases do DNA, contanto que o siRNA
ndo suprima a expressdo da glicina-N-metil transferase, e em que a quanti-
dade seja efetiva para induzir uma desmetilacao do DNA com amplitude do
genoma, em que O potencial de diferenciagdo celular seja aumentado. As
células eucaridticas sdo selecionadas a partir do grupo que consiste em cé-
lulas-tronco, células progenitoras, células somaticas, e células submetidas a
transferéncia nuclear de célula somatica (células NT). Este método compre-
ende por a célula em contato com um siRNA em que o siRNA esteja dimen-
sionado e configurado para a supressao especificamente da expressao de
uma metiltransferase do DNA selecionada a partir do grupo que consiste na
metiltransferase 1 do DNA (Dnmt 1), metiltransferase 3a do DNA (Dnmt 3a),
e metiltransferase 3b do DNA (Dnmt 3b). O método ainda compreende por a
célula em contato com uma quantidade efetiva de um composto para o au-
mento da expressao da, da atividade da, ou ambas a expressé&o e a ativida-

de da glicina-N-metil transferase, tal como o acido retindico ou o acido todo
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~ trans-retindico. As células também podem ser postas em contato com uma

composi¢cao que compreenda,' em- combinacgédo, o siRNA e o acido todo
trans-retingico. ‘

A presente ihvengéo esta ainda direcionada a um método para o
aumento do potencial de diferenciagdo de uma célula diferenciada, o fnétodo
compreendendo uma célula diferenciada em contato in vitro, com uma compo-
sicdo compr_eendendo, em combinagéo, como a etapa (i) uma guantidade efeti-
va de derrubada de um acido ribonucléico de pequena interferéncia (siRNA), |

em que o siRNA é dimensionado e configurado para a supressao da expressao

de metilatransferases de DNA, especificamente; (i) quantidade efetiva de der-

rubada de um siRNA dimensionada e configurada para a supressao da expres-

'sdo de uma enzima selecionada a partir do grupo que consiste em 5,10-

metilenotetraidrofolato redutase e cistaciona beta-sintase; e (i) um composto
eficaz para o aumento da expressdo da, da atividade de, ou ambas a expres-
sdo e a atividade da glicina-N-metil transferase, em qUe a célula é posta em
contato com a composigé@o durante um periodo de tempo eficaz para a indugao
da desmetilagdo do DNA em amplitude do genoma no interior da célula, por
meio do que o potencial de diferencnagao celular é aumentado. O método com-
preende por a célula em contato com uma composi¢cdo compreendendo S|RNA
que é dimensionada e conflgurada para suprimir especificamente a expressao
de uma metiltransferase de DNA, selemonada a partir do grupo que consiste
em metiltransferase 1 do DNA (Dnmt 1), metiltransferase 3a do DNA (Dnmt 3a),

~ e metiltransferase 3b do DNA (Dnmt 3b). A composicao efetiva para o aumento

da expressao da, atividade da, ou ambas a expressao e a atividade da glicina-
N-metil transferase, é o &cido retindico ou o"acido todo *rans-retindico. As célu-

“las s@o postas em contato com um siRNA selecionado a partir do grupo que

“consiste nas SEQ.ID.NOS: 1 a 41.

A presente invehgéo também esta direcionada a um método pa-
ra a determinacdo do potencial de desenvolvimento de uma célula, o método
compreendendo a determinacao da proporgao de SAM para SAH na célula,
em que uma proporgao de SAM para SAH de menos do que 1,0 indica um
aumento no potencial de desenvolvimento da célula. O método compreende
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a medicédo da metilagdo de residuos de citosina presentes no DNA da célula,
em que a.metilagdo de menos do que cerca de 10% indica um potencial de

desenvolvimento aumentado da célula.
A presente invengdo também compreende um método para'o

controle do potencial de diferenciagdo em uma célula, 0 metodo compreen-

dendo, como a etapa (a) a manutengao da proporgdo de SAM para SAH na
célula para menos do'que'cerca de 1,0; e (b) mantendo a metilagédo dos re-
siduos da citosina no DNA da célula para menos do que cerca de 40%. O
metodo da reivindicagcao 34, compreendendo domo a etapa (a) a manuten-
¢ao da proporgdo de SAM para SAH na célula para menos do que cerca de
0,5; e como a etapa (b) mantendo a metilacdo dos residuos da citosina no
DNA da célula para menos do.que cerca de 20%.- |

A presente mvengao também é direcionada a um meio de cultura v
de celulas para o aumento do potencial de diferenciagdo em uma célula dife-
renciada disposta dentro do meio de cultura, 0 meio de cultura compreen-
dendo um mefo de baée suficiente para a manutengao da viabilidade da cé-
lula, em combinagdo com um fator que reduza a atividade dos doadores de
metila presentes no meio de cultura de células. O fator é:—selécionado a partir
do grupo que consiste em homocisteina e acido todo trans-retinéico. Alterna-
tivamente, o fator de uma quantidade efetiva para_ a supressao de um SiRNA
dimensionado para suprimir a expressao das metiltransferases do DNA. |

A presente invengao também esté direcionada um método para

-a identificacdo de compostos que afetam a dlferenmagao de células, o méto-

do compreendendo, como a etapa (a) a redugao da percentagem das cntosu-
nas no DNA de uma célula sdo metiladas por pelo menéds cerca de 5%, em
que a célula tem um primeiro fenétipo antes da redugao; e como a etapa (b) ‘
a reducao da proporgdo de SAM:SAH na célula para menos do que cerca de
1,0; e como a etapa (c) por a célula em contato com um composto suspelto
de afetar a diferenciacdo de células; e como a etapa (d) comparando o pri-
meiro fendtipo da célula ao fenotipo da célula depois da etapa (c), em que :o
aparecimento depois da etapa (c) de um fenctipo diferente a partir do priméi- |

ro fenétipo indica que o composto tem um efeito sobre a diferenciagao de -



10

- 15

20

25

30

16

- célula. A etapa (a) pode incluir a redugc@o da percentagem de citosinas no

DNA de uma célula que sdo metiladas por pelo menos 5%. A etapa (a) tam-
bém pode inéluir a redugdo da percentagem de citosinas no DNA da célula
que sdo metiladas por pelo menos cerca de 10%. A célula pode inclﬁir um
sistema de aviso para a monitoragdo das mudangas na transcri¢@o, o q'ual
mede a presenga de uma atividade de enzima selecionada a partir do grupo
que consiste na atividade de luciferase, atividade da beta-lactamase, e a

atividade da beta-galactosidase.
A presente invengao esta direcionada a um método para a res-

“tauracdo do potencial de diferenciagéo de célula compreendendo:.

_ (a) reduzir a metilagdo do DNA nos nucleos de células somati-
cas, células, e ou partes especificas de células através da redugao dos doa-

dores de metila in vitro,
(b)aumentar a expressdo do gene GNMT e/ou da atividade da

ehzima que resulta na diminuicdo da proporgao SAM:.SAH e niveis decresci-

dos da metilacdo do DNA;
' (c) reduzir a propor¢do de SAM:SAH através da redugéo da ex-

pressao e/ou da atividade de enzimas especificas tais como a MTHFR e/ou

~ as cistaciona-beta-sintase (Cbs);

(d) reduzir a atividade das metiltransferases do DNA incluindo as

Dnmt 1, 3a, e/ou 3b;
~ (e) aumentar os niveis da homocisteina e/ou SAH in vitro, gluca-

- gonas, ou fatores relacionados ao abaixamento da proporgao de SAM:SAH

(a SAM:SAH reduzida ird abaixar a metilacéo);
-« . (f) exayrir os niveis da glutaciona para a redugédo da proporgao
SAM:SAH; _

(g) desenvolver meios definidos que incorporam um ou mais dos
fatores acima para a redugéb da metilacdo (meios deficientes em doadores
de metila, meios dom-homocistén’na adicional, etc.); |

~ (h) desenvolver uma nova analise com base na utilizagdo do. ge-
ne de informacdo beta-lactamase e/ou outros genes de informagéo viaveis

(luciferase, beta-glucosidase, ou outros), para identificar os fatores que indu-
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zem a y transcricdo do gene GNMT, ou que identificam outros fatores ou
atividades que simulam a atividade do GNMR; e

(i) desenvolvendo uma nova andlise baseada na utilizagao de
um gene de informagédo de beta-lactamase e/ou outrbs genes de informagao
viaveis (luciferase, beta-g!uc'os‘idase, ou outros), para a identificagdo dos
fatores que redizem a transcricao dos genes da metiltransferase do DNA, ou
que identificam outros fatores ou atividades que reduzem a atividade das
metiltransferases do DNA. _

| A invencéo inclui porém nao esta limitada a: ,

- (a) novas ferramentas de pesquisa incluindo meids especializa-
dos e culturas de células que permitem a produgao in vitro de céhjlas repro-»
gramadas com o potencial de diferenciagéo restaurado (totipotencial, pluripo-
tencial, multipotencial) através da desmetilagao do genoma,

7 (b) novas células do tipo de célula-tronco produzidas por esses
meios e culturas, que podem ser usadas para aplicagbes em pesquisa ou
em terapia; o |
(c) um novo sistema de anélise para a monitoragdo da expres-
sd0 do GNMT usando um gene de informagéo beta-lactamase. e/ou outros
genes de informagao relevantes, para a avaliagdo do impacto da expressao
do GNMT ou outra atividade na restauragdo do potencial de diferenciagao da
célula; | ' |

(d) um novo sistema de anéiise para a monitoragao da expres-
sdo da metiltransferase do DNA com a utilizagéo de um gene de informagao
de beta-lact_amase, luciferase, beta-galactbsidase, e/ou outro gene de infor-

".macéo relevante, para a avaliagéo do impacto da expressdo da metiltransfe-

rase do DNA ou outra atividade cobre a restauracdo do potencial de diferen-

ciagéo da célula; ‘ o

(e) aumentar a eficiéncia- da transferéncia nuclear de células

somaticas; o
(f) aumentar a derivacdo de células-tronco embrionarias a partir

de embrides SCNT reconstruidos (ou unidades).

As modalidades incluem:
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~ (a) tratamento dos meios comerciais ou de outros meios existen-

tes com ATRA, que aumenta a transcricdo e atividade do GNMT, abaixa a

proporgao SAM:SAH e diminui o potencial de metilagéo de células e restaura
a d|feren0|agao e/ou o potencial de desenvolvimento;

(b) modificagdo dos meios comerciais e de outros meios ex:sten-

tes para permitir a derrubada das metiltransferases 1, 3a e 3b com a utiliza-

cao de tecnologia de interferéncia do RNA resultando em niveis reduzidos

de metllagao do DNA;
' (c) modificagao dos meios comerciais e de outros meios existen-

‘tes para permitir a derrubada das MTHFR e/ou Cbs usando a tecnologia de

interferéncia do RNA, anti-sentido, ou dutros tecnologias de derrubada resul-
tando em uma diminuigdo da proporgdo de SAM:SAH e na metilagdo do DNA,;
(d) modificagédo dos meios comerciais e de outros meios existen-

~ tes para o aumento da transcrigdo, expresséo de proteina e atividade do GNMT

resultando em uma propokgéo SA:SAH diminuida e na metilagao do DNA;

(e) modificagdo dos meios comerciais e de outros meios existen-
tes para a diminuigdo da propor¢do SAM:SAH através da alteragao dos ni-
veis dos doadores de metila e/ou homocisteina e/ou SAH.

Sem desejar estar ligado a uma explanagao com relagéo ao fun-
damento logico por traz da presente invengao, acredita-se que 0s grupos de
metila providos através da dieta, meio de cultura ou o conjunto de carbono
unico dependente do folato sdo essenciais para a fungao normal. A deficién-
cia do grupo de metila leva a regulagdo para baixo das reagbes de transmeti-
lacdo. Os grupos de metila supridos a partir da dieta (ou meio de cultura), na

‘fornia de colina e metionina ou a partir do conjunto dé carbono drico depen-

dente do folato, tem que ser ativado @ SAM para servir como substratos nas
numerosas reagdes de transmetilagdo. Devido a que a SAH € um produto
das reacdes de transmetilagdo e um potente inibidor da maioria das metil-
transferases dependentés de SAM, a proporcao de SAM/SAH é um indice
importante do potencial de transmetilagdo. Por esse motivo, um suprimento
intracelular de SAM é importante para a transmetilagéd, porém a regulagao

dessa proporgcao também é importante.
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A enzima citosélica GNMT funciona para a otimizagao das reégc")es
de transmetilagdo pela reguiagéo da proporcdo SAM/SAH. Quando os grupos
metila sdo abundantes e os niveis de SAM elevados, a GNMT dispc”)é do ex-
cesso de grupoé de metila através da formagdo do metabdlito essenciaimente

inativo sarcosina a partir da inCina. A SAM também reduz o suprimento de gru-

. pos de metila que se originam a partir do conjunto de carbono unico através da.

inibigéo da MTHFR, a enzima responsavel pela sintese da 5-metil-THF, a coen-
zima folato que doa o seu grupo metila para a homocisteina para a formacao da

metionina. Devido a que a 5-metil-THF também se liga a GNMT e inibe a sua

atividade, uma diminuicdo nos niveis de 5-metil-THF devido a inibicdo da MTH- |

FR pela SAM resulta em um aumento na atividade da GNMT. De modo inverso,
sob condi¢des de diminuigéo de grupos metila e de SAM, a inibicdo da MTHFR
‘é removida, levando a um aUmento nas concentracbes de 5-metil-THF e a sub-
sequente inibigdo da GNMT. Iss0 assegura que 0s grupos metila sejam conser-
vados para reacoes de transmetilagao importantes quando a disponibilidade
dos grupos metila estd comprometida. Por essa razéo os fatores de ativam de

forma nao apropriada a GNMT podem levar a uma regulagao rara baixo.de nu-

merosas metiltransferases que sdo importantes para a manutencao de um es-

tado de metilacao apropriado.
A presente inven¢éo foi acionada pela necessidade de acelerar o

desenvolvimento de métodos novos mais eficazes e eficientes para a repro-
gramagao deA'céIulas. Esses métodos impactam a descoberta e o desenvolvi-
mento de células terapeuticamente valiosas, incluindo as células-tronco, novas
ferramentas de pesquisa para acelerar a pésqui'sa de terapias com base em
células-tronco e outras células, propagacdo de Aanimais valiosos e ou em peri-
go, e a produgdo de animais geneticamente manipulados de alto valor. “

A invengao esta direcionada para a resolugao de problemas com

os métodos correntes com relagao a diferenciacdo de células, e a rediferen-

~ ciagdo das mesmas em novas celulas. Especificamente, os métodos atuais,

baseados primariamente em SCNT, sao altaménte ineficientes, e produzem

resultados ndo confiaveis. A nova invencado evita o uso de transferéncia nu-

" clear, e as limitacoes a ela associadas.
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As umidades SCNT exibem defeitos na regulagdo da metilagao
do DNA, que incluem deficiéncias na desmetilagédo global, o que contribui

para uma reprogramacao ineficiente da célula. A presente invengao supera

~ esse problema especifico.

A presente invengdo também ira permitir e melhorar a eficiéncia
da SCNT com relagéo a produgédo de animais em-perigo, gado de valor adi-
cionado e derivagdo de células ES através de processqgs de melhoria da dife-
renciagéb (desmetilagéo global) necessarios de;')ois da reconstrugao. -

A invengcao também ira permitir o desenvolvimento de novas te-

‘rapéuticas com base em células que superam os problemas criticos de rejei-

¢édo por imunidade e fonte limitada de material associada com 0 uso de célu-

las-tronco embrionarias. Por permitir o uso das células somaticas do proprio

paciente para a “dediferenciacdo” e rediferenciagdo em novos tipos de célu-
las, a invengdo ira prover uma fonte de células compativeis com a imunida- "
de, a partir de uma ampla variedade de tipos iniciais de células.

Além do mais. 0 campo da pesquisa de células-tronco € alta-

“mente limitado no tempo atual pelas culturas de células e meios nao ade-

quados pata a manutengdo de células em estados. dediferenciados, ou para
direcionar células para serem diferenciadas ao longo de linhagens especifi-
cas. Os trajetos, proteinas, e moléculas relacionadas associadas com a nova
invencao irdo permitir o desenvolvimento de novas culturas e meios que irdo

superar essas limitagoes. Similarmente, a presente invenc¢ao ira prover no-

'vos marcadores de diferenciacdo e de rediferenciagdo, e a capacidade para

produzir novas linhas de ‘células diferenciadas que irdo acelerar a descober-

ta de farmacos pela provisdo, e aperfeicoamento de novas abordagens para

escolha de farmacos candidatos na medicina regenerativa.

O campo da terapéutica com base em células ¢ altamente limi-
tado nos tempos atuais devido as fontes limitadas de material de partida e
métodos dispendiosos de isolamento é expansdo sob as normas GMP/GML.
Por exemplo, no caso de novas aplicagdes da terapia com células que en-
volvem o transplante de 'células de ilhota para a produgcao de insulina em

pacientes diabéticos, os métodos atuais exigem pelo menos dois cadaveres
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de doadores para prover células suficientes para somente um paciente. A
presente invengdo esta direcionada a superagdo dessas dificuldades através
do aumento significativo da quantidade de material de partida e produto de-

sejado a ser usado. Além do mais, essas células contém um risco inerente

da indugdo de rejeigdo por imunizagdo adversa no recebedor. A presente

invengao é direcionada a superar este problema através do oferecimento da
oportunidade de utilizar as proprias células de um paciente como a fonte do
material de partida. o |

A A "preSente invencdo esta direcionada a rhétodos_ que podem
acelerar o progresso da reprogramacéo através da regulagéo da meti'lagéo_
do DNA. Os métodos direcionados a alteragao da expressao elou da ativida-
de das metiltransferases do DNA podem ter efeitos 'significativos no aumento
da eficiéncia da reprogkamagéo através da alteragcédo da pfoporgéo
SAM:SAH. Uma abordagem é a de alterar a regulagéo do metabolismo do
grupo metlla por alterar especificamente a expressao de enzimas-chave com -
a utilizacdo de compostos tais como o acido retindico (RA) e de retindides, A
administragdo de ATRA e de outros compostos retindides induz e ativa a
GNMT, comprometendo as reagdes de transmetilagao dependentes da SAM,
incluindo a metilacdo do DNA resultando na hipometilagdo do DNA gendmi-
co. Outros tém usado inibidores da metilagéo tais como a 5-azacitidina e 5-
aza-.2’-doxicitidina para a redugdo dos niveis de metilagado do DNA e prover
efeltos antltumor [82]. '

Outro método é o de expressar em excesso uma demetilase em

células somaticas em cultura. Até agora, uma demetilase ativa ndo foi ainda

validada. -,
As vantagens-chave da presente invengdo sobre os. métodos

anteriores incluem:
a invencdo nao envolve a utilizagdo de transferéncia nuclear,
evitando dessa forma o alto nivel de ineficiéncia na reprogramagéo nuclear e

no desenvolvimento real da célula;
a invencao nao se apbia sobre a utilizacédo de células- tronco

embrlonanas como 0s materiais de partida para a diferenciagéo de células.
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_ Desse modo, ela supera uma barreira critica de limitagdo na disponibilidade

.do mate_rial de parﬁda;

_a'invengéo pode ser usada para melhorar os sistemas de cultura
de células-tronco embrionarias e adultas para minimizar a diferenciagao es-
pontanea; | | ’

a invengdo ndo se apdia sobre células-tronco embrionarias ou
outros materiais estranhos para o desenvolvimento de novas terapias rege-

nerativas com células, e desse modo minimiza o potencial com relagdo a

“rejeicdo por imunizagéo pelo paciente;

a invencdo explora 0s processos metabolicos naturais através

de uma abordagem nutricional simples, reduzindo desse modo o numero de

fatores de complicagéo que podem contribuir para falhas, tais como os efei-

“tos citotéxicos induzidos através de compostos tais como a 5'-azacitidina e

azacitidina (também conhecidas como Aza C e fabricada sob a marca co-
mercial de VIDAZA pela Pharmion of Boulder, CO), ou necessitando de uma

alterag@o genética tal como a expressdo em excesso de uma demetilase

. ativa com a utilizagao do um sistema transgene.

A invengéo pode ser usada para melhorar a SCNT.
A invengao pode ser usada para melhorar de forma mais efetiva a

'derivagéb das células ES a partir em embrides gerados pela SCNT (unidades).

~ Os objetivos e as vantagens da invengdo iréo aparecer mais to-

talmente a partir da descrigdo detalhada que se segue das modalidades de

‘preferéncia da invencéo feitas em conjunto com 0s desenhos que a acom-

panham.

4

' DESCRICAQ DETALHADA DOS DESENHOS

A figura 1 é um grafico que representa os niveis relativos da me-

tilacdo da citosina em células somaticas bovinas doadoras em transferéncia

nuclear em série depois do crescimento da confluéncia s no meio de cres-

cimento (COM), meio de crescimento tratado com DMSA (DMSO), e meio de

crescimento tratado com acido todo trans-retindico (ATRA). Ver o Exempilo 1.
A figura 2 é um gréfico ilustrando o nivel de expressao do gene

GNMT (como medido por PCR em tempo real) em células somaticas bovinas
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doadoras em transferéncia nuclear em série dépois do crescimento da con-

fluéncia s no meio de crescimento (COM), meio de crescimento tratado

com DMSA (DMSOQO), e meio de crescimentovtrata'do com acido todb trans-
retindico (ATRA). Vero Exémplo 1.

As ﬁguras 3AAe 3B sdo fotografias ilustrando células bovinas tra-
tadas como descrito no Exemplo 2. A figura 3A mostra a célula depbis do
tratamento com ATRA. A figura 3B mostra as células depois da marcagao
positiva com oil-red-O (um marcador comum para Iipidios) em seguida ao
tratamento com ATRA. Ver o Exemplo 2. ' |

- As figuras 4A e 4B séo fotografias que mostram celulas 3T3 L1-
murinas tratadas com ATRA seguida pelo meio de indugéo osteogénico.
Como descrito no Exemplb 4. A figura 4A mostra células que testaram como
positivas com relagéo a cél'ulas do tipo de osteoblasto com marcagéo de fos-
fatase alcalina. A figura 4B mostra células que eximem mineralizagéo do fos-

fato de calcio com marcagao por alizarina.
A figura 5 é uma fotografia de um gel ilustrando a expressao de

gene (através de RT-PCR) para osteocalcina e cbfal, marcadores especifi-

cos para osteoblasto, em células 3T3 L1 murinas tratadas com ATRA segui- - -
da pelo meio de indugéo osteogénica. Ver o exemplo 4. '

As figuras 6A e 6B séo fotografias de géis ilustrando a derrubada
de gene Dnmt1 pelo siRNA, como descrito no Exemplo 5. A figura 6A mostra
a derrubada _e'specffica de lamin com a utilizagao de um siRNAV de lamin.

A figura 6C é uma fotografia de um gel sztrando que a derru-
bada do Dnmt1 como mostrada na Fog, 6A persistiu‘através de pelo menos

P

dois estagios de célula. Ver o Exemplo 5. ' s

As figuras 7A e 7B sdo graficos que ilustram os efeitos da trans-
feccdo por siRNA de metilatransferase 3b do DNA na metilagdo de células
somaticas murinas NIH3T3, como descrita no Exemplo 5.1. A figura 7A mos-
tra os resultados do PCR em tempo real exibindo uma rédugéo de 79% nos
niveis de Dnmt 3b no mRNA quando comparados com os controles. A figuka'
7B representa os resultados de HPLC exibindo uma redugéo relativa de 52%

em citosina metilada nas células.
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 ABREVIATURAS E DEFINICOES

" A ndo ser que descritas aqui, neste pedido de patente de outra
forma, as def‘inigées e as abreviaturas que se segUem serao aplicada duran-
te toda esta descrigao:

| ATRA significa acido todo trans-retindico.
Sbs significa cistaciona-beta-sintase
Reprogramacéo de célula significa o processo através do QUal

uma células terminalmente diferenciada pode ser restaurada para um estado no

- qual ela tem o potencial de se diferencias dentro de um novo tipo de célula.

Meio de Cultura ou Meio de Crescimento significam um meio

adequado capaz de sustentar o desenvolvimento de células. |
Meio de Cultura de Desmenlagao ou Meio de Crescimento de

Desmetllagao significam um meio adequado capaz de sustentar o desenvol-

“vimento de células de uma maneira que induza a desmetilagédo do’ DNA.

Diferenciacdo significa o processo através do qual a célula se

torna estruturalmente e funcionalmente especializada durante o desenvolvi-

. 'mento embridnico.

DMSO significa sulféxido de dimetila

DNA sugnlflca acido desoxirribonucléico.

Metilagdo do DNA significa a ligagdo de um grupo metila (um
grupo a-CH3) a uma citosina (uma das bases nitrogenosas encontradas no
DNA) efn DNA eucariético. Isso é feito rotineiramente, como uma maneira de
auto protecéao do DNA contra enzimas e produtos quimicos produzidos para
a destruig:éo de DNA estranho, e como urﬁa maneira de regular a transcrigao
de genes no DNA. v | ’

DNMT significa metlltransferase do DNA.

Epigenéticos se refere ao estado do DNA com relagao a mudan-

cas que podem ser herdadas em fungdo sem uma mudanga na seqliéncia

" do nucleotideo. As mudangas epigenéticas pode ser ocasionadas atraves da

modificacdo do DNA, tal como pela metilagéo e _desmetilagéb, sem qualquer
mudanga na sequéncia do nucleotideo do DNA.
FRET significa transferéncia de energia por ressonancia de fluo-
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rescéncia. |
~ GAPDH significa gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.

GNMT significa glicina-N-metil transferase

H3K4me significa a metilagdo da histona H3 em Lys4.

H3K9me2/3 sig’niﬁca a di/trimetilagdo de residuos especificos de
hsma tais como a lisina 9 na histona H3.

Histona sngnmca uma classe de moléculas de proteina encontra-
das nos Cromossomos responsavels pela compactagcdo do DNA de tal forma
que ele possa se ajustar dentro de um nticleo. As procariéticas ndo tem his-
tonas,0 DNA do género Thermoplasma (um membro do dominio Archaea .
sem parede de célula) é envolvido por uma proteina de ligagdo com o DNA
altamente basica que se parece fortemente com a Histona eucaridtica.

IBMX significa iSobuti!metilxantina. |

ICM significa massa interna da célula.

~ “Knock down” (derrubada) significa suprimir a expressao de um
gene de uma maneira especifica para o gene. Uma célula que tem um ou
mais genes derrubados, € referida comb um organismo ‘knock down” ou
simplesmente “knock down”. | |

MDS significa sindrome mielodisplasica.

MTHFR significa 5,10-metilenotetraidrofolato redutase.

Oédcito significa uma célula reprodutiva feminina em desenvolvi-
mento que se divide através de meiose em quatro células hapldides, fo"r:

ando um évulo que pode ser fertilizado por uma célula de esperma.

Pluripotente sngnmca meios capazes de diferenciagdo dentro de
tipos de ¢élulas de 3;,camadas de germes ou de tipos de tecidos primarios.

RA significa &cido retinoico.

Reprogramando significa a remogao das Ymarcas epigen'éticas no
nticleo, seguida pelo estabelecimento de um conjunto diferente de marcas
epigenéticas. Durante o desenvolvimento de organismos multicelulares, ce-
lulas e tecidos diferentes adquirem programas diferentes de expressao de
genes. Esse padréo distinto de expressao de gene parece ser regulado

substancialmente por modificacbes epigenéticas tais como a metilagao do
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' DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAO

[22,23]. Desse'modo cada tipo de célula no interior de um organismo multi-
celular tem uma assinatura epigenética unica que é convencionalmente con-
s'iderada como se tornando “fixa” e imutavel uma vez qUe as células se dife-
renciem ou saiam do ciclo da célula. No entanto, algumas células sé@o sub-
metidas a maids ‘reprogramagéo” epigenética durante o desenvolvimento
normal ou em determinadas situacdes de doenca.

" RNA significa acido ribonucléico.

- RT-PCR significa reagdo em cadeia de polimerase transcrita re-

SAH significa S-adenosilhomocisteina.
- SAM significa S-adenosilmetionina.
SCNT significa transferéncia nuclear de célula somatica.
siRNA significa um RNA de pequena interferéncia, também co-
nhecido como um RNA de interferéncia curta ou RNA silenciador.

Célula somatica significa qualquer uma das células de um orga-
nismo que tem diferenciagdo dentro de tecidos, 6rgdos, etc. do corpo (como
o oposto a célula de germe - qualquer das diversas células, especialmente
uma celula de ovo ou esperma, a partir da qual um novo organismo pode se
desenvolver). |
TE significa tfofoectoderma. |
Totipotente significa capai de se desenvolver em um embriao

“completo ou 6rgéao.

TZD significa Tiazolidinediona.

.+ BN

A presente invenc¢do envolve a indugéo da desmetilagao de célu--

las-tronco de um paciente adulto ou de células somaticas totalmente diferen-

ciadas de uma maneira que restaure o potencial de diferenciagao e que pos-
sa ser usada como uma fonte “autdloga” de células terapéuticas; ou usando
as células desmetiladas para aumentar a eficacia da SCNT e gerais de for-
ma mais eficiente células ES especificas para o paciente para serem usadas

para finalidades terapéuticas.
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A presente invengdo esta especificamente direcionada a linhas

de células especializadas e a uma cultura de células especializada. Os mé-
todos para serem alcangados ambos os objetivos s@o importantes com rela-
¢éo a invengao. No seu séntido basico, os métodos envolvem as etapas de
desmetilagao de. produz linhas de células reprogramadas. Os fatores que
permitem a desmetilagdo estao incluidos no meio de cultura da célula, que é
usado para a produgéb de células que pode ser diferenciadas em novos ti-
pos de células. ,
A presente invengéo é direvcionada a um meio de cultura de Célu-
las ao qual ATRA e/ou siRNA pode ser adicionado, ou 0s c_omponentes‘ ajus-
tados de suficientemente, para a redugdo dos niveis de metilagao do DNA
em um tal grau de modo a restaurar a diferenciagéo e/ou o potencial de de-
senvolvimento tanto pela _ihdugéo com fatores de diferenciacdo especificos
tais como, porém ndo limitados a citocinas, fatores de crescimento, fatores
de transcricdo e/ou utilizando as células desmetiladas para SCNT.

A invengdo estéa direcionada a produgéo in vitro de celulas re-
programadas que tenham potencual de diferenciagado (totipotencial, pluripon-
tencial, multipotencial) restaurado através da desmetilagéo do genoma. As

modalidades incluem:
(a) tratando com ATRA, siRNA, e/ou moléculas similares ou re-

lacionadas;
(b) derrubando as metiltransferases 1, 3a e/ou 3b do DNA com a

utilizacao de tecnologia interferente de RNA, anti-sentido, ou outro meca-

~ nismo para a inibigéo;

(c) derrubando MTHFE e/ou Cbs com a utmzaf‘ao de tacnologia

de RNA de interferéncia;
(d) aumentando a transcngao expressao de proteina e atividade

da GNMT,; , 7 ‘
(e) aumentando os niveis de homocisteina in vivo;
(f) aumentando os niveis de SAM;

(g) diminuindo os niveis de SAH;
(h) diminuindo d_s niveis de doadores de metila tais como, porém
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ndo limitados a, folato, metionina, colina, vitamina B6 e B12;

(i) usando aé células para o aumento de SNCT; e

(j) usando as células para a derivagéb mais efetiva das células
ES a partir das unidades de SCNT reconstruidas (embrides).

Célulla: para as finalidades da presente invengéo, o termo “cé'lu-
la” ou “células” a ndo ser que especificamente limitado ao contrario, inclui
qualquer célula somatica, célula-tronco embrionéria (ES), células-tronco a-
dultas, unidades de transferéncia nuclear (NT), e células do tipo de tronco.:

Uma fonte promissora de 0rgaos e de tecidos para transplantes esta no de-

‘senvolvimento da tecnologia das células-tronco. Teoricamente, as células-

tronco podem ser submetidas a diviséo de célula auto-renovatoria para dar

'Iugar a filhas idénticas fenotipicamente e genotipicamente em um tempo in-

definido e por dltimo podem se diferencias em pelo menos um tipo final de
célula. Através da geracado de tecidos ou éfgéos a partir de uma célula do
proprio paciente, os tecidos para transplante podem sér gerados para prove’r'
as vantagens associadas com o xenotransplante, sem os riscos associados:
de infecgdo ou de rejeicao de tecido.

As células-tronco também proporcionam uma promessa para O

- aumento do resultado da terapia de gene. Uma célula-tronco do pro'prio pacien-

te pode ser geneticaménte alterada in vitro, em seguida reintroduzida in vivo
para a produgéo do produto de gene desejado. Essas células-tronco alteradas

de forma genética poderao ter o potencial de serem induzidas a se diferencia-

‘rem para formar uma. pluralidade de tipos de células para serem implantadas

em locais especificos no corpo, ou para a aplicagao sistémica. Alternativamen-

te, as células-tronco heterélogas podeni ser geneticamente alteradas para ex-

‘pressar o complexo de antigeno principal de histo compatibilidade (MHCC) do

recebedor, ou ndo MHC, para permitir o transplante daquélas células a partir do
doador para o recebedor sem o risco associado de rejeigéo.

As células-trbnco sao definidas como possuindo um extenso e
indefinido potencial de pr_oliferagéo que se diferencia em diversas linhas de
células, e que podem repovoar tecidos quando dos transplantes. A quintes-

séncia das células-tronco é a célula-tronco embrionaria (ES) na medida em
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que ela tem uma auto-renovagao ilimitada e um potencial de diferenciagao
pluripotencial. Essas células s&o derivadas a partir da massa interna da célu-
la do blastocisto,ou pode ser derivada a partir das células do germe primor-
dial a partir da pés implantagdo do embrido (células de germe embrionarias
ou células EG). As células ES e EG tem sido derivadas a partir de camun-
dongo e mais recentemente também de primatas ndo-humanos e dé seres
humanos. Quando introduzidas dentro de blastocistos de camundongo ou
blastocistos de outros animais, as células:ES podem contribuir para todos os
tecidos do camundongo (animal). Quando transplantadas em animais 'pés-
natais, as células ES e EG geram o tetratoma, o que de novo demonstra a
pluripoténcia das mesmas. As célulasE}S e EG podem ser identificadas atra-.
vés de marcagdo positiva com os anticorpos SSEA1 e SSEA4.

No nivel molecular as células ES e EG expressam uma quanti-
dade de fatores de transcricdo altamente especificos para essas células
_néo-diferenciadas. Esses fatores incluem OCT-4 em Rex-1. Também sdo
encontrados o LIF-2 e os fatores de transcricdo Sox-2 e Rox-1, embora es-
ses dois Ultimos sejam expressos em células que néo as ES. O Oct-4- é urh
fator de transcricdo expresso na pré-gastrulagdo do embriao, embriao no
estado de clivagem prematura, células da massa interna de células do blas-
tocisto, e em células(EC) de carcinoma do embrido. O Oct-4 é regulado para
baixo quando as células sdo induzidas para se diferencia'rem in vitro e no
animal adulto o oct-4 é somente encontrado nas células do germe. Varios
estudos tém mostrado que o OCT-4 é necessdrio para a manutengéo do fe-
nétipo' ndo diferenciado das células ES, e tem um papel 'principal na deter-
minacdo das etapas iniciais na,embriogénese e diferenciagao. O Oct-4, em
cbmbinagéo com o Rox-1, ocasiona a ativagdo da transcricdo da proteina
Rex-1 do peso do Zn, e também é necessario para a manutencéo das ES
em um estado diferenciado. Da mesma forma, o Sox-2 é necessario, em
conjunto com o Oct-4 para a retengdo do estado néo diferenciado das célu-
las EC/EG € mapa manter as células ES murinas (e nao as humanas). As
células primordiais de germe humanas ou murinas exigem a presenca de

LIF. Outra maraca da autenticidade das células ES é a presenga de telome-
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rase, que proporciona esses células com um potencial de auto-rehovagéo
lllmltado in vitro.

As células-tronco tem sido |dentmcadas em muitos orgaos e te-
cidos. E melhor caracterizada é a célula-tronco hematopoiética. Esta é uma
célula derivada do mesoderma que tem sido purificada com base nos m>ar-
cadores da superficie da célula e caracteristicas funcionais. A célula-tronco
hematopoiética, isolada da medula Ossea, sangue, corddo umbilical,figado
fetal e saco da gema, € a célula progenitora que reinicia a hematopoiese a’
partir da vida de um recebedor e gera multiplas linhagens hematopoiéticas
[98 a '100]. Quando transplantada em aminais ou seres humanos letalmente
irradiados, as células-tronco hematopoiéticas podem repovoar o conjunto de
células efitroide, neutrélifo-macrbfago, megacariécica e linfoide hemopoieti-
ca. In vitro, as células-tronco hemopoiéticas podem ser induzidas para se-
rem submétidas a pelo menos diViSées de célula de auto-renovagao e pode |
ser mduznda a se diferenciar mas mesmas linhagens como observadas in

vivo. Por esse motivo, esta célula preenche os critérios de uma célula-

- tronco. As células-tronco que se diferenciam somente para a formagdo de

células da linhagem hematopoiética no entanto, sdo incapazes de prover
uma fonte de células para o reparo ‘de outros tecidos danificados, por exem-

plo, coragao ou pulmdo danificados através de altas doses de agentes qui-

mloterapeutlcos
‘Uma segunda célula-tronco que tem sido estudada extensiva-

mente é a celul_a-tronco do sistema nervoso [101-103]. As células-tronco do
sistema nervoso foram inicialmente identificadas na zona subventricular e no
buibo olfativo dlo cérebro fetal. Até recentemente, se imaginava que o cére-
bro adulltoA ja ndo continha as células com o potencial de célula-tronco. No
entanto, divérsos estudos em roedores, e mais recentemente também em
primatas ndo-humanos, mostraram' qUe as células-tronco continuam a estar
presentes' no cérebro adutlto. Essas‘bcélulas-tronco podem proliferar in vivo e
regenerar continuamente pelo menos algumas células neurdnicas in vivo.
Quando cultlvadas ex vivo, as células-tronco neurbnicas podem ser induzidas a

proliferar, com como a de diferenciar em tipos diferentes de neurdnios e células
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“gliais”. Quando transplantadas para dentro do cérebro, as células-tronco neu-
rbnicas podem se enxertar e gerar células neurdnicas e células gliais. Por esse
motivo, esta célula preenche a definigdo de uma ceélula-tronco.

Uma terceira célula especifica de tecido que tem sido denomi-
nada como uma célula-tronco é a célula-tronco mesenquimal (MSC) inicial-
mente descrita por Friedenshtein [104]. As células-troncovmesenquimais,
originariamente Vderivadas'do mesoderma embrionario e 'isbladas a partir da
medula éssea adulta , podem se diferenciar para a formagao de musculo,

o0sso, cartilagem, gordura, estroma da medula, e tendao. DUrante a embrio-

génese, o mesoderma se desenvolve em mesoderma “lim-bud”, tecido que-

gera osso, cartilagem, gordura, musculos esqueléticos e possiveimente 0

endotélio. O mesoderma também se diferencia para o mesoderma visceral,

que pode dar lugar ao aparecimento do musculo cardiaco, musculatura lisa,

e ilhotas do sangue que consiste em endotélio e células progenitoras hema-

topoiéticas. } _
As células-tronco mesodérmicas e mesenquimais primitivas, por

esse motivo, podem prover uma fonte para uma quantidade de tipos de célu-
las e tecidos. Uma quantidade de células-tronco do.mesénquima tem sido

isoladas [105-117]. Entra as muitas células-tronco mesenquimais que tem

sido descritas, todas tem demonstrado uma diferenciagéo limitada para a
formagao de somente aquelas células diferenciadas consideradas em geral

como sendo _de origem mesenquimal. Até agora, a célula-tronco mesenqui-

mal mais multipotente reportada é a célula isolada por Pittenger, et al. [118],

que expressa o fendtipo SH2.sup.+ SH4.Sup.+ CD29.sup.+ CD44.sup.+

CD71.sup.+ CD90.sup.+ CD106.sup.+ CD120a.sup.+ CD124.sup.+ v

.

CD14.sup.- CD34.sup.- CD45.sup.-. Essa célula é capaz de formar uma

quantidade de tipos de célula de origem mesenquimal, porém esta aparen-

temente limitada no potencial de diferenciagdo com relagdo a celulas da li-

nhagem mesenquimal, na medida em que a equipe que isolou a mesma ob-

servaram que as células hematopoiéticas nunca foram identificadas nas cul-

turas expandidas.
Outras células-tronco tém sido identificadas, incluindo células-
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tronco gastrointestinais, e _células-t‘ronco hepaticas e células de 6vulo no
termo [119-121]. A maidria dessas células nao é bem-caracterizada.
Comparadas com as células ES, as células-tronco especificas
para tecido tém uma capacidade de menos auto-renovagao, e embora elas
se diferenciem em mdiltiplas linhagens, elas ndo séo pluripotentes. NénhUm

estudo foi direcionado a se as células especificas para tecido expressam 0s

~ marcadores das células ES descritos acima, o grau de atividade de telome-

rase em células-tronco especificas para o tecido ainda nao foi totalmente
explorado, em parte devido a que grandes numeros de populagcdes altamen-

“te enriquecidas dessas células sdo dificeis de serem obtidas.

Até recentemente, foi imaginado que ceélulas-tronco especificam

‘para o 6rgdo poderiam somente se diferenciar em celulas do mesmo tecido.

Uma quantidade de publicacbes recentes tem sugerido que células-tronco
especificas para 6rgdo podem ser capazes de se diferenciar em células de
tecidos diferentes. Uma quantidade de estudos mostrou que células trans-

plantadas na ocasido de transplante de medula 0ssea podem se diferenciar

~ em musculos esquelé'ticos [122’-1'23]. Isso pode ser considerado dentro do

..dominio de potencial de diferenciagédo possivel de células do mesénquima

que estdo presentes na medula. Jacksom publicou que células satélites de
musculo pode se diferenciar em células hemopoiética, de nono uma mudan-
ca de fenétipo dentro do esplancnico do mesoderma [124]. Outros estudos

mostraram que as células-tronco a partir da camada embrionaria (por exem-

‘plo do esplancnico do mesoderma) podem se diferenciar em tecidos consi-

derados como sendo derivados durante a embriogénese a parti da uma ca-

“ mada embriondria diferente. Por exemplo, as ¢élulas endpteliais ou seus

precursores detectadas em seres humanos ou em animais que foram sub-

‘metidos a transplante de medula sao em parte deriVadas a partir da medula

do doador [125-126]. Desse modo, o mesoderma visceral € ndo o esplancni-
co do mesoderma, tal como as progénie derivada de MSC sao transferidas
com a infusdo da medula. Ainda mais surpreendente séo os relatos que de-
monstram ambos em roedores e em sefes humanos que as células epiteliais
hepaticas e células epiteliais do duto biliar séo derivadas a partir da medula
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do doador [127-129]. Da mesma forma, trés grupos tem demonstrado que as
células-tronco neurdnicas podem se diferenciar em células hemopoiéticas.
Finalmente, Clarke et al., relataram que células-tronco neurdnicas injetadas
em blastocnos podem contrlbuur para todos 0s tecados do camundongo qui-
mérico [130].

O transplante de tecidos e de orgaos gerados a partir de células-
tronco embrionarias heterélogas requerem tanto que as células sejam ainda
geneticamente modificadas para a inibicao da expreSséo de determinados
marcadores da superficie da célula, como o uso continuo de supressores de
imunizagdo quimioterapeuticos com a finalidade de proteger contra a rejel-
cdo do transplante. Desse modo, embora a pesquisa de células-tronco em-
brionarias proporcione uma solugao alternativa promissora para a solugao do
problema do suprimento limitado de 6rgaos para transplante, os problemas e
os riscos associados com a necessidade de supressdo da imunizacao para
sustentar o transplante de células ou tecidos heterc’)logos podera permane- .
cer. Um calcu'lo de 20 linhas imunologicamente diferentes de células-tronco
embrionarias seriam necessdrias ser estabelecidas com a finalidade de pro?
ver células compativeis com a imunizagéo para terapias direcionadas a mai-
oria da populagao [132]. '

Utilizando células a partir do individuo desenvolvido, em -vez‘de
um embrido, como uma fonte de celulas-tronco autdlogas ou alogénicas po-
dera ser superado o problema de mcompatlbnhdade do tecido associado com
o uso de células-tronco embriénicas transplantadas, bem como resolver o
dilema ético associado com a pesquisa de células-tronbo embridnicas. A
maior desvantagem associada com o usa de células-tronco autélogas com
relacdo ao transplante de tecidos até agofa fica no limitado potencial de dife-‘
renciacdo das mesmas. Uma quantidade de células-tronco tem sido isoladas |
a partir de organismos totalmente desenvolvidos, especificamente seres hu-
manos, porém essas células, embora relatadas como sendo multipotentes, |
tem demonstrado um potencial limitado para se diferenciar em multiplos ti-

pos de células.
Muito embora células-tronco com potencial multiplo de diferenci-
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acao tenham sido isoladas anteriormente por outros, uma célula desmetilada
com o potencnal de se diferenciar em uma ampla variedade de tipos de célu-
las de Ilnhagens diferentes, mclumdo fibroblastos, osteoblastos, condrécitos,

adeOC|tOS musculo esqueléticos, endotélio, estroma, musculo liso, musculo

cardiaco, células neurais e células hemopoiéticas, ainda néo foi descnta Se

0 transplante de células e de tecido e a terapia de genes irdo prover 0s a-

vangos terapeutlcos esperados, uma célula desmetllada com potencial de
diferenciagao e/ou de desenvolvimento expandido é necessaria, tanto como
uma fonte de células terapéuticas especificas para o paciente, ou como uma
célula doadora mais eficiente para SCNT, ou como o objeto para a varredura
de fatores de diferenciagéo ou composfos que possam der usados para auxi-
liar na indugéb da diferenciagéo ao longo de linhagens especificas.

Meio de Cultura de Célula: A presente invengao utiliza meios de
cultura de células, fatores de crescimento, e métodos para a indugdo da
desmetilacdo do DNA de células e culturas de crescimento e de manutengéo'

de células desmetiladas. Os meios proporcionam o crescimento e a manu-

- tengdo de células e podem ser usados para a triagem com relagao a fatores

adicionais e combinagdes Uteis de fatores. A capacidade de cultivar células
em um estado substancialmente nao diferenciado com a utilizagao de meios

‘de cultura de células, fatores de crescimento e os métodos providos aqui,

neste pedido de patente, proporcionam importantes‘vantagens incluindo a
capacidade da produgéo de linhas de células que tenham modificacoes ge-

“néticas multiplas (como na aplicagdo de terapia de genes), com aplicagoes

erapeutlcas importantes.
~O meio de cultura de ce!ulas pode incluir um meio de crescimen-

to que é eficaz para sustentar o crescimento de células desmetiladas; um

‘soro nutriente eficaz para sustentar o crescimento de células desmetiladas;

aminodacidos ndo-essenciais e essenciais, € um sal de piruvato. Opcional-
mente, os meios de cultura de células podem incluir um agente de redugao.
Outro exemplo nao-limitativo de um meio de cultura adequado

atil na pratica da presente invengéo inclui uma variedade de meios de cres-

cimento preparados com uma base de meios minimos essenciais de Dul-
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belcco (DMEM). O DMEM pode ser suplementado com uma variedade de
suplementos incluindo o soro fetal bovino, glutamina e/ou piruvato de sédio.
De preferéncia, o DNEM inclui 15% de soro fetal de novilho, 2 mM de gluta-

- mina e 1 mM de piruvato de sédio.

Outro exempio de um meio de cultura adequado € o meio de
fluido tubdrio humano modificado isento de glicose e de fosfato (HTF)' suple-
mentado com 15% de soro fetal de novilho, 0,2 mM de glutamina, 0,5 mM de
taurina, e 0,01 mM de cada um dos aminoacidos seguintes: asparagina, glicina,
acido glutémico, cisteina, lisina, prolina, serina, histidina e 4cido aspartico. |

Fator de Crescimento: O meio de cr'escimentov pode incluir quél- ,
quer soro ou solugéo com base em soro que supra nutrientes eficazes para»
a manutengdo do crescimento e viabilidade das éélulas desmetiladas. Os
exemplos de tais soros in}cluem, sem limitacao, soro fetal bovino (FBS) e
soro fetal de novilho (FCS). Por exemplo, o FBS pode ser provido em urr;a
concentragdo de entre cerca de 1% e cerca de 25%. De forma especifica, o
FBS pode ser provido em uma concentragédo de entre cerca de 2,5% e cerca
de 20%. Em uma modalidade, as células desmetiladas séo cultivadas em

10% de FBS.
Um fator de crescimento também pode ser provido para auxiliar

na derivacdo e na manutengdo da cultura de células desmetiladas em um

estado substancialmente nao diferenciado. As identidades e as concentra-

coes efetivas de tais fatores de crescimento podem ser determinadas com a

utilizagdo de métodos como os descritos aqui, neste pedido de patente ou

com a utilizacdo de técnicas conhecidas daquelas pessoas versadas na téc-
nica de cultura de células. Por exemplo, um ou mais dos fatores que se se<
guem podem ser usados na concentracdo final determinada: forscolin ([3R-
(3a, 4a B, 5B, 6B, 6a a., 10a., 10a B, 10a)]-5-(acetiléxi)- 3-etenildodecaidro-
6, 10, 10b-triidroxi-3, 4a, 7, 7, 10a-pentametil-IH- nafto[2,|-b]piran-l-one) a 10
pM, toxina da colera a 10 pM, isobutilmetilxantina (IBMX) a 0,1 mM, mono-
fosfato ciclico de dibutirladenosina (dbcAMP) & 1 mM. Em outra modalidade,
o fator de crescimento é o fator de crescimento basico de fibroblasto (bFGF),

mais especificamente o fator de crescimento basico de fibroblasto recombi- -
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nante humano (bFGF), na faixa de cerca de 1 é 10 ng/ml.

~ Outro fator ¢ os meios de crescimento colhidos a partir de cultu-
ras de células de carcinoma embrionario humano '(EC). Em um exemplo es-
pecifico, as células EC NTERA-2 humanas (nuimero de acesso ATCC CRL
1973) sdo cultivadas até a confluéncia em DMEM suplementado corh 10%
de soro fetal de novilho ou células ES de camundongo cultivadas até a con-
fluéncia em DME‘M' suplementado com 15% de soro f;etal de novilho, 2 mM
de glutamina, 1000 U/ml de FIF. O meio de crescimento & colhido diariameh-

te durante varios dias, passado através de um filtro de 0,22 micron e conge-

| lado a -80°C Esse meio condicionado” de EC humano ou de EC de camun-

dongo ¢é adicionado ao meio de crescimento desmetilado em quantidades

determinadas de forma empirica, como julgadas através do efeito sobre o

crescimento e a viabilidade de células desmetiladas.
 Em outra modalidade, o meio de crescimento inclui ligantes para B

receptores que ativam o sinal de transdugdo gp 130, tanto pela ligacao a um

receptor que se associa com o gp 130 ou que se liga diretamente a, e ati-

- vando o gp 130. Por exemplo, o fator de inibicdo da leucemia humana (LIF) -

a cerca de 1000 U/ml \até 2000 U/ml ou o oncostatina-M & 10 U/ml, podem

ser usados.
Antibiéticos de Cultura de Tecido: Tipicamente, 0 meio de germe‘

-embrionario (EG), tambem contém antibiticos de cultura de tecido comu-

mente usados, tais como a penicilina e estreptomicina. Uma quantidade efe-

-tiva dos fatores € entdo adicionada diariamente a cada uma dessas solugées
~de base para a preparagao de meios de crescimento de EG humano da pre-

sente invengao. A expressao “quantidade efetiva” significa’ a quant,dade
de tal fator descrito de modo a permitir um efeito benéfico sobre o cresci-

: ‘mento e a viabilidade EG humano de células. EG humanas com a utilizagdo
“do julgamento comum équelas pessoas de habilitagdo na técnica de cultura

de células e através das informacgdes supridas aqui,A neste pedido de patente.

Tipicamente, o meio de cultura de desmetilagdo também contém -

antibidticos de cultura de tecido comumente usados, tais como a penicilina e

. estreptomicina. Uma quantidade efetiva dos fatores € entio adicionada dia-
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riamente a cada uma dessas solucdes de base para a preparagao de meios

" de crescimento de desmetilagdo da presente invengao. A expressao “quanti-

dade efetiva” significa a quantidade'de tal fator descrito de modo a permitir
um efeito benéfico sobre o crescimento e a viabilidade EG humano de célu-
las EG humanés com a uti'IiZagéo do julgamento comum aquelas pessoas
versadas na técnica de cultura de células e através das informag6es’ SUpri-
das aqui neste pedido _de patente. ,

Faixas: A Tabela 1 proporciona as faixas som relacéo aos ingre-

dientes Uteis no meio de cultura de células da presente invengao.

' Tabela 1 ,
Meio Mais preferéncia Preferéncia - Aceitavel
Faixa trabalho pH 7,0 - 7,4 7.0-7,4 7,0-7,4
Componente mg/l | mg/l mg/I
CaCl (anidr,) 200,00 50-350 1-500
Fe(NO3)3-9H,0 = 0,10 00102 0,001-1,0
KCl | 400,00 100-600 1-1000
MgSOs (anidr,) 97,67 | 10250 - 1-500
NaCl 6400,00 5000-8000  1000-10000
NaHCO3 3700,00 2000-6000 500-10000
NaHPO4-Hz0 125,00 50-250 1-500
D-Glicose ~1000,00 1000-5000 1-10000
Fenol Red 15,00 15,00 15,00
Piruvato de sodio 110,00 , 10-200— 1-1000
L-Arginina-HCl 84,00 | ~ 50-150 10-500
L-Glutamina 584,00 < 300-609 100-900
Glicina 130,00 10-60 1-100
L-Histadina-HCI-H,0 42,00 - 10100 1-1000
L-Isoleucin 105,00 ©10-250 1-500
L-Leucina 105,00 10250  1-500
L-Lisina-HCI 146,00 10-250 1-500
L-Metionina 30,00 10-100 1-500

L -Fenilalanina 66,00 10-100 1-500 -
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. L-Serina 42,00 10100 1-500
L-Treonina 95,00 50-250 1-500
L-Triptofano 16,00 550 - 1-100
L-Tirosina-2Na-2H,0 104,00 10500 1-900
L-Valina 94,00 50-150  10-500
D-Ca pantotenato 4,00 - 1-10 0,1-50
Cloreto decloro 4,00 110, 0150
Acido fdlico 4,00 1-10 0,1-50

~ i-nositol 7,20 1410 0,1-50
Niacinamida 4,00 1-10 0,1-50
Piridoxal-HCI 4,00 1-10 0,150
Riboflavina 040 1-10 © 0,1-50
Tiamina-HCI 4,00 1-10 0,1-50

Como um exemplo de um meio de cultura de células que pode
ser usado na presente invengao é o alfa-MEM ((Chemicon International, Te-

mecula CA) como descrito na Tabela 2 que se segue:
' Tabela 2

Faixa de trabalho pH 70-7.4
Componente : -mg/ml
’ Sais inorganicos

CaCly (anidro) -

KCl ‘ 400,00
KH.PO4 . —
| MgCly (anidro) 94,70
MgSQ, (anidro) T
NaCl 6500,00
1 NaHCOs o 2000,00
NaH2P04-H20 11 54,00
NaH,PQO, (anidro)
Outros componentes
D-Glicose 2000,00
HEPES
Acido lipéico
Fenol Red : 10,00

Piruvato de sédio

Aminoacidos

L-alanina
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L-arginina- HCI 126,00
L-asparagina- H,0 ee-
L-Acido aspartico -
L-Cistina- H,O 32,40
L-Cistina- HCI- H,O ---
L-Acido glutdmico
L-Glutamina 292,00
Glicina -
L-Histidina : 32,00
L-Histidina - HCL - Hp 42,00
L-Isoleucina 52,00
L-Leucina 52,00
‘L-Lisina 58,00
L-Lisina - HCI.
L-Metionina 15,00
L-Fenilalanina 32,00
L-Prolina
L-Serina
L-Treonina 48,00
L-Triptofano 10,00
L-Tirosina-2-Na-2H-O 52,00
L-Valina- 46,00
Vitaminas
L-Acido ascérbico
Biotina
D-Ca pantotenato 1,00
Cloreto de cloro 1,00
Acido félico 1,00
I-inositol 2,00
Niacinamida 1,00
Piridoxal HCI 1,00
| Riboflavina 0,10
Tiamina - HCI 1,00

Vitamina B12 -

Desoxirribonucleosideos

2’ desoxiadenosina

2’ desoxitidina - HCI |

2' desoxiguanosina

Timidina

Ribonuc

leosideos

Adenosina

Citidina

Guanosina

Uridina
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 TECNICAS GERAIS PARA CULTURA

Os métodos gerais para a genetlca molecular e para a engenha-
ria genetnca estdo descritos nas edigbes atuais de Sambrook et al. [84], Mil-
ler & Calos eds. [85] e F. M. Ausubel et al. eds. [86]. Biologia da celula '
qwmnca das proteinas e técnicas de antlcorpos podem ser encontradas em
J. E. Colligan et al. eds. [87], J. S. Bonifacino et al., [88] and J. E. Colligan et
al. eds. [89]. Reagentes, vetores para clonagem, e kits para manipulagao
genética referidos aqui nesta descri¢éo estao disponiveis a partlr de forne-
cedores comerciais tais como Gibco/BRL (Gaithersburg, MD), Nalgene-

"Nunc International (Rochester, NY), Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO),

Hyclo‘ne (Logan, UT), Chemicon International (Temecula, CA) e ICN Biome-

‘dicals (Costa Mesa, CA).

Os métodos de cultura celular sdo geralmente descritos em Fre-
shney ed.. [90], N.A. Harison & I.F. Ral [91], e K. Turksen ed. [92]. Culturas"
celulares que suprem e reagem estéao dxspomvels em comerciantes tais co-
mo Gibro/BRL (Gauthersberg, MD), Nalgene -Nunc International (Rachester,

- NY), sigma Chemical CO. (ST. Louis, MO), Hyclone (Logan, UT), Chemican

Internacional (Temecula, CA) e ICN Biomedicals (Costa Mesa, CA).
As células desmetiladas podem ser cultivadas no placa além dés '

células alimentadoras. De forma alternativa, as celulas alimentadoras podem
ser primeiro cultlvadas ate a confluéncia e em seguida inativadas de forma
mitiética (como por exemplo, por |rrad|agao) para impedir o crescimento adi-
- cional. Alternativamente, as células desmetiladas podem ser cultivadas sem
a camada de células alimentadoras. Essa abordagem tem a vantagem de
S|mpI|f|car o] gerencramento da cultura de células na medida em que o cres-
cimento de somente um conjunto de células, as células desmetiladas, ne-

cessita ser monitorado..

~ Cultivando as Células Desmetiladas Estabelecidas: Uma vez
estabelecidas, as células desmetiladas podem ser cultivadas sob o meio
condicionado acima descritas com a utilizacao de uma variedade de técni-
cas. Em um exemplo, um recipiente mantém ceélulas alimentadoras em um

meio ndo condicionado. Uma matriz de células de alimentagao lisadas €
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preparada com s utilizagdo de métodos padronizados. As células desmetila-
das a serem cultivadas sdo em seguida adicionadas por cima da matriz em
conjunto com o meio condicionado. Alternativamente, as células desmetila-

das podem ser cultivadas sobre células alimentadoras vivas com a utilizagao

de métodos conhecidos na técnica. O cultivo das células desmetiladas € em

seguida monitorado para a determinagéo do grau no qual as células cUltiva-
das se tornaram difere'nciadas. Um marcador para a fosfatase alcalina pode
ser usado para confirmar quais as células que foram diferenciadas. Quando
uma quantidade suficiente de células tenham sido diferenciadas, ou quéndo
a cultura cresceu até a confluéncia, pelo menos uma parte das células nao- .
diferenciadas pode ser passada A determinagdo para a passagem das célu-
las e as técnicas para conseguir essa passagem podem ser realizadas com
a utilizacao de técnicas padronizadas bem conhecidas na técnica.
Diferenciando células Somaticas na Cultura: As células sao cul-
tivadas em meio de crescimento projetado de encomenda deficiente em um
ou mais doadores de metila ou co-enzimas (folato, betaina, colina, Vitamina
B6, Vitamina B12 e metionina), ou que contenha quantidades crescentes de
homocisteina ou de SAH. As formulacbes sdo baseadas nos meios reco-
mendados pela Chemicon International Specialty Media (Phillipsburg, NJ) ou _
American Type Culture Collection (ATCC).

- As deficiéncias ou os suplementos na férmula estdo mostrados

na Tabela 3 como se segue: - _
- Tabela 3

Meio ‘ Mais preferénéia De preféréncia Aceitavel

| | | [M] 7 Ch
Folato 0 0-2,26 x 10° 0-4,53 x 107
Betaina 0 0-8,53 x 10° 0-1,71x 10°
Colina 0 0-3,38 x 10°° 0-6,76 x 10
VitaminaBs: 0 0-8,10 x 10° 0-1,62 x 107
Vitamina Brz 0 0-1,23x 10° 2,46 x 10
Metionina 0o 0-3,35 x 10 6,67 x10°
Homocisteina ~ 0,0005 0,0001-0,001 0,00001-0,002
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Como um exemplo, 0 meio de cultura pode ser suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina e 0,1% de fungizona. O soro
feral bovino dialisado (Invitrogen) é adicionado ao meio deficiente de folato
para a eliminagdo do acido félico no soro. As células sdo mantidas a 369C
em 95% de umidade e4 5% de CO,. Os meios sao trocados a cada 3 a 4
dias, e as células séo passadas a uma confluéncia de ~ 90% repetidamente
durante afé 6 semanas. Os pontos finais incluem os niveis de metilagao da
citosina reduzidos, proporcdes de SAM:SAH reduzidas, e aumento na ex-

| pressdo de GNMT, abundancia de atividade e de proteina.

Para a inibigao da atividade de Dnmt e a metllagao da citosina,

as celulas sao cultivadas no melo que se segue:
(a) meios tratados com siRNA Dnmt 1, 2, 3a e/ou 3b (Dhamar-

~ con, Inc.);
15

(b) meios tratados com RG 108 (Analyticél Systefns Laboratory,

LSU School of Veterinary Medicine);
. (c) meios tratados com 5-AzadCyd (Sigma)
Uma descrigao resumida da transfec¢gdo com siRNA de acordo

- com o protocolo do fabricante é provnda abaixo.

Para estimular a sintese e a atividade da GNMT, as células séo
cultivadas em meio tratado com ATRA' (Sigma). Para proteger o ATRA da
exposi¢ao a luz, os procedimentos sdo executados em luz baixa e os frascos

de tratamento foram envolvidos em folha de aluminio.
Para a inibicdo da desacetilagdo da histona e induzir a desmeti-

‘lagdo, as células sdo cultivadas”em meios tratados com TSA é/ou VPA

(Sigma). As concentragdes de tratamento estao relacionadas, porém nao

sao llmltadas as condigbes llustradas na Tabela 4 como se segue:

Tabela 4
Meio ~ Mais preferéncia Preferéncia = Aceitavel
| o [uM] A
Dnmt SiRNAa 0,05 ‘ -~ 0,01-0,1 - 0,001-0,2

RGl 08> 20 10-100 ~1-200
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AzadCyd® 0,25 0105 0,01-1,0
ATRA® 005 0,01-0,1 0,01- 200
TSA® 0,30 0,1-3,0 0,01-300
VPA 20 x 10° 1-40 x 10° 0,1- 200 x 10°

a Recomendagdes do fabricante de [100 nM] para 75% de derrubada de ge-

ne; 20 a 40% CpG desmetilacdo de itha com [40 nM] siRNA Dnmt1 e/ou 3b
[133]; 79% de derrubada de gene e ~ 50% de desmetilagdo gendmica global
com [200 nM] siRNA_Dnrht 3b em estudos preliminares da NuPotential. . '
b 20% desmetilaco com [100 uM] RGI 08 [134] ; |
€40% desmetilacdo com [0,5 uM] AzadCyd [134].
d. 25% desmetilagao com [100 nM] ATRA em nossos estudos preliminares
€ 5% desmetilagao com [O,l2 KUM] TSA [135]. | '
'4.8% desmetilacdo com [20 mM] VPA [135].

As céluias sdo mantidas a 37°C em 95% de umidade e 5% de
CO,. Os meios séo trocados a cada 3 a 4 dias, e as células sdo passadas a
uma confluénéia de ~}90% repetidarhente durante até 6 semanas; ver os
métodos de transfeccdo de siRNA Dnmt abaixo com relagéo a excegdo. A
viabilidade e citotoxidez e taxas de crescimento sdo determinadas através
da contagem relativa de células. Os pontos finais incluem os niveis de meti-
lacdo da citosina reduzidos, propor¢des de SAM:SAH reduzidas, e aumento
na expressdo de GNMT, abundancia de atividade e de proteina e expressao

de Dnmt diminuida.
Transfeccdo de Dnmt com siRNA: A aproximadamente 70 a 80%

de confluéncia, as células sdo transféctadas em meio de crescimento que
contém o reagente de transfec¢do DharmaFECT (Dharmacon, Inc.), siRNA
de Dnmt 1, 2, 3a e/ou 3b ('Dharmacon, Inc.), ciclofilina b siRNA (controle po-
sitivo de siRNA), ou siRNA de drosdfila ndo objetivado (controle negatiyo de:

siRNA); o Dnmt 2 nao foi determinado para ser funcional e pode servircomo

um controle adicional. A transfeccao é executada de acordo com o protocolo -
do fabricante. As células sé@o incubadas em meio de transfeccao durante 48
horas. Obedecendo as recomendacdes do fabricante, se for observada toxi-

dez nas células depois de 24 horas, 0 meio de transfec¢édo é substituido com
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" meio de crescimento e a incubacéo é continuada durante um adicional de 24

horas; as cavidades que exibem 80% de viabilidade_ depois de 48 horas de
incubagao sdo usadas para diferenciagao. A

MODALIDADES ALTERNATIVAS
A -invencdo também esta direcionada ao desenvolwmento de

uma nova analise com base no uso de genes de m_formagao tais como a be-
ta-galactosidase, luciferase, beta glucosidase e outros que proporcionem a
capacidade de monitorar o impacto da express&o e/ou atividade da GNMT so-
bre a desmetilagéo e a restauragéo do potencial de diférenciagéo de células.
A invengdo também esta direcionada ao desenvolvimento de um
novo metodo de SCNT com a uhhzagao de células doadoras “dediferenciadas”. |
A invencdo também esta dlreC|onada ao desenvolvimento de um

novo método para derivar células-tronco embrionarias a partir de unidades

de SCNT reconstruidas (embrides).

EXEMPLOS
Os exemplos que se seguem estdo incluidos somente para auxi-

. liar em um entendimento mais completb da presente invengao. Os exemplos

20

25

30

n&o limitam de nenhum modo o escopo da invengao descrita aqui, neste pe-

~ dido de patente.

EXEMPLO 1: Efeitos do RA sobre Metilagdo de Células Somaticas Bovmas
Celulas somatlcas bovinas seriais doadoras de transferenc:a nu-

clear (uma linha de células que nunca produziu com sucesso um animal vivo

“e que é caracterizada por baixas taxas de desenvolvimento de blastdcitos (<

10%, P < 0,001) e baixas taxas de iniciagdo de prenhez (< 1%, P < 0,05))

" foram cigtivadas em frascos 7-75 até confluentes em meio de crescimento

(COM), ou meio de crescimento tratado com DMSO, ou ATRA (veiculo DM-

'S0); foram usadas concentragdes de ATRA de 10 nM, 50 nM, e 100 nM. Em

seguida ao tratamento com ATRA, as células foram colhidas e o DNA das
células foi isolado. O DNA foi em seguida completamente digerido em nucle-
otidios simples para HPLC de fase reversa. A HPLC de fase reversa foi rea-

lizada como descrita por Cezar et al. [76] para a medicao dos niveis relativos

. de residuos de citosina metilados.
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Como ilustrado na figura- 1. a HPLC revelou uma redugao de

- 25% na citosina metilada relativa naquelas células cultivadas em meio trata-

do com100 nM de ATRA com 'relagéo a CON.
Aquelas tratadas com DMSO ou de 10 a 50 nM de ATRA exibi-

ram uma reducao de 8 a 19% em citosina metilada quando comparada a
CON. Esses resultados indicarem que o ATRA pode reduzir o estado da me-

tilagdo, in vitro, mesmo em células resistentes a reprogramacao, tais como

aquelas obtidas através de transferéncia nuclear serial.

Como ilustrado na figura 2, a analise de RT-PCR em tempd real
demonstrou a regulagéo para cima da glicina-N-metil transferase codificando -
o gene (GNMT), a enzima-chave que regula a propor¢cao SAM:SAH e o po-
tencial de metilacdo celular. (Os resultados estao mbstrados COmo a propor-
cao de GNMT para a glicefaldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPD)). O nivel
de expressdo da GAPD é usado para a normalizagdo da‘ expresséo da
GNMT com relacdo a um marcador conhecido. Note que a regulagao para
cima da GNMT como mostrada na Figura2 acontece simultaneamente com a
metilagcdo decrescida do DNA mostrada na figura 1. Aléem do mais, a RT-
PCR confirmou a regulagéo para cima e a forte expressao d.o Oct4, o maior
marcador diagnostico de pluripotencia de célula-tronco de mamifero, bem
como de Sox2 e nanog (dados nao mostrados). Os experimentos RT-PCR
f_oram executados com a utilizacdo de um kit comercialmente dispdnivel e
seguindo as instrugdes do fabricante (TAQMAN-brand RT-PCR assays, Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA). Outros demonstraram que a desmetila-
cao dé Oct4 & uma exigéncia' para a rep'rogramagéo eficiente de nucleos
somaticos de camundongos [20]. | -

Esses dados indicam que a exposicao ao ATRA aumenta a ex-
pressao da GNMT e provavelmente d atividade da enzima GNMT, resultan-
do da desmetilacao global (incluindo a desmetilagdo do promotor Oct4 e a
subsequiente expressao). A metilagéo diminuida do DNA é consistente com
a dediferenciacdo, enquanto que a expressao aumentada do Oct4vs}eja con- -
sistente com a restauragao do potenbial de diferenciagao. Conhece-se até

aqui, esta é a primeira demonstragdo de um marcador de célula-tronco sen-
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do induzido em uma célula somatica de mamifero através da alteragéo do
metabolismo do carbono unico. Os resultados sao significativos devido a que
eles mostram que uma célula de mamifero pode ser induzida a expressar

um marcador normalmente encontrado somente em células-tronco nao-

diferenciadas, indicando desse modo que a célula pode ser reprogramada

para se diferenciar em um tipo de célula separado.
EXEMPLO 2 - Efeitos de RA e do Coquetel de Indugao Ad:pogenlca sobre

Células Somaticas Bovinas:
| Para determinar se o potencial de diferenciagdo foi restaurado,

“células somaéticas bovinas foram cultivadas em frascos T-75 até a confluén-

cia em meio CON, DMSO, ou ATRA (Mesmo RA como no Exemplo 1). Em

'seguida ao tratamento com o ATRA, as células foram coletadas para o iso-

lamento do RNA ou transferidas para placas de 6 cavidades e cultivadas em
um coquetel de indugéo adipogénica que incluiu DMEM, FBS, insulina, IBMX
e dexametasona. O IBMX foi removido e TZD foi adicionado 48 horas mais

tarde. As células permaneceram no meio de indugéo durante de 11 a 12 di-

: aé, em seguida ou foram marcadas com 6leo red-O (Aldrich, Milwaukee, Wi

para verificar a presenca de goticulas de lipidio, ou foram coletadas para o-

isolamento do RNA. O RNA foi transcrito de forma reversa para cDNA para

RT-PCR com relagéo marcadores de células-tronco (Oct 4, Sox2, Nanog,
AP) e marcadores adipogénicos (PPARYy, LPL, FAS) ou usadas diretamente

em uma RT-PCR quantitativa de uma etapa em tempo real_com relacao a

_GNMT. O gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase foi usado como um gene de

normaltzagao/ governanga
Como ilustrado -na figura 3A, durante a expf)sngao ao ATRA fo- -~

ram observadas trocas morfolégicas sugnmcatlvas, incluindo o desenvolvi-
mento de estruturas que eram similares de forma marcante aos corpos do
tipo de embrido. Como ilustrado na figura 3B pela seta, a marcagao positiva
com o 6leo red-O também foi observada depois da indugéo, indicando a pre-
senga de lipidio. As anélises de expressao de genes por PCR revelaram a -
indugao do PPARy, um marcador de conhecido da diferenciacao de adipéci-

tos (dados nao mostrados). Esses resultados sao significativos devido a que
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eles sugerem que as células somaticas podem ser induzidas para se redife-
renciarem em outros tnpds de células.
EXEMPLO 3 - Efeitos de RA e do Coquetel de Indugao Adlpogemca sobre
Hepatdcitos ananos

Os hepatdcitos pfimérios de rato foram cultivados em meio tra-
tado com de 50 a 200 nM de STRA. Em seguida ao tratamento, as células -
foram cultivadas sob as mesmas condi¢bes comparativas como as descfitas
acima com relacdo as células somaticas bovinas, exceto que um coquetel de
inducéao adipogénica (como descrito no Exemplo 2) foi adicionado aos fras-

cos T-75. As mudangas morfolégicas foram observadas durante o tratamen-

to com ATRA, e dentro de 48 horas depois da exposig¢éo inicial a0 meio de

inducgao, essas mudangas‘morfolégic‘as foram acompanhadas pelo inicio do
desenvolvimento de corpo esferdide e proliferagcdo separada de células co-
mo evndencua da confluéncia, um estado nao alcangado pelas células de
controle. Essas observagdes sugerem que esses hepatocnos primarios que
sao termmalmente diferentes reingressaram no ciclo da célula em seguida _
ao tratamento com o ATRA e a exposi¢ao ao meio de indugao adipogéhico
em cultura e proliferaram de forma significativa em seguidauabs tratamentos.
EXEMPLO 4 - Efeitos de RA e de Coquetel de Indugao Osteogénica sobre
Células Somaticas Murinas: o '

» Células 3T3 L1 foram cultivadas em meio tratado com de 50 a
200 nM de ATRA. Em seguida ao tratamento com o ATR_A, as células foram
transferidas para placas de 6 cavidades e expostas ao meio de indugao os-
teogénica que continha DMEM, DFB, 2-fosfato do écido ascérbico, dexame-
tasona, beta gicerofosfatg e Vitamina,D durante 21 dias. Como ilustrado na
figura 4A e na figura 4B, e, seguida a ‘indugéo osteogénica, a marcagao posi-
tiva de células do tipo de osteoblasto (figura 4A)ve mineralizacdo do fosfato
de calcio (figura 4B) foi observada com a marcagao com fosfatase alcalina e
alizarina, respectivamente. Como ilustrado na figura 5, a RT-PCR revelou a
inducdo da osteocalcina e cbfal, marcadores conhecidos de diferenciagao

especifica de osteoblasto
EXEMPLO 5 - Produgéo de Linhas de Ceélulas e Produgao de Culturas de
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do Através da Derrubada das Metiltransferases 1, 3A, e/ou 3B do DNA com
a Utilizagao de Te'cnoldgia de Interferéncia de RNA:

A derrubada das metiltransferases 1, 3A, e/ou 3B do DNA com a
utilizagao de tecnologia de interferéncia de RNA resulta em niveis reduzidos
de metilagdo do DNA. Através da modificagédo do _meio de cultura para a in-
corporagdo da tecnologia de siRNA, a supressao seletiva da expresséo do
gene podé ser conseguida. A metodologia para ser alcangédo esse impact’o'
- incluindo 0 meio de fundagao, tratamentos evspecificos e modificagao para

-aquele meio, e métodos para a confirmagédo do potencial de derrubada estao

descritos abaixo.
A alteragdo do metabolismo de carbono unico e/ou a inibi¢éo da

atividade de DNMT induz a desmetilagdo global do DNA que pode restaurar
o potencial de diferenciagdo. As linhas de células dediferenciadas capazes
de se rediferenciarem em multiplas linhagens podem ser produzidas atraves
da reprogramagéo epigénica global. Estudos preliminares projetados para a
andlise do impacto da derrubada do gene DNMT com a utilizagao de tecno- -
logia de siRNA sobre a desmetilacdo global do DNA em uma linha de células
doadoras bovinas com relagdo ao SCNT e uma linha de células de fibroblas-
to murino de‘monstraram como isso é conseguido.

EXEMPLO 5.1 - Efeitos da Transfeccao de siRNA sobre a Metiltransferase 1

do DNA sobre a Metilagdo e Potencial de Desenvolvimento de Células So-

~maticas Bovinas Doadoras:

Odcitos bovinos aspirados a partir de ovarios de abatedouro fo-

‘ram maturados de ‘um dia para o outro em meio de maturacdo (meio 199,

Biowhittaker) suplementado com horménio luteinizante (10 1U/ml; Sigma),

‘estradiol (1 mg/ml; Sigma), e FBS (10%; Hyclone, Logan, UT) a 38,5°C em

| um incubador umidificado a 5% de CO,. A transferéncia nuclear bovina foi-

realizada como descrita por Forsberg et al. [131]. Um siRNA para Dnmt1
humano usado por Robert et al. [140] foi encomendado da Dharmacon RNA'
Technologies (Lafayette, CO). A sequéncia foi como se ségue: AAGCAU-
GAGCACCGUUCUCC.AT.dT. (SEQ. ID. NO: 1). Esta foi duplexada e des-
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salgada seguindo as instrugdes do fabricante. A transfeccéo do siRNA ocor-

‘reu de acordo com o protocolo do fabricante da LIPOFECTIN. Em resumo, 2

-uM de siRNA em tamp@o Universal IX foram misturados com o reagente de

transfecgéo LIPOFECTIN (Inwtrogen) com meio de crescimento isento de
soro (Opti-MEM; Invitrogen) e prert et al. [140]. Antes da transfecgao, o
meio de cultura foi removido das células que foram ~ 40 a 60% confluentes e
3ml de solugdo do reagente de transfecgao foram adicionados, com concen-
tracdes finais de transfecgdo de 200 nM de siRNA e 0,6% do reagente de
transfecgdo LIPOFECTIN. -

- As células foram incubadas durante 24 horas a 37°C e lavadas .
com meio da marca AmnioMax contendo soro (invitrogen). As células foram
transfectadas duas vezes antes da analise. As arhostras de Controle e de
Teste foram geradas ao mesmo tempo e incluem:

1. Células tratadas somente com o0 meio.
2. Céluias tratadas somente com o reagente de transfecgao (LI-

POFECTIN) ,
3. Células tratadas com siRNA de controle (Lamln A/C Dharma-

con). .
4. Células tratadas com o siRNA de teste (Dnmtl ; _Dharmacon).

As figuras e legendas que se seguem resumem esses estudos.
A figura 6A e a figura 6B ilustram a derrubada da DNMT1 pelo siRNA. A.

' Dnmt1' foi derrubada de forma eficiente depois do tratamento com o siRNA
~ das celulas doadoras bovinas para SCNT (figura 6A, faixa D) enquanto a
expressao da actina nao foi afetada (figura 6A, Faixas G e I). Em contraste,
2 exposicao de lamin-ao siRNA derrubou a expressdo de lamin (figura 6B,

faixa C) porém ndo da Dnmt1 (figura 6A, faixa C). A analise através de H-
PLC confirmou uma reducao de aproximadamehte 40% nos niveis de meti-
lacdo global nas células tratadas com siRNA de Dnmt1, e as células fdram
em seguida usadas para SCNT. A figu'ra"G;C ilustra que a derrubada da
Dnmt1 persistiu através d pelo menos duas etapas de célula ( faiXés c-f)
quando comparada com os controles (faixas A e B), e a taxa de desenvolvi-
mento de blastdcitos foram significativamente mais altas quando compara-
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EXEMPLO 5.2 - Efeitos da Transfeccdo de siRNA sobre a Metiltransferase

3b do DNA sobre a Metilagdo de Células Sométicas murinas:

| Células NIH3T3 foram transfectadas com 200 nM siRNA de’
Dnmt3b'murino(Dharmacon RNA'Technologies, Lafayette, CO). As éeqﬂén-
cias reunidas do siRNA sdo como se segue: GCAAUGAUCUCUCUAACGU

. (SEQ. ID. NO: 2); GGAAUGCGCUGGGUACAGU (SEQ. ID. NO: 3); UAAU-

CUGGCUACCUUCAAU (SEQ. ID." NO: 4); GCAAAGGUUUAUAUGAGGG
(SEQ. ID. NO: 5). O protocolo de transfeccéo foi otimizado em laboratério
essehcialmente como descrito pelo fabricante._ Em resumo, 2 uM de siRNA

em 'tampéo Universal IX foram misturados com o reagente de transfec¢ao |

: D»harmaFECT_' com meio isento de sdro(DMEM; Hyclone, Logan, UT). . Antes

da transfeccdo, o meio de cultura foi removido a partir das células que esta-

vam ~ 70 a 80% confluentes e a solugéo do reagente de transfecgao foi adi- |
cionada para cobrir a superficie. As concentragdes finais de transfeccao fo-
ram de 200 nm siRNA e 0,6% do reagente de transfec¢do DharmaFECT em:

~ um volume total de 2 ml por cavidade de placas de 6 cavidades.

As células foram incubadas a 37°C em 5% de CO; durante de 24
a 48 horas. Todos os experimentos incluiram as amostras de Teste e _de
Controle em triplicata:
| 1. Células nao- tratadas (somente 0 meio)
2. Falsa transfecgao (nenhum siRNA; somente DharmaFECT.

3. Controle positivo siRNA (ciclofilina b)
4. Controle negativo siRNA (droséfila ndo objetivada)

5. siRNA de Teste (Dnmt 3b) ‘
A expressdo do mRNA foi determinada através de RT-PCR em

‘tempo real(com a utilizagéo de um kit de RT-PCR da marca TAQMAN se-

guindo as instrugbes do fabricante). Os resultados estdo mostrados na Figu-
ra7A; n.= 2. Os niveis de metilacdo foram determinados através de HPLC.
Os resultados estdo mostrados na figura 7B; n = 3.

Como ilustrado na flgura 7a, a RT-PCR em tempo real revelou

uma redugédo de 79% nos niveis de Dnmt 3b do mRAM com relagao a ciclofi-
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lina b nas células transfectadas com siRNA Dnmt 3b quando comparadas
com as células de controle. Como ilustrado na figura 7B, a HPLC revelou

uma reducdo de 52% de citosina metilada nas células transfectadas com

- siRNA Dnmt 3b QUando comparadas com as células do controle. Esses da-

dos indicam que a derrubada do gene Dnmt 3b pode reduzir o estado de

metilagdo, in vitro.

EXEMPLO 6 - Novos Meios para a Transfecg@o de siRNA da Metiltransfera-

se de DNA em Células Humanas e Murinas:
SIRNA de Dnmt humano e murino adicionais foram adquiridas

da Dharmacon (Lafayette, CO). As sequéncias reunidas de siRNA sao como

se segue: | |
1. Dnmtl Humano: GGAAGAAGAGUUACUAUAA (SEQ. ID. NO:

6); GAGCGGAGGUGUCCCAAUA(SEQ. ID. NO: 7);
GGACGACCCUGACCUCAAA (SEQ. ID.NO: 8);
GAACGGUGCUCAUGCUUAC (SEQ. ID. NO: 9).

2. Dnmt3a humano: GCACAAGGGUACCUACGGG (SEQ. ID.

NO: 10); CAAGAGAGCGGCUGGUGUA (SEQ. ID. NO: 11); GCACUGAA-

AUGGAAAGGGU(SEQ. ID. NO: 12); '

GAACUGCUUUCUGGAGUGU (SEQ. ID.NO: 13).
3. Dnmt3b humano: GAAAGUACGUCGCUUCUGA (SEQ. ID. -

NO: 14); ACAAAUGGCUUCAGAUGUU(SEQ. ID.NO: 15);

| GCUCUUACCUUACCAUCGA (SEQ. ID. NO: 16); UUUACCAC- -
' CUGCUGAAUUA(SEQ. ID.NO: 17). ' o

4. Dnmtl Murino: 1- GGAAAGAGAUGGCUUAACA(SEQ. ID.NO:

18);GCUGGGAGAUGGCGUCAUA~ (SEQ. ID.  ° NO:
19);GAUAAGAAACGCAGAGUUG (SEQ. D) NO:
20)GGUAGAGAGUUACGACGAA (SEQ. ID.NO: 21). |

5. Dnmt3a Murino: CGCGAUUUCUUGAGUCUAA (SEQ. ID. NO:
22);CGAAUUGUGUCUUGGUGGA (SEQ. ID. - NO:
23);AAACAUCGAGGACAUUUGU (SEQ. ID. NO:

24);CAAGGGACUUUAUGAGGGU (SEQ. ID.NO: 25).
Todos os protocolos serédo otimizados em nosso laboratorio, co-
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- mo essencialmente descrito pelo fabricante. Em resumo, 2 pM de siRNA em

tampao Universal IX foram misturados com o reagente de transfecgéo
DharmaFECT com meio isento de soro(DMEM; Hyclone, Logan, UT). Antes
da transfecgéo, o meio de cultura foi removido a partir das células que esta-
vam em ~ 70 a 80% confluentes e a solu¢do do reagente de transfeccéo f0|
adicionada para cobrir a superficie. As concentragoes finais de transfecgao
foram de 200 nm siRNA e 0,6% do reagente de transfec¢do DharmaFECT
em um volume total de 2 ml por cavidade de placas de 6 cavidades. As célu-
las forarh_ incubadas a 37°C durante de 24 a 48 horas. Todos os experimen-

tos irdo incluir as amostras que se seguem em triplicata: Células nao-

tratadas, falsa transfec¢ao (nenhum siRNA; somente DharmaFECT, controle

positivo siRNA (ciclofilina b); controle negativo siRNA (drosdfila ndo objetiva-

da) siRNA de Teste.
A RT-PCR em tempo real serd usada para a confirmagdo da der-

rubada do gene. A HPLC sera usada para a medigao dos niveis relativos de
metilagdo da citosina. -
EXEMPLO 7 - Novos Meios que Derrubam MTHFR. e/ou Cbs com a utiliza-

¢do de Tecnologia de Interferéncia de RNA.
A derrubada de MTHFR e/ou Cbs com a utilizagao de tecnologia

de interferéncia de RNA resulta na dim'inuigéo da propor¢gao SAM:SAH e na
metilagdo do DNA. Os siRNA apropriados foram adquiridos comercialmente
(Dharmacon RNA technologies, Lafayette, CO) e .foram duplexados e des-
salgados de acordo com as instrugdes do fabricante. As seqléncias de siR-
NA humano e siRNA murino em conjunto s&o como se segue
MTHFR humano: AGUGAGAGCUCCAAAGAUA (SEQ. ID.NO: 26);
GAAGUGAGUUUGGUGACUA (SEQ. ID. NO: 27);
GACCAAAGAGUUACAUCUA (SEQ. ID. NO: 28);
'GCAAGUGUCUUUGAAGUCU (SEQ. ID. NO: 29).
Cbs Humano: AGACGGAGCAGACAACCUA (SEQ. ID. NO: 30);
CACCACCGCUGAUGAGAUC (SEQ. ID. NO: 31);
GGACGGUGGUGGACAAGUG (SEQ. ID. NO: 32);
GGAAGAAGUUCGGCCUGAA (SEQ. ID. NO: 33).
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MTHFR murino: CGCCAUGGCUACAGAGUAA (SEQ. ID. NO: 34);
GCGGAAACCAGCCUGAUGA (SEQ. ID. NO: 35),
CAGAAGGCCUACCUCGAAU (SEQ. ID. NO: 36);
CAUACGAGCUGCGGGUCAA (SEQ. ID. NO: 37).
Cbs murino: GCAAACAGCCU AUGAGGUG (SEQ. ID. NO: 38);
GCAAAGUCCUCUACAAGCA (SEQ. ID. NO: 39);

' GAUCGAAGAUGCUGAGCGA (SEQ. ID. NO: 40);
CAACCCUUUGGCACACUA (SEQ. ID. NO: 41).
Os siRNA positivo e negativo sdo comprados da Dharmacon e

usados diretamente na transfecgéo.

. Todos os protocolos sao otimizados essencnalmente como des-
crito pelo fabricante. Em resumo, 2 uM de siRNA em tamp&o Universal IX '
foram misturados com o r'eagente de transfeccao DharmaFECT com meio
isento de soro(DMEM; Hyclone, Logan, UT). Antes da transfec¢ao, o meio
de cultura foi removido a partir das células que estavam em ~ 70 a 80% con-.
fluentes e a sblugéo do reagente de transfecgao foi adicionada para cobrir a
superficie. As concentragdes finais de transfecgé@o foram de 200 nm siRNA e
0,6% do reagente de transfeccdo DharmaFECT em um volulme total de 2 ml
por cavi,dadé de placas de 6 cavidades.

As células foram incubadas a 37°C em 5% de CO; durante de 24

a 48 horas. Todos 0s exper'imentos irdo incluir as amostras que se Seguem

em triplicata:_‘CéIulas nao-tratadas, falsa transfeccao (nenhum siRNA; so-

mente DharrhaFECT, controle positivo siRNA (ciclofilina b); confrole negativo
siRNA (droséfila néo objetivada); siRNA de Teste. - |

A RT-PCR em tempo real serd usada para a confirmacao da der-

rubada do gene. A HPLC sera usada para a medi¢éo dos niveis relativos de

metilagdo da citosina.

EXEMPLO 8 - Novos meios para aumentar a Transcngao Expressao de

Proteina e Atuvndade da GNMT.
O aumento da transcricdo, expressao de proteina e atividade da

GNMT resultam na redugéo da proporgdo de SAM:SAH e na metilagdo do
DNA. Isso envolve a identificacado de compostos, extratos, moléculas que
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- tenham um efeito similar como 0 AT'RA tais como o aumento da atividade da

GNMT, e/ou a redugao da proporgdo SAM:SAH.

| A deplecdo dos doadores de metila em vitro resulta na diminui-
¢do da propor¢cdo de SAM:SAH e na metilacdo do DNA. Os meios s@o proje-
tados dé' encomenda e deficientes em um ou mais doadores de métila ou
coenzimas (folato, betaina, colina, Vitamina B6, \/itamina B12 e metionina
e/ou outros); ou tem quantidades aumentadas de homocisteina; ou combi-
nagoes déficientes de doadores de metila/ coenzimas e/ou niveis aumenta-'
dos de homocisteina. As formulagbes s@o baseadas no meio de HyCIbne

1640 (HyClone, Logan, UT) com modificagcbes como mostradas na Tabela 5:

Tabela 5
Meio eXperimental Meio de controle

Componente: g/L g/L

Meio 1: Betaina 0 0,03

Meio 2: Colina 0 0,08

Meib 3 : Vitamina Bg 0 A 0,000005

Meio 4: Vitamina B2 0 0,000005

Meio 5: Metionina 0 0,15

Meio 6: Folato 0 : - 0,03
EXEMPLO 9 - Meios que aumentam o nivel de homocisteina in Vitro.

Os niveis crescentes de homocisteina in vitro resultam em uma
reducdo na proporgdo de SAM:SAH e na metilagdo do DNA. Os meios sao
projetados por encomenda para conter quantidades crescentes de homocis-
teina; ou combinacdes de doadores de metila/coenzimas deficientes e/ou

‘niveis aumentados de homocisteina. As formulagbes sdo baseadds em meio ..

HyClone 1640 com as modificagdes como mostradas na Tabela 6:

Tabela 6
Meio Experimental Meio de controle
Componente: g/L : /L
Meio 6: Homocisteina 0,0625 0
Meio 7: Folato 0 0,03

Homocisteina 0,0625 0
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Meio 8: Betaina 0 0,03
Homocisteina 00625 0
M_eio 9: Colina -0 0,03
Homocisteina 0,0625 0
Meio 10: VitaminaBs O 0,03
Homocisteina - 0,0625 | » 0
Meio 11 :VitaminaB 12 0 ' 0,03
Homocisteina ‘ 0,0625 0

- A cultura de células em meios definidos que tem niveis reduzi-
dos ou exauridos de um doador especifico de metila, ou de doadores muilti-
plos de metila, ou que contenha niveis aumentados de homocisteina, ou ni-
veis aumentados de homocisteina em combinagéo. com niveis reduzidos ou
exauridos de um doador de metila especifico, resulta em uma proporgao
SAM:SAH diminuida e na metilagao do DNA.

EXEMPLO 10 - Anéli_se de Alto Rendimento com‘a utilizagao do promotor

GNMT:

Os fatores que aumentam a expressdo de/ e/ou ativam a GNMT,
sdo provaveis de regular para baixo as metiltransferases db DNA e reduzir
os niveis de metilacdo global. Uma andlise com base em B-lactamase (e/ou -
outras andlises descritas abaixo) foram desenvolvidas para identificar os in-
dutores (e os supressores) da expressdo da GNMT através da indug&o da
transcngao de GNMT. ' '

" A andlise de B-lactamase (Invrtrogen) é usada para o desenvol-

vimento de analises com base em células que podem ser usados para identi-

ficar farmacos, moléculas e extratos que mdﬁzem a desmetilacdo do DNA ~

através do caminho, do metabohsmo do carbono unico, e para |dent|f|car

farmacos, moléculas e extratos que induzem a rediferenciagéo de linhas de

células pluri- e multipotentes restauradas in vitro. O objetivo inicial é o de

desenvolver uma analise com base em células que possa ser usada para a

triagem com relagdo a farmacos, moléculas e extratos que induzam a ex-

pressdao de GNMT.

A base dessa andlise sera a tecnologia GRNRBLAZER (Invitro-
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gen) um sistema de gene de informagao com base em um substrato com
base em um substrato (CCF2-AM) com base em uma membrana permeavel
de transferén'cia de energia de ressonancia fluorescente (FRET) que propor-
ciona uma marcagéo visivel de célula, compatibilidade com escolha de célu-
la ativada por fluorescéncia, leitura radiométrica e plataforma otimizada para
varredura de alto rendimento.A Excitagdo da CCF2 a 405 nm resulta em
uma em_is_séo azul esverdeada devido a auséncia deF;RET,_ respectivamente
na molécula do substrato CCF2. A CCF2 permedvel a célula consiste em 2

~ fluoroforos, 7-hidroxicumarina e fluoresceina, ligados através de um nucleo

“de cefalosporina.

A excitacdo da cumarina a 405 nm resulta em FRET para a parte

“fluorescente que emite luz de fluorescéncia verde a 530 nm. A B-lactamase

cliva a parte de B-lactamo no interior do nuicleo da cefalosporina da molécula

do substrato CCf2 em dois fluoroforos separados, resultando no rompimento

do FRET. ,
A excitacdo das células a 405 nm resulta na emissao de uma

~ fluorescéncia azul através da cumarina, detectada a 460 nm. A presenga da -

B-lactamase nas células ocasiona uma mudanga de células fluorescentes de

- verde azul. Desse modo, durante a andlise de FACS as células com caracte-

risticas de emissdo diferentes podem ser colhidas.

Um fragmento de DNA de 1,8 kb que contenha a regido 5’ a
montante da GNMT humana é amplificada por PCR a partir do DNA gehémi-
co. Os iniciadores usados sao: |

Pr4564: 5'-GGGGTACCAGCATCTT-S' (SEQ. ID. NO: 42) e

Pr6391 : 5-GCGAGATCTCGTGCGCCGCGCCTGGCT-S' (SEQ.
ID. NO: 43). | .

As condicées da PCR sdo como se segue: 1,5 mM MgCI-g, 200
nm de iniciadores, 35 ciclos consistindo em uma etapa de témpera a 60°C
durante um minuto, extensdo para 72°C durante 2 minutos e 35 ciclos.

Depois da amplificagdo sédo adicionados SDS e EDTA a 0,1% e
5 mM respectivamente. O DNA é precipitado com 2,5 M de acetato de amo-
nio e 70% de etanol.' O fragmento é digerido com Kpnl e Bglll e o fragmento
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é isolado através de decéntagéo a partir de agarose depois de eletroforese
em gel. O fragmento & Iigado dentro do vetor p7-blaM que contém a seqUén-
cia do gene de codificagdo da beta-lactamase M (blaM). O construto ‘é trans-
fectado em células CHO-K1 com a utilizacao do reagente da marca Lipofec-
tamine 2000 (im)itrogen) como o reagente da transfec¢do. O vetor sem o
inserto é transfectado como um controle negativo. As células estaveis sao.
selecionadas através da resisténcia a Zeocina. As células séo cultivadas em
meio MEM-o. isento de fenol vermelho com 10% de soro tratado com carvao
vegetal, “pen/strep” e 10 mM de tampédo HEPES. 4‘ : |

- Os clones com baixa-expressao de B-lactamase sdo seleciona-
dos por analise FACS. As células séo tripsinizadas e lavadas duas vezes
com tampao FACS [solugdo salina tamponada com fosfato (PBS),. 5% de
FBS tratado com carvao vegetal] e carregadas em uma concentragao de 1 X
108 células/ml com a tecnologia GENEBLAZER apropriada, substrato com
base em FRET permeavel a célula (CCFs-AM) no escuro com agitagdo sua-
ve durante 1 hora. '

As células sdo colhidas. por centrifuga¢ao e ressuspensas em
tampdo FACS na mesma concentragdo de-celulas. As céIUIas sdo escolhi-
das com a utilizacdo de um escolhedor de células Becton-Dickenson FACS-
tafplus (Franklin Lakes, NJ). Um laser de UV de argonio é usado para a exci-
tacao das células carregadas com o substrato. Os clones com aAfluoresc‘én'-
cia verde respondendo sdo coletados em placas de 96 cavidades contendo
meio de crescimento com 200 g/ml de Zeocina e cultivados até uma popula-
céo final de células de 6 x 106. As céIUIas estaveis sdo testadas com relagao
a capacidade de indugio através do _tra_taménfo com o ATRA.

Experimehtos precedentes tem demonstrado uma dose de res-
posta de transcricio de GNMT com relagéo ao ATRA. Essa resposta é usa-
da como critérios para analises com sucesso. Especificamente, uma analise
é considerada como de sucesso quando uma indugao de trés vezes € detec-
tada através do tratamento com 100 nm de ATRA e confirmada por PCR em
tempo real. Os clones com uma expressdo de B-lactamase indizivel pelo

ATRA sao identificados e usados para desenvolvimento posterior.



58

Também esta dentro dd escopo da presente invengdo a utiliza-
¢do de analises com aplicagoes similares usando outros genes de informa-
¢éo tais como a luciferase, beta-galactosidase e outros.

Fica entendido que esta invengéo nao esta confinada a constru-
g’éo e aos arranjos especificos de partes ilustradas e descritas aqui, neSte
pedido de patente, porém engloba essas formas modificadas da mesma como

venham dentro do escopo das reivindicacdes que se segue a Bibliografia.
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REIVINDICAGCOES
, 1. Método pa’ra‘ a reprogramacdo de uma célula eucaridtica, o
método compreendendo: i
(@) diminuir a proporgdo de S-adenosiimetiona para S-
adenosilhomocisteina (propofgéo de SAM para SAH) na célula eucariética.
2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, compreendendo a-
inda (b) reduzir os niveis de 5-metilcitosina no DNA no interior da célula eu-
caritica. | |
| 3. Método de acordo com a reivindicagdo 2, no qual as etapas

(a ) e (b) sdo executadas simultaneamente.’ ,
4. Metodo de acordo com a relvmdlcagao 2, no qual a etapa (b)

compreende especmcamente a supressao da expressao, atividade ou da

expressdo e da atividade das metiltransferases do DNA no interior as célula |

~ eucaridtica.

5. Método de acordo .com. a reivindicagéo'4, no qual a etapa (b)

compreende por em contato a célula com um inibidor da metiltransferase do

- DNA.

6. Método de acordo com a reivindicagao 4, no qual a etapa
(b) compreende por a célula em contato com uma quantidade
efetiva de supresSéo de um acido ribonucléico de pequena interferéncia
(siRNA) dimensionada e configurada para suprimir a expressao das metil-
transferases do DNA. |
7. Método de acordo com a reivindicagdo 1, no qual a etapa (a)
compreende por em contato a celula com um siRNA selecionado a partir do
grupo que consiste nas SEQ. ID. NOS: 1 a 41¢ - |
8. Método de acordo com a reivindicagado 1, no qual a etapa (a)

compreende aumentar a expresséo, atividade ou ambas a expressao e a

atividade da glicina-N-metil transferase no interior da célula eucaridtica.

9. Método de acordo com a reivindicagdo 8, no qual a etapa (a)
compreende por em contato a célula com uma quantidade de um acido reti-
ndico efetiva para o aumento da expressao e da atividade da glicina-N-

transferase no interior da célula.
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10. Método de acordo com a reivindicag&o 1, no qual a propor-
¢ao de SAM para SAH é diminuida para 0,1 ou menos.

11. Método de acordo com a reivindic'agéo 1, no qual a propor-
¢ao de SAM para SAH é diminuida para 0,5 ou menos. ‘

12. Método de acordo com a relvmdlcagao 1, no qual a propor-
¢do de SAM para SAH ¢é diminuida para 1,00 ou menos.

~ 13. Método para a reprogramagao de uma célula eucaridtica, o
método compreendendo:

(a) suprimir especificamente a expressao, atividade, ou a ex-
pressdo e a atividade das metiltransferases de DNA no interior de uma célu-
la eucariotica; e simultaneamente,

(b) aumentar a expresséo, a atividade, ou ambas a expressao e
a atividade da glicina-N-meiil transferase no interior da célula eucaridtica.

14. Método de acordo com a reivindicacdo 13, no qual a etapa
(a) compreende por em contato a célula com uma quantidade efetiva para a
supresséb de um siRNA dfmension_ada e configurada para suprimir a ex-

pressdo das metiltransferases do DNA.‘
15. Método de acordo com a reivindicagdo 13,-no qual a etapa

(a) compreende por em contato a célula com uma quantidade efetiva para a
supressao de um siRNA dimensionada e configurada para suprimir para re-
duzir as citosinas 5-metiladas no DNA na célula por cerca de 5%.

16. Método de acordo com a reivindicagao 13, no qual a etapa
(b) compreende por em contato a célula com uma quantidade de um acido
retm0|co efetiva para o aumento da expressao, atnvndade ou ambas a ex-
pressio e a atividade da gli¢ina-N-metil.transferase no interior da célula.

17. Método de acordo com a reivindicagao 16, no qual a etapa
(b) compreende por em contatb a célula com o acido todo trans-retindico.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 16, no qual a etapa
(b) compreende por a célula em contato com um composto que se liga a urn
receptor do &cido retindico. '

19. Métod"o de acordo com a reivindicagao 13, compreendendo

ainda, simultaneamente com as etapas (a) e (b):
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(c) suprimir especificamente no interior da célula a expressao,
atividade, ou a expressdo e a atividade de uma enzima selecionada a partir
do grupo que compreende 5,10-metilenotetraidrofolato redutase e a éistacio-
na-beta-redutase. | |

20. Método de acordo com a reivindicagao 13, compreendendo
por em contato a célula com um siRNA selecionado a partir do grupo que
consiste nas SEQ. ID. NOS: 1 a 41. )

- 21. Método para a mudanga do potencial de diferehciagéo em

uma célula eucariética, o método compreendendo por em contato a célula

-eucariética in vitro com uma quantidade de um siRNA, em que o siRNA é

dimensionado e configurado para suprimir especificamente a expressao das
-rhetiltransferases do DNA, co_nta'nto que o siRNA ndo suprima a expresséo
da glicina-N-metil transferase, e em que a quantidade seja efetiva para a
inducdo da desmetilagdo ampla do genoma do DNA, em que o poténcial de

diferenciacao celular é aumentado.
22. Método de acordo com a reivindicagdo 21, no qual a célula

~eucaridtica é selecionada a partir do grupo que consiste em células-tronco,

células progenitores, células somaticas, e células submetidas a transferéncia

nuclear de célula somatica (células NT).

23. Método de acordo com a reivindicacdo 21, compreendendo
por a célula em contato com um siRNA que é dimensionado e configurado

para suprimir especificamente a expressao da metiltransferase de DNA, se-

lecionada a partir do grupo que consiste em metiltransferase de DNA 1

(Dnmt 1), metiltransferase de DNA 3a (Dnmt 3a), e metiltransferase de DNA

‘3b (Dnmt-3b).

24. Método de acordo com a reivindicagdo 21, compreendendo
ainda por a célula em contato com uma quantidade de um composto, eficaz
para o aumento da expressdo, da atividade, ou de ambas a expressao e a
atividade as glicina-N-metil transferase.

| 25. Método de acordo com a reivindicagdo 24, compreendendo

por a célula em contato com &cido retingico.
26. Método de acordo com a reivindicagdo 24, compreendendo



10

15

20

- 25

30

por a célula em contato com o &cido todo trans-retindico.

27. Método de acordo com a reivindicagdo 24, compreendendo
por a célula em contato com uma composigéo cdmpreendendo, em combi-
nacéo, o siRNA e o acido todo trans-retindico. | ’

28. Método para o aumento do potencial de diferenciacdo em
uma célula diferenciada, o0 método compreendendo por a célula diferenciada
em contato, in vitro, com uma composi¢do compreendendo, em combinagéo:

(i) uma quantidade efetiva de derrubada de um acido ribonucléi-
co de pequena interferéncia (siRNA), em que o siRNA ¢ dimensionado e
configurado para a supressdo da expresséo das metiltransferases do DNA
especificamente; (ii) uma quantidade efetiva de derrubada de um siRNA di-
mensionada e configuradé para a supressao da expresséo de uma enzima
selecionada a partir do grUpo que consiste em 5,10-metilenotetraidrofolato
redutase e a cistaciona-beta-redutase; e (iii) um composto eficaz para au-
mentar a expressao da, a atividade da, ou ambas a expresséao e a atividade
da inciné-N-metil transferase,

em que a célula é poéta em contato com a composi¢ao durante
um tempo eficaz para a.indugédo da desmetilagdo ampla do genoma do DNA
no interior da célula, por meio do que o potencial de diferenciagao celular é
aumentado. |

29. Método de acordo com a reivindicagdo 28, compreendendo
por a célula em contato com uma composi¢cdo compreendendo um siRNA
que seja dimensionado e configurado para a supressao. especificamente da
expressao da metiltransferase do DNA selecionada a partir do grupo que
cc}psiste em metiltransferase de DNA 1 (Dnmt 1), metiltransferase de DNA
3a (Dnmt 3a), e metiltransferase de DNA 3b (Dnmt 3b).

30. Método de acordo com a reivindicagdo 28, no qual 0 com-
posto eficaz para o aumento da expressao da, atividade da, ou ambas a ex-
pressdo e a atividade da glicina-N-metil transferase € o acido retinoico.

~ 31. Método de acordo com a reivindicacao 28, no qual o com-
posto eficaz para 0 aumento da expresséo da, da atividade da, ou de ambas

a expressao e a atividade da glicina-N-metil transferase € o acido todo trans-
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retindico.
 32. Método de acordo com a reivindicagdo 28, compreendendo

por a célula em contato com um siRNA selecionado a partir do grupo que
consuste nas SEQ.ID.NOS: 1 a 41. :

33. Método para a determinagdo do potencial de desenvolvumen-
to de uma célula, o método compreendendo a determinagao da propor¢ao SAM
para SAH na célula, em que a propbrgéo SAM para SAH de menos do que cer-
ca de 1,0 indica um potencial de desenvolvimento aumentado da célula.

~ 34. Método de acordo com a reivindicagdo 33, compreendendo

‘ainda a medigdo dos residuos da metilagdo da citosina no DNA da célula,

em que a metilagdo de menos do que cerca de 10% indica um potencial de

‘desenvolvimento aumentado da célula.

35. Método para controlar o potencial de diferenciacdo em uma

célula, o método compreendendo: |
(a) manter a proporgao de SAM para SAH na célula em menos

do que cercade 1.0;e ,
’ (b) manter a metilagdo dos residuos da citosina no DNA da célu-

la em-menos do que cerca de 40%.
36. Método de acordo com a feivindicagéo 34, compreendendo:
(a) manter a proporgdo de SAM para SAH na célula em menos

do que cerca de 0,5; e }
(b) manter a metilagdo dos residuos da citosina no DNA da célu-

‘la em menos do que cerca de 20%.

- 37. Meio de cultura de célula para o aumento do potencial de
d;ferencnagao em uma célula diferenciada disposta dentro do meio+le cultu-
ra, 0 meio de cultura compreendendo um meio de base suficiente para man-
ter a viabilidade da célula, em combinagdo com um fator que reduza a ativi-
dade dos doadores de metila presentes no meio de cultura da célula. _

38. Meio de cultura de acordo com a reivindicagéo 37, no qual o

fator é selecionado a partir do grupo que consiste em homocisteina e acido

todo trans-retindico.
39. Meio de cultura de acordo com a reivindicagao 37, no qual o
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fator € uma quantidade efetiva de supressdo de um siRNA, dimensionada e
conflgurada para suprimir a expressao das metiltransferases do DNA.

40. Metodo para a identificagao de compostos que afetam a dife-
renciagao de celulas, o método compreendendo:

(a) reduzindo a percentagem de citosinas no DNA de uma célula
que s&o metiladas por pelo menos cerca de 5%, em que a célula tem um
primeiro fenétipo antes da redugao;

(b) reduzindo a proporgao de SAM para SAH na celula para me-
nos do que cerca de 1,0;.e em seguida '

- (c) contatando a célula com um componente suspeito de afetar a
diferenciacao de células; e '

(d) comparando o primeiro fendtipo da celula ao fendtipo da cé-
lula depois da etapa (c), em que o aparecimento depois da etapa (c) de um
fendtipo diferente do primeiro fendtipo indica que o composto tem um efeito
de diferenciagéo de células. |

- 41. Método de acordo com a reivindicagao 40, no qual a etapa
(a) compreende a reducdo a percentagem de citosinas no DNA das células
que sao metiladas por pelo menos cerca de 5%.

42. Método de acordo com a reivindicagéo 40, no qual a etapa
(a) compreende a redugao da percentagem de citosinas no DNA das células
que sdo metiladas por pelo menos cerca de 10%. :

43. Método de acordo com a reivindicagao 40, no qual a célula
inclui um sistema de reportes para monitorar as mudangas na transcrigao.

| 44. Método de acordo com a reivindicagao 43, no qual o sistema
de reportes mede a presenga de uiha atividade. de enzima selecion’éda a
partir do.grupo que consiste em aﬁvidade de luciferase, atividade de beta-

lactamase e atividade de beta-galactosidase.
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RESUMO

Patente de Invengao: “'ﬁPRODU(}ﬂO DE CELULAS REPROGAMADAS

COM POTENCIAL RESTAURADO". '
A presente invengao refere -se a um método para o tratamento

de celulas e/ou unidades de transferéncia nuclear e/ou células-tronco em
.cultura com tais compostos, indlvidualmente ou em combinagdes. O método

resulta em um genoma globalmente hipometilado e uma restauragéo de dife-
renciacdo de células e/ou potencial de desenvolvimento ou potencialmente.
Além disso é descrito um método para a produgdo in vitro de células repro-

“gramadas que tiveram o potencial de diferenciagéo (totipotencial, pluripoten-

cial, ou multipotencial) restauradas através de desmetilagdo do genoma.
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