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GLOSSARIO

cDNA: DNA complementar sintetizado por uma enzima transcriptase reversa utilizando como
molde uma molécula de RNA.

Células-tronco embrionarias: Células que apresentam a capacidade de proliferar em estado
indiferenciado e quando estimuladas se diferenciam em tipos celulares pertencentes aos trés
folhetos germinativos.

Clonagem animal: Produc¢do de animais geneticamente idénticos a partir da técnica de
transferéncia nuclear.

Clonagem génica: ¢ o processo de construcdo, propagagdo e sele¢do de moléculas de DNA
recombinante.

Efeito Paracrino: A a¢do de uma molécula produzida por uma célula sobre as células vizinhas.

Epigenética: ¢ a area da genética que estuda o estudo dos mecanismos que causam variagao na
atividade génica mas que ndo dependem de mudangas na sequéncia primaria do DNA e cujos
efeitos podem ser herdados.

Fator de transcricdo: proteina que regula a atividade génica pelo contato com sequéncias
especificas de DNA e recrutamento de cofatores.

Hidropsia: ¢ caracterizada pelo acimulo anormal de liquido nos tecidos ou cavidades do
organismo.

Metilacao de DNA: Uma modificacdo quimica do DNA (adigdo de um grupo metil na posicao
cinco da citosina) que pode regular a atividade génica ao interferir na capacidade de proteinas em
associar-se a0 DNA e/ou pelo recrutamento de proteinas nao-histdnicas para geralmente compactar
a cromatina.

Nucleossomo: Unidade fundamental da cromatina. O nucleossomo ¢ formado por oito proteinas
denominadas de histonas que compactam a molécula de DNA. Por meio de diversas modificagcdes
covalentes, a interacdo entre o nucleossomo ¢ o DNA varia, permitindo ou ndo a realizagdo de
diversos processos celulares como a transcricdo, replicagdo, reparos no DNA, e segregagdo dos
cromossomos durante a divisdo celular.

Pluripoténcia: Capacidade celular de diferenciagdo em todos os tecidos que compdem o
organismo.

Receptor nuclear: sdo receptores intracelulares que apresentam atividade como fatores de
transcricdo mediada por moléculas sinal ou metabolitos intracelulares.

Senescéncia: Um processo de bloqueio irreversivel da proliferagdo celular devido ao encurtamento
dos telomeros, ativacao do locus INK4a/ARF, ou danos ao genoma.
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Totipoténcia: Capacidade celular de diferenciacdo em todos os tecidos que compdem o organismo,
placenta e anexos plancetarios.

Transducio: método viral de introdugdao de DNA exdgeno em células.

Transfec¢ao: método ndo viral de introdugdao de DNA a células, como a eletroporagdo ou o uso de
lipossomos.

Transformacio oncogénica: Processo pelo qual uma célula passa para um estado cancerigeno.
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CAPITULO 1. ENUCLEACAO QUIMICA DE OVOCITOS BOVINOS E
REPROGRAMACAO CELULAR POR FATORES DEFINIDOS EM MURINOS

Marcelo Tigre Moura (1-?), Carolina Madeira Lucci (1), ¢ Rodolfo Rumpf (12-3)

() Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia, DF.
(2) Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.
) Geneal Biotecnologia Animal, Uberaba, MG.

RESUMO

O processo de diferenciagdo celular foi por muito tempo considerado progressivo e
irreversivel. O desenvolvimento da clonagem por transferéncia nuclear e da indug¢do da
pluripoténcia por fatores definidos (Oct4, Sox2, cMyc, e Klf4) demonstrou inequivocamente que
c¢lulas somaticas podem ser reprogramadas para um estado indiferenciado. No entanto, essas
tecnologias permanecem pouco eficientes devido a fatores técnicos e bioldgicos. A enucleacdo dos
ovocitos representa um dos principais fatores limitantes da transferéncia nuclear, enquanto que a
integracao dos transgenes no genoma durante a indugdo da pluripoténcia pode afetar negativamente
o fenodtipo das células. Por isso, os objetivos do presente trabalho foram: aprimorar a enucleagao
quimica de ovdcitos pela actinomicina D e investigar um mecanismo que permita reprogramar para
pluripoténcia sem Oct4 exdgeno, ao compensar a atividade do transgene com moléculas. A
investigagdo da enucleagdo por actinomicina D permitiu eliminar a toxidez da abordagem durante a
maturacdo dos ovdcitos, aumentar a eficiéncia do procedimento e reduzir drasticamente o periodo
de incubag@o com a actinomicina D. Diferentes abordagens in vitro e in vivo permitiram determinar
que a principal limitagdo do desenvolvimento embriondrio apds a enucleagdo pela actinomicina D ¢
a presenga dos cromossomos expostos a actinomicina D dentro gameta. A ativagdo do gene Nr5a2
foi testada como mecanismo para substituir o Oct4 exdgeno na inducdo da pluripoténcia, baseando-
se na importancia desse receptor nuclear na regulacdo do Oct4 durante o desenvolvimento. A
expressdo forgada do Nr5a2 ndo aumentou a eficiéncia da reprogramagdo com Oct4, Sox2, e Klf4
em fibroblastos, € em conjunto com Sox2 e KlIf4 apenas nao resultou em células reprogramadas. As
tentativas de ajustar a estequiometria das particulas virais e de elevar a expressdo endogena do
Nr5a2 pelo uso de agonistas também ndo foram bem sucedidas. Esfor¢cos mais recentes utilizando
hepatocitos podem determinar se existem limitagdes tecido-especificas. Apesar das evidéncias
recentes na literatura em suporte ao modelo, ainda nao foi possivel repetir tais resultados.

Palavras chave: Reprogramacao, epigenética, transferéncia nuclear, células-tronco.
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CHEMICAL ENUCLEATION OF BOVINE OOCYTES AND CELLULAR
REPROGRAMMING BY DEFINED FACTORS IN MICE

Marcelo Tigre Moura (1-?), Carolina Madeira Lucci (), ¢ Rodolfo Rumpf (12-3)

() Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia, DF.
2 Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.
() Geneal Biotecnologia Animal, Uberaba, MG.

ABSTRACT

Cell differentiation has long been considered a progressive and irreversible process. The
development of cloning by nuclear transfer and induced pluripotency by defined factors (Oct4,
Sox2, cMyc, and Klf4) demonstrated inequivocally that somatic cells can be reprogrammed to an
undifferentiated state. However, both technologies hold low efficiencies due to technical and
biological factors. The enucleation of oocytes represents one of the main limiting factors for nuclear
transfer, while the integration of reprogramming vectors in the genome during the induction of
pluripotency can negatively affect cell phenotype. Due to these facts, the objectives of the present
research were: to improve oocyte chemical enucleation by actinomycin D and to investigate a
mechanism that would allow reprogramming in the absence of exogenous Oct4, by replacing the
transgene with small molecules. The investigation of oocyte enucleation by actinomycin D confered
with the possibility to eliminate the toxic effect of the approach on oocyte maturation, to increase
enucleation efficiency and drastically reduce incubation period with the inhibitor. Different in vitro
and in vivo approaches altogether allowed the conclusion that the main limiting factor to embryonic
development after enucleation by actinomycin D is the presence of cromossomes exposed to the
inhibitor inside the oocyte. The induction of Nr5a2 expression was tested as a possible mechanism
to replace exogenous Oct4 during reprogramming to pluripotency based on upstream roles of the
nuclear receptor on Oct4 levels during development. The ectopic expression of Nr5a2 did not
increase reprogramming efficiency with Oct4, Sox2, and Klf4 in fibroblasts, and concomitant with
Sox2 and Klf4 only did not yield reprogrammed cells. Fine-tuning of viral stochiometry and
atempts to induce endogenous expression of Nr5a2 by agonists were unsuccessful. Recent efforts
with hepatocytes might shed some light on possible cell type specific limitations. In spite of recent
literature in accordance with this model, it has been challeging to reproduce such results.

Keywords: Reprogramming, epigenetics, nuclear transfer, stem cells.



1.1. INTRODUCAO

O processo de fecundagdo permite que os genomas haploides do ovocito e do
espermatozdide se unam e formem um novo organismo euploide. Mas antes que haja a
singamia, os nucleos dos gametas precisam passar por profundas mudancas. O genoma do
espermatozodide apresenta-se em grande parte associado a proteinas denominadas protaminas
(revisto por MCLAY & CLARKE, 2003; OOI & HENIKOFF, 2007), fato que aumenta
consideravelmente a compactagdo dos cromossomos (SASSONE-CORSI, 2002; KIMMINS
& SASSONE-CORSI, 2005). Poucas horas apds a penetracao do espermatozoide no ovocito,
0 genoma paterno sofre importantes modificacdes, como a substitui¢do das protaminas por
histonas ¢ a desmetilagdo ativa do DNA (MAYER et al., 2000; OSWALD et al., 2000;
MCLAY & CLARKE, 2003). Estas mudancas garantem que os cromossomos do
espermatozdide sejam corretamente duplicados e que os genes contidos nesses cromossomos
possam ser transcritos nas divisdes celulares subsequentes.

Concomitante a formagdo da membrana nuclear dos genomas haploides (agora
denominados pro-nucleos) comeca a replicagdo dos cromossomos, € quando concluida, os
pré-nucleos se fundem para a realizagdo da primeira divisdo mitdtica do embrido. Durante as
divisdes subsequentes existe uma redugdo gradativa do volume celular, apesar da manutencao
do potencial de diferenciacdo dos blastomeros (MOORE et al., 1968; WILLADSEN, 1981,
CHAN et al., 2000). Embora estas células mantenham-se semelhantes em morfologia durante
multiplas clivagens, o genoma ¢ submetido a um novo remodelamento, contemplando por
exemplo, uma redugdo passiva dos niveis de metilagdo de DNA (RIDEOUT et al., 2001;
FENG et al., 2010). Durante o periodo de compactacdo dos embrides, os niveis globais de
metilacdo de DNA comegam a ser restabelecidos e estabilizam no estadio de blastocisto
(REIK et al., 2001; FENG et al., 2010).

O embrido no estadio de blastocisto delimita o primeiro evento de diferenciac¢do celular
do organismo: a formagao do embrioblasto (c€lulas que dardo origem aos diversos tecido do
animal) e o trofoblasto, que compreende as células responsaveis pela formagao da placenta e
anexos placentarios (revisto por ROSSANT & TAM, 2009). A determinagdo do embrioblasto

representa apenas o inicio de um gradual e complexo mecanismo de restri¢do de potencial de



diferenciagdo, que resulta em mais de duzentos tipos celulares diferentes que compdem o

organismo adulto (TAM & LOEBEL, 2007).

As células apresentam grande estabilidade fenotipica ao fim do processo de
diferenciacdo. Os tecidos em mamiferos adultos sdo renovados preferencialmente por mitose
de células diferenciadas ou pela diferenciagdo de células-tronco tecido-especificas (DOR et
al., 2004; ORKIN & ZON, 2008). O isolamento e cultivo in vitro de células somaticas resulta
em senescéncia na auséncia de mudancas morfoldgicas ou reversdo do estado diferenciado
(RUBIN, 2002). Tentativas de desestabilizar o estado diferenciado com estimulos paracrinos
in vitro por meio de co-cultivos ndo foram bem sucedidos (YING et al., 2002; TERADA et
al., 2002).

Apesar da vasta evidéncia da estabilidade fenotipica das células somaticas, em peixes e
anfibios, algumas espécies apresentam a capacidade de regenerar tecidos e o6rgaos, mediados
por eventos de des-diferenciacdo (BROCKES & KUMAR 2003; TANAKA, 2003). Além
disso, tumores originarios de células germinativas podem apresentar células cancerigenas
diferenciadas em osso, cartilagem, pele, dentre outros tecidos (CHAMBERS & SMITH,
2004). Estes fendmenos em conjunto sugerem que, sob determinadas condi¢des, o processo
de especializagao celular pode ser revertido. O desenvolvimento da técnica de transferéncia
nuclear (TN) permitiu investigar diretamente a reversibilidade da diferenciacdo celular
(Figura 1.1).

Baseando-se na capacidade dos ovoécitos de remodelar o nucleo do espermatozoéide,
diversos autores utilizaram a TN em anfibios para demonstrar que a introducdo do nucleo
diferenciado pode reverté-lo para uma condicdo equivalente ao zigoto, ou seja, o estado de
totipoténcia (BRIGGS & KING, 1952; GURDON et al., 1958; GURDON & BYRNE, 2003;
TAGARELLI et al., 2004; GURDON & MELTON, 2008). Outra importante conclusdo desta
série de experimentos foi a demonstracdo inequivoca da equivaléncia genOmica entre as
células do organismo. Este fato demonstra que a sequéncia primaria do DNA nao ¢ o unico
nivel de regulacdo génica, e que a transi¢do entre estados epigenéticos seria importante para a
reversdo fenotipica das células somaticas. Por isso, este fendomeno ¢ denominado de
reprogramacao epigenética. O estabelecimento da clonagem por TN em mamiferos
demonstrou que a tecnologia ndo esta restrita aos anfibios e peixes (WILMUT et al., 1997,

2002; RIDEOUT et al., 2001; MEISSNER & JAENISCH, 2006; YANG et al., 2007).
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Figura 1.1 - Transferéncia nuclear em mamiferos. Inicialmente uma porg¢ao do citoplasma do
gameta adjacente ao corpusculo polar é removido por micropipeta. A bidpsia
obtida ¢ exposta a ultravioleta para confirmar a enucleagao. Em seguida, o
genoma do doador ¢ introduzido no citoplasma receptor por inje¢do do nucleo
ou eletrofusdo da célula inteira.

A capacidade de reprogramacdao do ovoécito estimulou a investigagdo de outros tipos
celulares ou métodos de reprogramagao. A obtencdo de células hibridas entre células de
carcinomas embrionarios demonstrou que a ultima apresentava um fenétipo dominante na
célula tetrapldide resultante da fusdo, tornando-a indiferenciada (MILLER & RUDDLE,
1976). Andlises mais recentes demonstram que a fusdo com células-tronco embrionarias
(CTE) tem a capacidade de suprimir o estado diferenciado em células somaticas (TADA et al.,

2001; COWAN et al., 2005; YU et al., 2006). Ao contrario da clonagem por TN que



reprograma as células somaticas a um estado totipotente equivalente ao zigoto, o processo de
fusdo de células diferenciadas com CTE produz células pluripotentes (COWAN et al., 2005;
YU et al., 2006), condi¢do semelhante ao embrioblasto no blastocisto (Figura 1.2). Devido a
auséncia de métodos para enuclear CTE, a reprogramagdao por fusdo produz células
tetrapldides, fato que limita o potencial desta tecnologia (HOCHEDLINGER & JAENISCH,
2006).

Reprogramacao por fusao celular Reprogramacao por fatores definidos
Células somaticas portando Células pluripotentes portando Oct4, Sox2, cMyc, KIf4
gene de resisténcia A gene de resisténcia B

: @
= Q 20
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@ Inducdo da expressao
E dos quatro genes
Formagao de células hibridas por por vetores virais

N/ eletrofusdo ou fusdo quimica
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Selecdo de células
= = reprogramadas pela ————  Selecdo dos eventos
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morfologia das coldnias

Estabelecimento de linhagens Estabelecimento de linhagens
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Figura 1.2 - Reprogramacao de células somadticas para pluripoténcia. A fusdo entre células
somaticas e células-tronco embriondrias (CTE) seguida pela selecdo dos hibridos
por resisténcia a antibioticos resulta em células indiferenciadas poliploides.
Introdugdo de fatores de transcrigdo expressos em CTE em fibroblastos pro-
duz células pluripotentes, quando isoladas e propagadas permitem estabelecer
linhagens 1PS.

O avango na elucidacdo do mecanismo de propagacdo de CTE permitiu identificar
diversos fatores de transcricdo como componentes importantes para manuten¢do da
pluripoténcia (NICHOLS et al., 1998; CHAMBERS et al., 2003; MITSUI et al., 2003;
CHAMBERS & SMITH, 2004). A demonstragdo do potencial de fatores de transcrigdo para
conversdo de fenotipos celulares, como por exemplo, a conversdo de fibroblastos em células
musculares pela expressdo do produto do gene MyoD (Revisto por GRAF & ENVER, 2009),

levou Takahashi & Yamanaka (2006) a propor que os fatores que mantém a pluripoténcia



poderiam ser capazes de reprogramar células somaticas (YAMANAKA, 2009). A
demonstragdo de que quatro genes (Oct4, Sox2, cMyc, e KIf4) sao suficientes para iniciar a
reprogramacao epigenética para pluripoténcia representou uma importante contribui¢do para o
entendimento do processo (Figura 1.2). As células produzidas, denominadas induced
pluripotent stem (iPS) apresentam a mesma capacidade de diferenciagio das CTE
(MAHERALI et al., 2007; OKITA et al., 2007, WERNIG et al., 2007).

As tecnologias de reprogramacao tém sido extensivamente aplicadas nos ambitos
cientifico e comercial. A clonagem por TN tem permitido distinguir efeitos genéticos dos
epigenéticos (EGGAN et al., 2004; HOCHEDLINGER et al., 2004; LI et al., 2004a),
desenvolver novos modelos para pesquisa (KIRAK et al., 2010), conservar recursos genéticos
(WELLS et al., 1998; WAKAYAMA et al., 2005), e replicar genomas de interesse econdmico
(WESTHUSIN et al., 2001). A produ¢do de animais transgénicos tornou-se mais eficiente e
consequentemente menos onerosa com o advento da TN com células somaticas (SCHNIEKE
et al., 1997, EYESTONE, 1999; KUROIWA et al., 2009). A associacdo com outras
tecnologias pode introduzir outras vantagens para produg¢do de animais geneticamente
modificados (Figura 1.3).

A demonstragdo de que CTE humanas também podem ser isoladas como descrito em
diversas espécies animais, representa uma grande esperanga para investigagdo do
desenvolvimento inicial humano, estudos de toxicologia e, possivelmente, para terapia celular
(THOMSON et al., 1998; SMITH, 2001). No entanto, as aplicagdes sdo limitadas pela
incompatibilidade genética entre as CTE isoladas de embrides e os pacientes. A utilizagdo de
tecnologias de reprogramagao epigenética representa uma forma de obteng¢dao de CTE a partir
do proprio paciente. Experimentos em animais demonstraram o isolamento de CTE a partir de
embrides obtidos por TN com células somaticas, além de demonstrar o potencial terapéutico
deste processo (LANZA et al., 2002, 2004; RIDEOUT et al., 2002; BARBERI et al., 2003).
No entanto, o procedimento ainda ndo foi realizado em humanos provavelmente devido a
questdes técnicas e ¢ticas (HOCHEDLINGER & JAENISCH, 2006). Com o advento das
células iPS, linhagens celulares pluripotentes estao sendo estabelecidos a partir de pacientes
com o intuito de desenvolver modelos in vitro que permitam investigar a etiologia de diversas
patologias humanas (KISKINIS & EGGAN, 2010; SAHA & JAENISCH, 2009). Evidéncias
em modelos animais sugerem que esta tecnologia também tem potencial terapéutico

(HANNA et al., 2007; WERNIG et al., 2008a).
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Figura 1.3 - Reprogramagdo epigenética para producdo de animais transgénicos. Células
somaticas podem ser transformadas e utilizadas diretamente para transferéncia
nuclear (TN), pela injecdo de embrides diploides ou tetrapldides com
células-tronco embrionarias (CTE) obtidas de embrides reconstruidos ou
células iPS. Para realizar modificacdes mais complexas no genoma, as células
somaticas sdo primeiro reprogramadas para obtencdo de CTE (ou iPS). Apos o
isolamento das linhagens transgénicas, realiza-se a injecdo de embrides (2n ou
4n), ou TN. KSOM: Kif4, Sox2, Oct4, e cMyc.

1.2. PROBLEMATICA E RELEVANCIA

A principal limitagao das tecnologias de reprogramacao epigenética € a baixa eficiéncia

(Quadro 1.1), exemplificada pela exigua frequéncia de nascimentos na clonagem por TN e



limitada conversdao de células somaticas em pluripotentes na reprogramacao por fatores
definidos e fusdo (JAENISCH & YOUNG, 2008). Essa baixa eficiéncia se deve a
incapacidade das metodologias de reprogramagdo de realizar, de forma eficiente e
coordenada, o silenciamento dos genes expressos na célula somatica e a ativagao dos genes
necessarios para o restabelecimento da pluripoténcia ou totipoténcia, fato que representa o

principal entrave bioldgico do processo (HOCHEDLINGER & JAENISCH, 2006).

Quadrol.1 - Comparagdo entre metodologias de reprogramacao celular: capacidade de
converter células somaticas em indiferenciadas.

Cinética de Extensao da

Reprogramacéo* | Reprogramacéo Referéncias

Técnica Eficiéncia*

TN ~50%* (~2%)" 2 dias totipoténcia 1-2
Fuséo ~5% 1 dia pluripoténcia 3-4
iPS 0,1-1,0% 7-14 dias pluripoténcia 5-6

TN: transferéncia nuclear. iPS: induced pluripotent stem. *Intervalo entre o inicio da
reprogramacdo celular e obtencdo de células indiferenciadas, determinado pela ativacdo do
gene Oct4::GFP. # Producao de blastocistos GFP+. “Nascimentos a partir de blastocistos
transferidos. Ref.1: BOIANI et al., 2002; 2: YANG et al., 2007; 3: HAN et al., 2008; 4:
BHUTANI et al., 2010; 5: MEISSNER et al., 2007; 6: JAENISCH & YOUNG, 2008. Dados
em murinos.

Existem diversas evidéncias experimentais da incompleta reprogramagdo epigenética:
manutengdo do padrio epigenético da célula somatica nos embrides (DEAN et al., 2001;
SANTOS et al., 2003; NG & GURDON, 2008), erros espago-temporais na expressao génica
(HUMPHERYS et al., 2001; NG & GURDON, 2005), e grande propensao de células iPS para
se diferenciar no tipo celular que lhe deu origem (KIM et al., 2010; POLO et al., 2010).
Assim, o melhor entendimento do mecanismo da reprogramagao epigenética pode resultar em
incrementos na eficiéncia de reprogramagao (Figura 1.4).

A melhor compreensdo do restabelecimento do estado indiferenciado podera direcionar
os futuros esforcos para aumentar a eficiéncia das tecnologias de reprogramacao (Figura 1.5).

No entanto, dificuldades de ordem técnica limitam o progresso na investigagdao do

mecanismo.
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Figura 1.4 - Principais eventos conhecidos durante a reprogramacao epigenética em
mamiferos. iPS: induced pluripotent stem. piPS: células parcialmente
reprogramadas, identificadas pela formagdo de colonias e auséncia de
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A metodologia atual da clonagem por TN apresenta uma capacidade reduzida de gerar
material bioldgico para andlises em nivel molecular, principalmente para os eventos iniciais
do remodelamento do genoma. Por isso, diversos relatos usaram metodologias com baixa
resolugdo (DEAN et al., 2001; SANTOS et al., 2003). Andlises por imunofluorescéncia em
zigotos de coelho sugeriam ndo haver demetilacdo ativa do DNA no pré-niicleo masculino da
espécie (CHEN et al., 2004; SHI et al., 2004), embora o resultado tenha sido questionado pela
avaliagdo detalhada em alguns /oci (ZHANG et al., 2005). Este fato confirma a necessidade
de utilizar ferramentas com maior resolugdo como, por exemplo, Chip-chip ou Chip-seq
(imuniprecipitacao da proteina de interesse € DNA associado seguido pela hibridagdo com

“tilling arrays” ou sequenciamento do DNA) respectivamente, que sdo mais precisas €



informativas, como observado na reprogramacao por fatores definidos (MIKKELSEN et al.,

2008; KOCHE et al., 2011).
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Dinamica da cromatina durante o desenvolvimento e reprogramacao epigenética.
O genoma do espermatozdide é compactado por protaminas e metilagdo do
DNA. Alguns loci apresentam nucleossomos com dominios bivalentes
(H3K4me3 e H3K27me3). No ovocito, os genes de pluripoténcia estdo
metilados no DNA. Em células-tronco embrionarias (CTE), os genes de
pluripoténcia estdo ativos (H3K4me3, H3K36me3 e RNA Pol II). O numero de
genes bivalentes aumenta em relacdo ao espermatozoide, e parte adquire
H3K9me2/3. Os genes tecido-especificos sdo apenas metilados no DNA. Em
fibroblastos, os genes de pluripoténcia estao silenciados por metilagdo de DNA,
H3K9me2/3 e H3K27me3. Apesar de varios dominios bivalentes terem sido
resolvidos (genes ativos com H3K4me3, H3K36me3 ou silenciados com
H3k27me3 e metilagdo de DNA), muitos dominios permanecem devido a
capacidade de diferenciacao dos fibroblastos em condrocitos, adipocitos, por
exemplo. Os genes especificos de fibroblasto estdo ativos. Os dados foram
baseados preferencialmente em analises em nivel genomico. Os fatores de
transcrigdo ¢ MicroRNA representados sdo em processos como diferenciagdo
celular, gastrulacdo, e organogenése. A determinagdo do estado da cromatina
em  ovocitos,  zigotos e blastocistos permanece pouco explorada. TN:
transferéncia nuclear. KSOM: Kif4, Sox2, Oct4, e cMyc.
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O grande entrave de técnicas em escala gendmica ¢ a necessidade de grandes
quantidades de material experimental (>1.000.000 células). Protocolos mais recentes de Chip-
PCR, Chip-seq e reduced representation bisulfite sequencing (RRBS) reduziram
drasticamente a quantidade de material biologico requerido para 1.000-10.000 células
(DAHL et al., 2009; ADLI et al., 2010; GU et al., 2010). Apesar dos avangos, estas
quantidades sdo muito superiores ao produzido por TN atualmente (~50-100 zigotos por
manipulagdao). O desenvolvimento de um protocolo automatizado de TN, ao utilizar, por
exemplo, uma metodologia quimica de enucleacdo de ovocitos (MOURA et al., 2008)
associada a uma estratégia de fusdo celular em larga escala (SKELLEY et al., 2009)
permitiria um aumento significativo na escala de produgao de embrides por TN.

A introducdo dos fatores de transcricdo para indugdo da pluripoténcia em células
somaticas resulta na integracdo de um numero varidvel de cépias de cada vetor (WERNIG et
al., 2007; AOI et al., 2008). A natureza aleatéria do processo de integragdo no genoma
permite que os transgenes sejam introduzidos em sequéncias codantes ou regulatorias
(HACEIN-BEY-ABINA et al., 2003). Este fato pode causar a transformagao oncogénica das
células, ativar a morte celular programada por apoptose, ou interferir na atividade dos
transgenes (HACEIN-BEY-ABINA et al.,, 2003; OKITA et al., 2007). Além disso, a
integracdo aleatdria estabelece em cada célula somatica um padrao estequiométrico diferente
entre os fatores de transcri¢do, introduzindo um grande componente de variabilidade no
processo, dificultando as analises do mecanismo de reprogramagdo. A utilizacdo do sistema
secundario (células reprogramadas com vetores lentivirais induziveis permite diferencid-las e
reprograma-las novamente sem uma nova transdu¢ao) limita a variabilidade aos clones que
produziram células iPS, selecionando padrdes estequiométricos compativeis com a
reprogramacgdo epigenética (MAHERALLI et al., 2008; MIKKELSEN et al., 2008; WERNIG
et al., 2008b). Estratégias que evitem essas limitagdes e apresentem um efeito mais
homogéneo na populagdo de células somaticas sao desejaveis.

O uso de moléculas tem sido investigado para gerar células iPS sem o recurso de 4cidos
nucléicos (FENG et al., 2009). No entanto, ainda ndo sdo conhecidas moléculas que
substituam o Oct4 exdgeno durante a reprogramagdo por fatores definidos. Devido a sua
atividade restrita a células totipotentes ou pluripotentes, um mecanismo indireto para a
reativagdo do gene Oct4 durante a reprogramacgdo talvez seja mais promissor que a

investigacao de métodos diretos de inducao da sequéncia endogena do Oct4.
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1.3. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar alternativas para limitagdes de diferentes tecnologias de
reprogramagao epigenética para facilitar a investigacao desse processo.

1.3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a influéncia das células do cumulus na toxidez do tratamento com actinomicina D
na matura¢ao de ovocitos bovinos;

2. Desenvolver uma abordagem da enucleagdo pela actinomicina D mais eficiente que impeca
a formagao de blastocistos apds a ativacdo partenogenética;

3. Avaliar o efeito da enucleagdo de ovocitos bovinos pela actinomicina D no
desenvolvimento embrionario in vitro ap6s a transferéncia nuclear.

4. Analisar o efeito da enucleagdo pela actinomicina D na qualidade dos embrides produzidos
por transferéncia nuclear in vitro e in vivo;

5. Investigar a generalidade dos efeitos da actinomicina D em ovdcitos pela andlise da
mitomicina C como alternativa para a enucleacdo quimica de ovdcitos bovinos;

6. Testar a capacidade do fator de transcrigdo Nr5a2 de substituir Oct4 na inducdo da
pluripoténcia por fatores definidos em camundongos.
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1.4. REVISAO DE LITERATURA

1.4.1. Enucleacio de ovécitos

1.4.1.1. Historico da enucleaciao de ovdcitos

A primeira tentativa de remover o nucleo de uma célula foi realizada por Marshall
Barber, que havia desenvolvido um conjunto de equipamentos que permitiram manipular uma
unica bactéria (revisto por KORZH & STRAHLE, 2002). Sua metodologia foi aperfeicoada
até a utilizagdo para a primeira série de transferéncias de nucleos (BRIGGS & KING, 1952).
Neste experimento, por meio de uma micropipeta, parte do citoplasma do gameta era
removido e o nicleo de uma blastula introduzido. Nao havia uma forma de confirmar o
sucesso do procedimento, por isso, esta abordagem ¢ denominada de enucleagdo mecanica
cega (LI et al., 2004D).

Durante as décadas seguintes houve uma expansio do numero de grupos de
investigacdo na area, trabalhando basicamente com anfibios (BRIGGS & KING, 1952;
GURDON et al., 1958). Espécies como o Xenopus laevis apresentam vantagens consideraveis
que os tornaram modelos preferenciais de experimentos de embriologia da época.
Caracteristicas como grande resisténcia dos gametas e embrides a insultos fisicos € quimicos,
obtencdo de grande numero de gametas por fémea, embrides de tamanho consideravel e
desenvolvimento extra-corpdreo foram decisivas para sua popularizacdo (revisto por
GURDON & HOPWOOD, 2000). Esses esforcos demonstraram que anfibios podem ser
clonados por TN com células somaticas (GURDON et al., 1958; GURDON, 2006)

Uma questdo que permanecia era se haveria a possibilidade de clonar mamiferos por
TN. Por isso de forma pioneira, Derek Bromhall realizou o primeiro experimento de TN em
coelhos (BROMHALL, 1975). Nao foi tentado enuclear os ovocitos possivelmente devido a
alta taxa de degeneragdo das estruturas apds a intervencdo (MODLISNKI, 1975). No entanto,
Bromhall apresenta evidéncias de que produziu estruturas diploides, o que sugere uma

enucleacdo acidental, estocastica ou até mesmo a incapacidade da célula doadora de
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contribuir para a formagdo do embrido. Por isso, os resultados obtidos ndo foram muito
conclusivos, embora o avango do ponto de vista técnico, utilizando equipamentos mais
compativeis com o tamanho dos gametas da espécie tenha sido importante (BROMHALL,
1975).

Pouco tempo depois, Jacek Modlinski relatou o desenvolvimento de embrides
reconstruidos em camundongos. A enucleagdo nao foi realizada e, por isso, todos os embrides
obtidos por TN eram tetraploides (MODLINSKI, 1978). Posteriormente, Modlinski utilizou
células doadoras com cromossomos com morfologia peculiar para demonstrar a contribui¢ao
do nucleo introduzido na formag¢ao do embrido (MODLINSKI, 1981).

Ao contrario de peixes e anfibios, os mamiferos nao toleram grandes alteragdes do
cariétipo das células (EAKIN & BEHRINGER, 2003). Portanto, a enucleacdo do gameta ¢
fundamental para avaliar a capacidade do embrido reconstruido de recapitular o
desenvolvimento in vivo a termo (SOLTER, 2000; EAKIN & BEHRINGER, 2003).

Hoppe & Illmensee (1977) utilizaram a citocalasina B para bloquear o ciclo celular de
zigotos que tiveram um pro-nucleo removido e consequentemente, produzir embrides
dipléides androgenéticos e ginogenéticos. Curiosamente, os autores observaram que o
tratamento teve o efeito inesperado de aumentar a sobrevivéncia dos embrides apds a
manipulacdo. Este fato foi logo confirmado por outro autor (MODLISNKI, 1980). A partir
deste momento a TN em mamiferos recebeu nova atencao e fomentou a busca de formas mais
eficientes para remover os cromossomos dos ovocitos e zigotos.

Ao incorporar a citocalasina B ao protocolo de TN e introduzir o nicleo doador no
gameta enucleado pela fusdao celular mediada por virus Sendai inativado, Solter e McGrath
desenvolveram um protocolo de TN em mamiferos considerado robusto e replicavel
(MCGRATH & SOLTER, 1983, 1984; SOLTER, 2000). Em experimentos com ovinos, Steen
Willadsen utilizou ovoécitos em MII além da eletrofusao como método de reconstrug¢ao e
assim corrigiu as limita¢cdes do método anterior( WILLADSEN, 1986).

E importante ressaltar que durante este periodo ainda nio havia um método eficiente de
ativacdo partenogenética, devido a este fato, os zigotos eram utilizados quase que
exclusivamente para preparagdo de citoplasmas receptores na TN (MODLINSKI, 1978, 1981,
ILLMENSEE & HOPE, 1981). O primeiro relatado de nascimento de murinos clonados
utilizou zigotos enucleados reconstruidos com células do botao embrionario (ILLMENSEE &

HOPE, 1981). No entanto, este relato ¢ foco de controvérsia até os dias atuais, pois os dados
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nunca foram repetidos (WAKAYAMA et al., 2000; EGLI et al., 2007). A explicagdo mais
plausivel seria que a enucleagdo de zigotos (e ovodcitos em intérfase) remove proteinas
nucleares relacionadas a reprogramacdo nuclear (EGLI et al., 2008). Como a membrana
nuclear envolve os cromossomos e proteinas nucleares no periodo de intérfase, todo este
material é removido pela micropipeta durante a enucleagdo. A maior eficiéncia ao usar
ovocitos em metafase II (MII) e a necessidade de sincronizar zigotos em metafase para
obtengdo de animais clonados corrobora esta hipotese (WILLADSEN, 1986; EGLI et al.,
2007). Por isso, a questdo limitante da TN na época se devia mais provavelmente a incorreta
sincronia do ciclo celular entre o gameta e a células doadora do que devido a danos causados
pela enucleacao.

Uma particularidade dos ovoécitos de algumas espécies € a opacidade do citoplasma. Em
contraste com espécies como o camundongo, a visualizacdo da placa metafasica e a
consequente confirmacdo da enucleagdo torna-se impossivel. Investigando neste sentido,
Smith & Wilmut (1989) demonstraram que ao expor o ovécito opaco de bovinos a um corante
DNA especifico na presenga da ultravioleta (UV) seria possivel confirmar a retirada do DNA
do gameta.

Estes avangos metodoldgicos repercutiram na expansao consideravel da clonagem por
TN que culminou no relato da clonagem de diversas espécies a partir de células embrionarias
(STICE & ROBL, 1988; PRATHER et al., 1987, 1989) e posteriormente, somaticas
(WILMUT et al., 2002; MEISSNER & JAENISCH, 2006).

O Uunico relato de nascimento de um animal primata fruto de TN a partir de células
embrionarias fomentou a busca por relatos utilizando células somaticas como doadoras de
nucleo (MENG et al., 1997). Apesar do intenso esfor¢o, a clonagem de primatas a partir de
células diferenciadas ainda nao foi relatada. Em contrapartida, foi possivel obter linhagens de
células-tronco embriondrias a partir de embrides de TN com células de um macaco Rhesus
adulto (BYRNE et al., 2007). Um fato de destaque do relato foi a baixa eficiéncia. Centenas
de gametas foram utilizados para obten¢do de apenas uma linhagem celular diploéide. Uma
possibilidade proposta foi que a atual forma de remog¢ao dos cromossomos carrega proteinas
que s3o fundamentais para a formag¢do do fuso do embrido reconstruido, inviabilizando o
desenvolvimento posterior (SIMERLY et al., 2003). Esta hipotese tem sido contestada e
posteriormente foi demonstrado que ha formagao de embrides eupldides com a metodologia

tradicional (NG et al., 2004). No entanto, a avaliagdo mais coerente seria que, apesar de nao
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evitar a formacao de embrides com cariotipo normal, a atual metodologia reduz drasticamente
o percentual de estruturas viaveis. Por isso, conclui-se que a remog¢do dos cromossomos de
ovocitos primatas pode representar um novo paradigma no desenvolvimento de estratégias

alternativas de enucleacao.

1.4.1.2. Metodologias alternativas de enucleacio

A primeira metodologia de enucleagdo de ovocitos alternativa a mecanica foi
desenvolvida em 1960 (CHAN & GURDON, 1996; GURDON, 2006). A aplicagdao da UV nos
gametas reduziu significativamente a capacidade de desenvolvimento dos mesmos
(GURDON, 1960). Também foi observado que a UV dissolvia uma camada gelatinosa que
recobre os ovdcitos, fato que facilitou o procedimento de TN (GURDON, 2006). Esta
estratégia também pode ser usada em peixes (GASARYAN et al., 1979). No entanto, as
tentativas em mamiferos foram frustradas. A radiagdo se mostrou altamente tdxica aos
gametas (SMITH, 1993; BRADSHAW et al., 1995; WAGONER et al., 1996; BORDIGNON
& SMITH, 1999). Esta discrepancia pode ser devida a uma possivel maior tolerancia dos
gametas aos danos da UV em anfibios e peixes. Curiosamente, embrides de TN poliploides de
destes organismos atingem a fase adulta e em anfibios a triploidia foi associada a maior
viabilidade dos clones fruto de células soméaticas (DIBERARDINO et al., 1986; NIWA et al.,
2000a).

O uso da radiagdo X também foi avaliado como forma de eliminar a capacidade de
desenvolvimento partenogenético de ovocitos. O primeiro relato foi em peixes, onde os
animais clonados adultos eram diploides e ndo expressavam uma isoenzima presente apenas
no gameta (WAKAMATSU et al., 2001). No entanto, poucos individuos foram analisados e
por isso ¢ dificil estimar com seguranga a eficiéncia do procedimento. Mais recentemente foi
publicado um relato em bovinos utilizando a radiagdo X nos gametas (KIM et al., 2004). Foi
descrito que o tratamento ndo reduziu o desenvolvimento embrionario ap6s a TN. Porém, a
metodologia nao permitiu enuclear todos os gametas e nao ha descrigdo sobre a capacidade de
desenvolvimento in vivo destes embrides (KIM et al., 2004).

Devido a baixa caracterizagdo da metodologia nestes relatos, os dados devem ser
analisados com cuidado. A investigagao de métodos alternativos de enucle¢dao ¢ baseada em

algumas estratégias principais (Figura 1.6).
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Enucleagao Métodos assistidos Enucleacao Enucleagao
por micropipeta de enucleagao qul’mica funcional
. Atlvagao

Figura 1.6 - Alternativas para a enucleagdo de ovocitos de mamiferos: enucleacdo por
micropipeta e confirmacdo pela exposigdo da bidpsia a ultravioleta,
enucleacdo por micropipeta guiada por protusdes formadas por compostos
quimicos, enucleacdo quimica que direciona todos os cromossomos do
gameta para o corpusculo polar, e enucleagdo quimica funcional através da
inativacao dos cromossomos do ovocito.

A primeira metodologia de enucleacdo quimica de ovocitos em mamiferos foi
desenvolvida pela associacdo do inibidor de topoisomerases etoposideo e¢ a ciclohexamida
(FULKA & MOOR, 1993). Neste procedimento, todos os cromossomos sao direcionados para
o primeiro corpusculo polar (CP). Apesar da alta eficiéncia em ovocitos murinos em metéafase
I (MI), o mesmo ndo foi observado em gametas em MII de camundongos e bovinos (FULKA
& MOOR, 1993; SAVARD et al., 2004). Além disso, existe a possibilidade da reversdo do
processo pela fusdao espontanea do CP com o citoplasma enucleado (ELSHEIKH et al., 1997).

O nascimento de um animal a partir deste tipo de enuclea¢do garante a viabilidade de pelo

menos, parte dos gametas tratados (GASPARRINI et al., 2003).
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A ultracentrifuga¢ao de ovocitos sem zona pelucida causa a fragmentagdo do gameta.
Ao expor os fragmentos do gameta a UV ¢é possivel recuperar porgdes de citoplasma sem
cromossomos (TATHAM et al., 1995). Devido a reducdo dréstica do volume do gameta nao
foi observada a formacgao de blastocisto apos a TN. Além disso, a remog¢ao da zona peltcida ¢
uma etapa necessaria no processo e requer o cultivo individual das estruturas para evitar que
os embrides agregem (VAJTA et al., 2001).

A exposicao de ovocitos ao inibidor de microtiibulos demecolcina mostrou-se capaz de
enuclear ovocitos, onde os cromossomos sdao direcionados ao segundo CP apds a ativagdo
partenogenética (BAGUISI & OVERSTROM, 2000). Apesar do nascimento de murinos
oriundos de embrides reconstruidos a partir da metodologia, a eficiéncia permanece baixa e
apresenta grande variabilidade entre linhagens de camundongos (IBANEZ et al.,, 2003;
SAVARD et al., 2004; SARAIVA et al., 2009).

Uma caracteristica comum as abordagens alternativas de enucleacao ¢ a tentativa de
evitar o uso da UV e seus maleficios (SMITH, 1993; DOMINKO et al., 2000). Por exemplo,
Dominko e colaboradores testaram diferentes fluorocromos como uma alternativa. A
rodamina foi identificada como uma molécula que destaca os cromossomos no citoplasma,
mas o fato de ndo ser capaz de traspassar a membrana do ovocito reduziu drasticamente seu
apelo (DOMINKO et al., 2000).

Bordignon & Smith (1998) perceberam que a enucleagao dos ovocitos pré-ativados em
telofase II (TII) reduzia o volume removido do ovdcito. No ambito da TN com células
embrionarias como doadoras, a ativacdo partenogenética dos ovocitos € desejavel pela
redugdo do fator promotor da metafase (MPF) que se apresenta em altos niveis nos gametas
em MII. Apesar de ser benéfico com células doadoras somaticas (tipicamente em GO/G1), o
MPF ¢ prejudicial para blastomeros (preferencialmente na fase “S” da intérfase) porque causa
a destruicdo dos cromossomos introduzidos (COLLAS et al., 1992). Curiosamente, a
enucleacdo em TII permitiu o desenvolvimento a termo apds a TN com células somaéticas
(BORDIGNON et al., 2003).

Diferentes sistemas de microscopia permitem observar a placa metafasica de ovocitos
sem a necessidade de corantes (LIU et al., 2000; BYRNE et al., 2007). Apesar do seu alto
custo (FULKA et al., 2004), o sistema oosight™ tem sido usado na TN de ovdcitos de

primatas (BYRNE et al., 2007; LI et al., 2009a). Apesar dos resultados recentes sugerirem ser
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vantajoso usar o sistema oosight™, ndo existe evidéncia experimental com uma comparagio

direta entre os métodos.

1.4.1.3 Métodos de enucleacao assistida de ovocitos

Devido a baixa eficiéncia dos métodos alternativos de enucleagdo, as abordagens tem
sido adaptadas para aumentar a precisdo da enucleacdo por micropipeta. Estes metodologias
sdo denominadas de métodos assistidos de enucleagao.

A ativagdo partenogenética prematura dos ovdcitos de ratos foi um fator determinante
a ser vencido no processo de TN para obter nascimentos (ZHOU et al., 2003). Com o intuito
de tentar impedir este fendmeno, Hayes et al., (2001) utilizaram o inibidor de microtubulos
nocodazole, que apresentam a capacidade de formar uma protusdo contendo os cromossomos
na periferia de gametas da espécie. No entanto, ndo foram relatados detalhes sobre este tipo
de formacdo, mas apenas que o tratamento reduziu moderadamente a sobrevivéncia dos
embrides apos a manipulagdo (HAYES et al., 2001).

A possibilidade de aplicar reagentes para formar tais protuberancias em ovdcitos em
MII repercutiu na decisdo de diversos grupos de revisitar as técnicas descritas acima. O uso da
demicolcina produziu estas formacdes e ndo afetou o desenvolvimento embrionario e resultou
no nascimento de um bezerro fruto da TN com células somaticas (YIN et al., 2002; TANI et
al., 2006; SARAIVA et al., 2009).

A sacarose, quando em solugdo hipertdnica, causa um efeito semelhante nos ovdcitos
(WANG et al., 2001; ZHANG et al., 2008). Mais importante, o tratamento ndo afeta o
desenvolvimento dos embrides apos a ativagao partenogenética ou TN (WANG et al., 2001;
LIU et al., 2002; KAWAKAMI et al., 2003).

A centrifugacao foi novamente investigada, mas com o objetivo de aumentar a
proximidade entre a placa metafasica e o CP para a enucleacdo mecanica (HUA et al., 2007).
Foi determinado que a intervencdo melhora os indices de enucleagdo e ndo interferiu na
viabilidade de ovodcitos e embrides.

Os métodos assistidos de enucleagdo atuais ndo substituem a enucleagdo mecanica ¢
apresentam pouca vantagem sobre a metodologia convencional. Outro fato agravante ¢ a
variacdo de respostas entre espécies e variabilidade entre laboratérios aos metodos assistidos

(LT et al., 2004b; COSTA-BORGES et al., 2009). Com o objetivo de buscar uma nova
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alternativa, foi testada a actinomicina D como método de enucleagao de ovocitos (MOURA et
al., 2008).

A actinomicina D ¢ um antibidtico que intercala a molécula de DNA interferindo no
metabolismo de acidos nucléicos de forma irreversivel (GOLDBERG et al., 1962; COOPER
& BRAVERMAN, 1977; SOBELL, 1985; TRASK & MULLER, 1988; MOURA et al.,
2007a,b). A molécula intercala pontes de hidrogénio, apresenta alta afinidade por residuos de
guanina ¢ impede a interagdo das RNA e DNA polimerases com o DNA. Neste caso, a
enucleacdo ndo seria através da remocdo fisica dos cromossomos, mas pela inativagdo
definitiva dos mesmos. Pode-se assim considerar a metodologia com actinomicina D como
uma forma de enucleacao funcional de ovocitos.

Estas propriedades farmacoldgicas da actinomicina D tém sido extensamente utilizadas
na investigagdo de diversas caracteristicas do desenvolvimento embrionario. Baseando-se
nestes e outros resultados (HIKAWA & TAKENAKA, 1996, 1997; BAYONA-BAFALUY et
al., 2003, 2005), foi iniciada a investigagdo com diferentes tratamentos de actinomicina D
para enucleagdo de ovdcitos bovinos. A estratégia inicial foi fundamentada na hipotese de que
o antibidtico bloqueia os cromossomos inviabilizando o desenvolvimento partenogenético,
fato que demonstraria a enucleacao funcional dos ovocitos (MOURA et al., 2007a, 2008).

Por este modelo identificou-se a concentragdo de 1pg mL-! por 14h como condigdo para
analises seguintes com TN (MOURA et al.,, 2007a, 2008). Apesar do efeito téxico do
tratamento na maturacao in vitro (MIV) observado pela reducdo na taxa de extrusdao do
primeiro CP, os ovocitos bloqueados foram capazes de formar blastocistos apds a introdugao
de um nucleo de célula somatica. Mais importante foi o fato de que estes embrides
reconstruidos apresentaram indices de apoptose semelhantes aos controles (MOURA et al.,
2007a, 2008). Estes resultados motivaram novas avaliacdes e a busca de alternativas para
aperfeicoar a metodologia, com o intuito de tornar a actinomicina D o método de escolha para

enucleagdo de ovocitos para TN.
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1.4.2. Reprogramacao celular por fatores definidos

1.4.2.1. Células-tronco embrionarias

As células-tronco embrionarias (CTE) sdo linhagens celulares pluripotentes obtidas a
partir de embrides e que possuem a capacidade de proliferar indefinidamente (EVANS &
KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981; THOMSON et al., 1995, 1998; SOLTER, 2006). As
CTE de murinos apresentam crescimento sob a forma de coldnias caracteristicas (Figura 1.7).
Além disso, as células quando introduzidas em blastocistos contribuem extensivamente para o
desenvolvimento fetal de camundongos (BRADLEY et al., 1984; SMITH, 2001). Estes
animais, denominados de quimeras (compostos por células de duas origens), quando
acasalados podem transmitir alelos provenientes das CTE a progénie, demonstrando a
colonizagdo das gonadas e formacdo de gametas viaveis pelas CTE (BRADLEY et al., 1984).
Por isso, o teste tornou-se uma avaliagdo fundamental das CTE para confirmar sua
pluripoténcia in vivo (SMITH, 2001).

Devido a sua origem a partir do botdo embrionario, foi observado que as CTE ndo
contribuem para formagdo da placenta e anexos placentarios quando agregadas a embrides
(SMITH, 2001). Quando introduzidas em embrides tetraploides (que ndo desenvolvem a
termo), as CTE sdo capazes de formar todo o feto enquanto a placenta ¢ composta apenas por
células 4n (NAGY et al., 1993; SMITH, 2001; EAKIN & BEHRINGER, 2003; EGGAN et
al., 2004; STADTFELD et al., 2010). Estas caracteristicas das CTE demonstraram que esta
tecnologia poderia ser utilizada para a producao de animais transgénicos (CAPECCHI, 1989,
2005; ADAMS & VAN DER WEYDEN, 2008).

A producdo de animais transgénicos era inicialmente realizada pela técnica de injegdo
pro-nuclear (BRINSTER et al., 1981; PALMITER et al., 1982; HAMMER et al., 1985). Nesta
técnica o DNA de interesse ¢ introduzido por micropipeta no pro-nticleo masculino de
zigotos, € o transgene integra o genoma de forma aleatoria. A eficiéncia de transformagao ¢
baixa, o nimero de coOpias integradas e seus niveis de expressao bastante variaveis, além da
possibilidade de quimerismo quanto a presenca do transgene (EYESTONE, 1999;
BALDASSARRE et al., 2003).

Devido a capacidade ilimitada de proliferacdo in vitro, as CTE podem ser

transformadas, selecionadas e usadas para caracterizagdo da quantidade, atividade e
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localizagdo dos transgenes no genoma. Uma importante vantagem desta abordagem ¢é permitir
selecionar eventos muito raros como a recombina¢cdo homdloga (CAPECCHI, 1989, 2005).
Por isso, a abordagem possibilita realizar modificagdes mais complexas no genoma, como a
remog¢ao ou substitui¢do de sequéncias (Knockout ou Knockin, respectivamente). Esses fatos
representaram uma nova ferramenta para a investigagdo da funcdo gé€nica em mamiferos
(CAPECCHLI, 1989, 2005; ADAMS & VAN DER WEYDEN, 2008; TONG et al., 2010). Nas
espécies em que ainda ndo foi possivel isolar CTE, as modificagdes mais complexas no
genoma so realizadas em células somaticas e posteriormente usadas para clonagem por TN
(MCCREATH et al., 2000; LAI et al., 2002; RITCH et al., 2007; KUROIWA et al., 2009).
Devido a capacidade limitada de proliferagdo das células somaticas (susceptibilidade a
senescéncia), em alguns casos torna-se necessario “rejuvenescer’” as linhagens geneticamente
modificadas para realizar novas alteragdes no genoma (KUROIWA et al., 2009). Esta
limitacdo estende o tempo necessdrio para obtencdo do animal transgénico, aumentando seu

custo de produgao.

Figura 1.7 - Células-tronco embriondrias (CTE) de camundongos: apresentam morfologia
caracteristica e proliferam formando col6nias em forma de ctpula (a). Quando
estimuladas a diferenciar espontaneamente in vitro, as CTE formam estruturas
tridimensionais chamadas de “embryoid bodies”, que apresentam o0s tipos
celulares presentes no embrido no estadio peri-implantacional (b).

As condigdes inicialmente utilizadas para o isolamento de CTE foram semelhantes entre
as diversas espécies, onde o cultivo do botdo embrionario era feito sobre fibroblastos fetais de
camundongo em meio contendo soro fetal bovino (SFB) (EVANS & KAUFMAN, 1981;
MARTIN, 1981; THOMSON et al., 1995, 1998). No entanto, este formato apresentava

limitacdes como a baixa proliferacdo das células indiferenciadas, alto percentual de
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diferenciagdo espontdnea e baixa sobrevivéncia de cultivos clonais. A descoberta de que o
leukaemia inhibitory factor (LIF) era um componente central da manutencao da pluripoténcia
in vitro de células de camundongos foi fundamental para contornar essas limitagdes na
espécie (SMITH et al., 1988; WILLIAMS et al., 1988). O efeito do LIF ¢ mediado pela
ativagdo da via de sinalizagdo Janus kinase (JAK)/ signal transducer and activation of
transcription 3 (STAT3) (NIWA et al., 1998; ENRST et al, 1999; RAZ et al., 1999;
STUHLMANN-LAEISZ et al., 2006). Esta via induz a expressao de genes que inibem a
diferenciagdo celular e estimulam a proliferagio (BURDON et al., 2002). Outro mecanismo
atrelado a via JAK/STAT e mediado pelo LIF ¢ a estimulagdo da via de transdugdo
extracelular signal-regulated kinases (ERK), que faz parte da via mitogen activated protein
kinase kinase (MAPK). No entanto, a via ERK induz a diferenciacio de CTE em células
neurais, € o bloqueio do processo aumenta a proliferagdo das células indiferenciadas
(BURDON et al., 1999, 2002; KUNATH et al., 2007).

Uma descoberta fundamental para melhor entender a origem das CTE foi a
demonstragdo que o LIF, sob determinadas condi¢des de cultivo in vitro, ndo € necessario
para propagacao de CTE de murinos (YING et al., 2008). A supressao das vias MEK/ERK e
glycogen synthase kinase 3 (GSK3) ¢ suficiente para estabelecer ¢ manter CTE sem o
emprego do LIF (condi¢cdo com 2 inibidores ou 2i). Estes resultados demonstram que o
estabelecimento de linhagens celulares indiferenciadas ndo ¢ dependente do ganho de uma
caracteristica devido as condigdes in vitro, mas devido a capacidade intrinseca das CTE de
proliferar num estado indiferenciado na auséncia de estimulos para diferenciagdo (YING et
al., 2008; NICHOLS et al., 2009). Este modelo mostrou-se correto também para ratos, pois
essas condigdes permitiram isolar CTE na espécie (LI et al., 2008; BUEHR et al., 2008). A
descoberta possibilitou que ratos Knockout para o gene p53 tenham sido obtidos recentemente
(TONG et al., 2010). Porém, ainda permanece desconhecido se as CTE humanas respondem
ao cultivo 2i.

O primeiro relato de isolamento de CTE em humanos sugeriu que o LIF ndo tinha efeito
na proliferacdo das células indiferenciadas da espécie (THOMSON et al., 1998). Apesar da
via JAK/STAT3 ser funcional e estimulada pelo LIF, este mecanismo nao apresenta qualquer
efeito fenotipico em células humanas pluriotentes (DAHERON et al., 2004; HUMPHREY et
al., 2004; SUMI et al., 2004). A descoberta de que o basic fibroblast growth factor (bFGF)
através da via de sinalizagido MEK/ERK (AMIT et al., 2000; XU et al., 2005) e a activina A/
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nodal, componentes da via TGF-f (BEATTIE et al., 2005; JAMES et al., 2005) mediam a
proliferacdo de CTE humanas, levantou a hipotese de que existem diversos niveis ou tipos de
pluripoténcia (NICHOLS & SMITH, 2009).

Uma possibilidade seria que enquanto as CTE de camundongos apresentam
caracteristicas semelhantes ao botdo embrionario, as CTE humanas seriam oriundas de células
do epiblasto, portanto com menor potencial de diferenciagao (NICHOLS & SMITH, 2009).
Uma importante evidéncia deste modelo foi a demonstragao de que cultivos de epiblastos de
camundongo ndo respondem ao LIF, embora sejam mantidos indiferenciados na presenca do
bFGF ¢ da Activina A (BRONS et al., 2007; TESAR et al., 2007). Estas células, denominadas
de células-tronco epiblasticas (CTEP), apresentavam morfologia caracteristica de CTE
humanas (TESAR et al., 2007; BRONS et al., 2007; HANNA et al., 2010). As analises do
perfil transcricional, capacidade de diferenciagdo e atividade dos enhancers do gene Oct4
demonstram maior semelhanca entre CTE humanas e CTEP do que entre os dois tipos
celulares de camundongo (TESAR et al., 2007; BRONS et al., 2007). Outro fato relevante foi
a demonstragdo da heterogeneidade dos cultivos de CTE e CTEP de camundongos,
aumentando a complexidade dos estados pluripotentes (CHAMBERS et al., 2007; HAYASHI
et al., 2008; TOYOOKA et al., 2008; HAN et al., 2010).

Uma questdo importante no momento ¢ entender como sao estabelecidas e mantidas as
diferencas entre CTE e CTEP. Diferentes formas ja foram encontradas para converter CTEP
em CTE, como pelo uso do cultivo 2i, transformagdo com Nanog, KIf4, ¢ Nr5a2, dentre
outros (HANNA et al., 2010). Apesar disso, 0s mecanismos que controlam estas conversdes
permanecem desconhecidos. No entanto, estes resultados citados acima poderao auxiliar na
clucidacdo dos mecanismos de manutengdo e conversdo dos diferentes estadios de
pluripoténcia (Figura 1.8).

A importancia cientifica e potencialmente terapéutica das CTE levaram a investigacdes
em nivel molecular do mecanismo de regulagdo da pluripoténcia (BOYER et al., 2005; LOH
et al., 2006; WELSTEAD et al., 2008). Por meio da produgdo de CTE deficientes em genes
como Oct4, Sox2, e Nanog, foi possivel determinar que estes fatores sao necessarios para
manuten¢do da pluripoténcia (NICHOLS et al., 1998; NIWA et al., 2000b; CHAMBERS et
al., 2003; MITSUI et al., 2003). No entanto, pouco se conhecia como estes genes contribuiam
para a manutencao do estado indiferenciado. Fatores de transcri¢ao regulam a expressao de

dezenas ou centenas de genes alvo pela ligagdo as suas sequéncias reguladoras, que recruta
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modificadores de cromatina e/ou a maquinaria basal de transcri¢ao para estimular ou reprimir
a atividade dos genes alvo (LEE & YOUNG, 2000; HOBERT, 2008). A determinagdo em
nivel gendmico das sequéncias de DNA alvo dos genes Oct4, Sox2, e Nanog foi capaz de
determinar aspectos importantes da atividade destes fatores, inclusive sobre a cooperacao
entre os mesmos na modulagdo de diferentes vias de sinalizagdo (BOYER et al., 2005; LOH

et al., 2006; KIM et al., 2008a).

Botdo embrionario

e,

LIF ou 2i ou
KSOM bFCF e Activina A
Células somdticas 8 8 Epiblasto
— Células bFGF e Células
- — pluripotentes ActivinaA pluripotentes ...
- - (CTE - iPS) I (CTEP) Activina A

N—F U
:

KIf4, STAT3, Nr5a2,
. 2i, Nanog

LIF, bFGF e Forskolin

Células germinativas primordiais

Figura 1.8 - Estabelecimento e conversao dos estados pluripotentes em mamiferos.
Células-tronco embriondrias (ou iPS) podem ser obtidas a partir do botdo
embrionario ou da conversdo de cé€lulas somadticas ou de células-tronco
epiblasticas (CTEP). O cultivo do epiblasto de camundongos (E5,5-6,5)
permite o isolamento de CTEP, que também pode ser obtido pela conversao de
células somaticas ou pelo cultivo de CTE ou iPS em condi¢des definidas.
Células-tronco germinativas (CTG) e Células-tronco espermatogénicas
(CTESP) sdo obtidas a partir de células germinativas primordiais e gonadas de
camundongos recém-nascidos, respectivamente. iPS: induced pluripotent stem.
KSOM: Klf4, Sox2, Oct4, e cMyc.
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A determinacao da interacao fisica de proteinas nucleares com Nanog e outros fatores
de transcri¢do em CTE também contribuiu para melhor descrever o controle da pluripoténcia
ao revelar a formagdo de complexos multiméricos associados a genes como Oct4 e Nanog
(WANG et al., 2006). A aplicagdo destas abordagens em nivel de sistema biologico (systems
biology) devera permitir entender, de forma dinamica, como estas redes de intera¢do sdo
construidas ou desfeitas durante a reprogramacdo ou diferenciacdo celular, respectivamente
(LU et al., 2009; MACARTHUR et al., 2009).

A avaliacdo de modificacdes epigenéticas nas histonas de células CTE em nivel
genomico revelou que algumas regides da cromatina destas células apresentam tanto aspectos
de eucromatina quanto heterocromatina (BERNSTEIN et al., 2006; BOYER et al., 2006).
Curiosamente, as sequéncias que apresentavam trimetilagao no residuo de aminoacido K4 da
Histona H3 (H3K4me3 - presente na eucromatina) e trimetilagdo no residuo de aminoacido
K4 da Histona H3 (H3K27me3 - encontrada na heterocromatina), representavam regides que
codificam fatores de transcricdo e microRNAs envolvidos em processos relacionados a
diferencia¢do celular e organogénese (AZUARA et al., 2006; BERNSTEIN et al., 2006;
BOYER et al., 2006). Este resultado foi interpretado como uma conformacao da cromatina
que permitiria uma rapida resposta a estimulos intrinsecos ou extrinsecos, facilitando a
ativagdo dos genes alvo ou o estabelecimento da heterocromatina (BERNSTEIN et al., 2006).
Este tipo de cromatina, denominada de bivalente, foi encontrada em embrides e outros tipos
celulares, demonstrando o potencial das CTE para a identificacdo e elucidacio de diferentes
aspectos do mecanismo de controle génico (MIKKELSEN et al., 2007; VASTENHOUW et
al., 2010).

1.4.2.2. Reprogramacio epigenética por fatores definidos

Um importante avango na area de reprogramacdo epigenética foi obtido pela
demonstragdo que a expressdo exdgena de determinados fatores de transcri¢do era suficiente
para converter células somaticas para a pluripoténcia (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006;
SAHA & JAENISCH, 2009; HANNA et al., 2010; YAMANAKA & BLAU, 2010).

Fibroblastos contendo knockins do gene de resisténcia a neomicina nos dois alelos do
gene Fbxl5 foram inicialmente transformados com 24 fatores de transcricdo expressos em

CTE (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006). O gene Fbxl5 também ¢ expresso em CTE,
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embora ndo seja necessario para o desenvolvimento a termo ou para manutencdo da
pluripoténcia (TOKUZAWA et al., 2003). Prevendo que os eventos de reprogramagao seriam
raros, os autores realizaram a selecdo por neomicina apds trés dias da transducdo. Depois de
duas semanas de selecdo, colonias semelhantes a CTE foram obtidas (TAKAHASHI &
YAMANAKA, 2006). Em seguida, determinou-se que apenas quatro fatores eram necessarios
para a reprogramacdo: Oct4, Sox2, cMyc, e Kilf4 (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006).
Estas células, denominadas induced pluripotent stem (iPS) cells, possuiam morfologia e perfil
transcricional semelhante as células-tronco embrionarias (TAKAHASHI & YAMANAKA,
2006). Apesar de apresentarem algumas caracteristicas que indicavam que a reprogramacao
havia sido incompleta (desmetilagao incompleta do DNA dos promotores dos genes Oct4 e
Nanog ¢ a incapacidade de gerar camundongos quimeras), o relato sugeriu que, ao contrario
do esperado, seria possivel reprogramar células somaticas para pluripoténcia a partir da
introducao de poucos fatores conhecidos (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006).

A selecdo das células reprogramadas por transgenes de resisténcia a antibidticos sob o
controle de promotores de genes envolvidos na pluripoténcia (Oct4 ou Nanog) foi possivel

obter linhagens iPS que cumprem todos os critérios de avaliacdo de pluripoténcia, inclusive a

formagdo de quimeras e transmissdo a progénie (Figura 1.9) (MAHERALI et al., 2007,
OKITA et al., 2007, WERNIG et al., 2007).

Figura 1.9 - Cé¢lulas iPS de camundongos: apresentam morfologia caracteristica das
células-tronco da espécie (a). O transgene Oct4::GFP permite identificar as
coldnias reprogramadas e auxilia na manutencao do cultivo pluripotente (b).
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Em seguida, foi demonstrado que a selegdo por transgenes de resisténcia a antibioticos e
a transdu¢do com cMyc eram dispensaveis para obtencdo de células iPS (MEISSNER et al.,
2007; WERNIG et al., 2008c; BLELLOCH et al., 2007, NAKAGAWA et al., 2008). Outro
fato de interesse foi a demonstracdo de que outras combinagdes de fatores de transcrigao sao
capazes de iniciar o processo (YU et al., 2007; KISKINIS & EGGAN, 2010; STADFELD &
HOCHEDLINGER, 2010).

Um avango significativo foi o isolamento de células iPS a partir de fibroblastos
humanos (Figura 1.10) (TAKAHASHI et al., 2007; YU et al., 2007; LOWRY et al., 2008;
PARK et al.,, 2008a; HANNA et al., 2010; STADFELD & HOCHEDLINGER, 2010). A
obtencdo de células iPS humanas permitiu estabelecer linhagens pluripotentes a partir de
pacientes afligidos por diversas doencas (PARK et al., 2008b; DIMOS et al., 2008; KISKINIS
& EGGAN, 2010). Um dos principais objetivos em estabelecer tais linhagens pluripotentes
tem o intuito de estabelecer modelos in vitro de doencas humanas (SAHA & JAENISCH,
2009; KISKINIS & EGGAN, 2010). Doengas como, por exemplo, a diabetes do tipo 1 ¢ a
esclerose lateral amiotréfica (ELA), quando diagnosticadas, refletem a perda quase que total
do tipo celular acometido na patologia (células B do pancreas e neurdnios motores,
respectivamente; Figura 1.11). Por isso, a oferta restrita de material bioldgico de pacientes e a

incapacidade de manter estas células em cultivo limitam a busca por novos tratamentos.

Figura 1.10 - Células pluripotentes humanas: células-tronco embrionarias (a) e células iPS
(b): cultivo formado por coldonias achatadas, possibilitando a visualizagdo
individual das células.
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O estudo da ELA pode exemplificar este cenario. O uso de CTE obtidas de modelos
animais de ELA foi capaz de recapitular o efeito paracrino toxico das células da glia sobre os
neuronios motores (DI GIORGIO et al., 2007; NAGAI et al., 2007). Apesar de ser um indicio
promissor do potencial deste modelo in vitro, as células ndo expressam niveis fisiologicos da
versdao mutante do gene SODI (causa um tipo familiar da ELA) e s@o ineficazes para
investigar a forma esporadica da doenga (nenhum componente genético ¢ conhecido nesta
forma da ELA). Portanto, a investigacdo ex vivo utilizando células de pacientes tem maior
potencial para a identificagdo dos mecanismos que causam a doenca e possiveis agdes
terapéuticas (KISKINIS & EGGAN, 2010).

Uma limitagao para as potenciais aplicagcdes médicas das células iPS ¢ a modificagcdo
genética durante a reprogramacdo. As sequéncias codantes dos fatores de transcri¢do usados
na producdo de células iPS sdo integradas no genoma, fato que pode resultar na transformagao
oncogénica (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006; OKITA et al., 2007). Por isso, diversos
métodos tem sido investigados com o intuito de manter a integridade do genoma e evitar
possiveis efeitos na qualidade das células iPS (FENG et al., 2009; O’'MALLEY et al., 2009).

Os fatores de transcricdo Sox2, cMyc, e Klf4 sdo expressos em niveis variaveis em
células somaticas, de modo tecido-especifico. Devido a este fato, a escolha do tipo celular tem
permitido eliminar transgenes devido aos niveis de expressdo enddgena dos genes: células-
tronco neurais (CTN) e melandcitos permitem eliminar Sox2 da transdugdo, enquanto que
dependendo das condi¢des experimentais, CTN permitem obter células iPS a partir da
expressdo exogena de combinagdes de dois fatores de transcri¢do (Oct4 com o cMyc ou Kif4)
ou Oct4 apenas (KIM et al., 2008b, 2009a,b; UTIKAL et al., 2009). Apesar do potencial das
CTN para reprogramagdo, a oferta restrita devido a dificuldade de recuperagdo de pacientes
torna este tipo celular pouco atrativo para aplicagdes médicas. Por isso, as pesquisas tem
utilizado preferencialmente células de facil obtengdo, principalmente fibroblastos e
queratinocitos.

Os primeiros relatos que demonstraram o estabelecimento de linhagens iPS de
camundongos sem integracdo no genoma foram baseados na transdugao dos genes em células
do figado por adenovirus (tipo de virus que ndo integra no genoma e muito eficiente na
transducdo de hepatdcitos) e na introdugdo recorrente dos plasmideos em fibroblastos fetais
(STADFELD et al., 2008; OKITA et al., 2008). Em seguida, foi demonstrado que vetores

episomais ndo integram o genoma ¢ permanecem nas células tempo suficiente para
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estabelecer colonias iPS humanas (YU et al., 2009). Estes resultados em conjunto com outros
relatos posteriores comprovaram que nao ha um padrao de integracdo dos cDNAs no genoma
das diversas linhagens iPS. Este fato significa que ndo existe um gene (ou via de sinalizagdo)
que precisa ser modulado e que seja, sistematicamente controlado pela integracao aleatoria
dos fatores de transcricdo (OKITA et al., 2008; STADFELD et al., 2008; AOI et al., 2008;
KAIJI et al., 2009; VARAS et al., 2009). Todavia, a principal limitacdo dos relatos acima ¢ a
baixa eficiéncia de reprogramagao destes procedimentos (KISKINIS & EGGAN, 2010).

OCT4, SOX2, CMYC, KLF4

Células Células Modelos de
1PS diferenciadas doengas in vitro
'
- — e — Novos
- |:> — = |:> I— = agentes
\d I I terapéuticos
N
Terapia
celular

Figura 1.11 - Potencial terapéutico das células iPS.

O sistema piggybac (baseado em elementos transposdo), apresenta alta eficiéncia de
transformagdo celular e pode ser removido de forma eficiente (WOLTJEN et al., 2009).
Utilizando um vetor policistronico com sitios para remog¢do enzimatica (sistema Cre-LoxP),
células iPS com o transgene removido apresentaram perfil transcricional mais proximo as
CTE do que as linhagens iPS obtidas com vetores virais ativos (SOLDNER et al., 2009).
Estes resultados sugerem que a expressao residual dos transgenes apds a reprogramacao
interfere no fenotipo das células reprogramadas. No entanto, a remogdo enzimatica mantém
partes do vetor, fato que ndo elimina a possibilidade de causar transforma¢do oncogénica

(SOLDNER et al., 2009).
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Outros métodos independentes da integragao dos vetores para reprogramacao foram
recentemente desenvolvidos: virus Sendai (FUSAKI et al., 2009), transdu¢do de proteinas
(KIM et al., 2009c; ZHOU et al., 2009), vetores circulares (JIA et al.,, 2010) e RNA
mensageiros modificados (WARREN et al., 2010). A utilizagdo de acidos nucléicos
modificados permitiu unir a manutencdo integridade do genoma com alta eficiéncia de
reprogramacao, reduzindo de quatro para duas semanas o surgimentos das primeiras colonias
iPS humanas (WARREN et al., 2010). Outra aplicagdo desta abordagem ¢ facilitar a
diferenciagdo das células pluripotentes, como foi evidenciado pela formac¢ao de miotibulos a
partir da transfeccdo de células iPS com o fator de transcricdo MyoD. A indugdo de CTE para
diferenciagdo em tipos celulares especificos permanece pouco eficiente (OSAFUNE et al.,
2008), fato que valoriza a nova abordagem.

Uma alternativa para manter a integridade do genoma ¢€ a prospec¢do de moléculas que
permitam substituir a atividade dos fatores de transcri¢do durante a reprogramagdo para
células iPS. Esta abordagem definitivamente elimina a possibilidade de modificagdo do
genoma por acidos nucléicos exdgenos. Este objetivo tem sido alcangado pela estimulacao da
transcrigdo das versdoes enddgenas dos genes de interesse ou pela compensagdao de sua
atividade (FENG et al., 2009; KISKINIS & EGGAN, 2010).

Inicialmente foi demonstrado que o cMyc era necessario para obtengdo de células iPS
(TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006), embora diversos relatos tenham obtido linhagens
pluripotentes pela transduc¢do apenas de Oct4, Sox2, e Kif4 (NAKAGAWA et al., 2008;
WERNIG et al., 2008c). Nestas condi¢des a eficiéncia de geracdo de células iPS ¢é cerca de
cem vezes inferior, além de produzir linhagens pluripotentes com menor capacidade de
diferenciacdo in vivo (NAKAGAWA et al., 2008, 2010; WERNIG et al., 2008c). A principal
inten¢do de remover o cMyc foi evitar uma possivel atividade oncogénica do gene (HANNA
et al., 2007; OKITA et al., 2007). Com o intuito de contornar tais limitagdes, foi demonstrado
que a proteina WNT3A ¢ o inibidor de desacetilases, valproic acid (VPA) sdo capazes de
compensar a omissdo do cMyc na inducdo da pluripoténcia (HUANGFU et al., 2008a,b;
MARSON et al., 2008).

Moléculas que substituam Sox2 (LI et al., 2009b), Sox2 e cMyc simultaneamente (SHI
et al., 2008a,b; ICHIDA et al., 2009; LI et al., 2009¢c; MAHERALI & HOCHEDLINGER,
2009), KIf4 (LYSSIOTIS et al., 2009), foram identificadas (Quadro 1.2). Mais recentemente

foram relatadas combinagdes de compostos que permitem omitir dois ou mais fatores por vez
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na reprogramagao (LI et al., 2009¢), utilizando apenas Oct4 exdgeno (LI et al., 2010; ZHU et
al., 2010; YUAN et al., 2011).

Quadro 1.2 - Uso de moléculas para producao de células iPS.

Espécie | Tipo celular | Transducéo Molécula (atividade) referéncia
VPA, TSA, SAHA (Inibidor
de desacetilases), HUANGFU et al.
C Fibroblasto [KSOM; KSO dexametasona
(corticoisterdide); aumento 2008a
da eficiéncia
. o MARSON et al.,
C Fibroblasto KSO WNT3A’ Subst} tut cMye
ativando a via Wnt 2008
hi HUANGFU et al.,
H Fibroblasto | KSO; SO VPA (Inibidor de
desacetilases) 2008b
BIX-01294 (inibi
C CTN KO; KSM 01294 (inibidorda 1 0y o1 20084
enzima G9a)
BIX-01294 (inibidor da
ima G9a), BayK8644
C Fibroblasto KO enzima a), Bay . SHI et al., 2008b
(agonista de canais de
calcio)
Fibroblasto; 5-azacytidine (inibidor de | MIKKELSEN etal,
C ] KSOM o
Células B metilagdo de DNA) 2008
PD0325901 (Inibidor da via
células MEK/ERK), CHIR99021
R progenitoras do KSO (Inibidor da GSK3), LI et al., 2009b
figado A-83-01 (Inibidores da via
TGF-p);
PD0325901 (Inibidor da via
MEK/ERK), CHIR99021
H Fibroblasto SONL (Inibidor da GSK3), LI et al., 2009b
A-83-01 (Inibidores da via
TGF-B);
CHIR99021 (Inibidor d
C Fibroblasto | KSO; KO GSK(;)“ 1COTE 1 Lietal, 2009¢




32

Espécie | Tipo celular | Transducao Molécula (atividade) referéncia
., CHIR99021, Parnato
H Queratindcito KO (Inibidor da LSD1) LI et al., 2009¢c
Repsox ICHIDA et al., 2009;
C Fibroblasto KOM; KO (Ii]li};ikz;g(;r_eg;la HgACA;{}]IE]?)%;IC%%R,
’ 2009
C Fibroblasto; SOM: OM Kenpaullone LYSSIOTIS et al.,
CTN ’ (atividade desconhecida) 2009
SB431542 (Inibidor da via
TGF-B), PD0325901
i (Inibidor da via MEK/
H Fibroblasto KSOM ERK): aumento da LIN et al., 2009
eficiéncia de reprogramacgao
em 100x
Vitamina C; redugao das
ici tivas d ESTEBAN et al.,
CeH Fibroblasto |KSO; KSOM 'eSAp('a(nes rea vas ©
oxigénio e da atividade da 2010
pS3.
. VPA, CHIR99021, 616452
C Fibroblasto o (Inibidor da via TGF-B). Lletal., 2010
Queratinocito, o
. NaB (Inibidor de
endotélio .
umbilical. ou deacetilases), PS48,
H células (’10 o A-83-01, PD0325901 ZHU etal., 2010
fuido (Inibidor da MEK/ERK)
g (+ Parnato + CHIR99021)
aminiotico
A-83-01, AMI-5 (Inibidor
C Fibroblasto O de metiltransferases em YUAN et al., 2011
argeninas

K: Kilf4; S: Sox2; O: Oct4; M: cMyc; N: Nanog; L: Lin28; ND: nao determinado; VPA:
Valproic acid; CTN: Células-tronco neurais; C: camundongos; H: humanos; R: ratos; LSDI:
Lysine-specific demethylase 1.

Apesar dos avancos, a principal limitacdo da abordagem ¢ a auséncia de moléculas que

substituam o produto do gene Oct4. A clonagem por TN, a reprogramagdo por fusdo entre

células somaticas e CTE, e a inducdo da pluripoténcia sdo mecanismos de reprogramagao
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baseados na presenca desta proteina. Portanto, ndo hé evidéncias de reprogramagao sem Oct4
exdgeno.

O OCTH4 ¢ fundamental para manutengdo da pluripoténcia em embrides, CTE e células
germinativas (NICHOLS et al., 1998; NIWA et al., 2000b; KEHLER et al., 2004; BOIANI &
SCHOLER, 2005; KELLNER & KIKYO, 2010). Em CTE, o Oct4 atua na regulacio de
centenas de genes alvo de forma coordenada com outros fatores de transcri¢do, como o Sox2 e
Nanog (BOIANI & SCHOLER, 2005; BOYER et al., 2005; WANG et al., 2006; KIM et al.,
2008a). Além destas evidéncias, a analise da expressdo do Oct4 durante o desenvolvimento
comprova que o fator de transcri¢do encontra-se restrito a tipos celulares pluripotentes
(NICHOLS et al., 1998; NIWA et al., 2000b; KEHLER et al., 2004; BOIANI & SCHOLER,
2005; KELLNER & KIKYO, 2010).

Apds a formagdo do blastocisto, em camundongos, OCT4 torna-se restrito ao botdo
embrionario e posteriormente ao epiblasto, no momento da formacao do endoderma primitivo
(hipoblasto). No decorrer do processo de diferenciacdo do epiblasto, OCT4 fica localizado
apenas nas células germinativas primordiais (CGP). Apesar de diversos relatos sugerirem que
0 Oct4 seria importante na manutencao de células tronco adultas (CTA) e que o mesmo seria
expresso em alguns tipos de tumores humanos, a homeostase de diversos tecidos somaticos €
mantida na auséncia da expressdao do gene (LENGNER et al., 2007).

A auséncia de condig¢des fisioldgicas ou patologicas que ativem o gene Oct4, o forte
controle transcricional do gene por metilagdo do DNA e residuos de histona, H3K9me2
(FELDMAN et al., 2006; EPSZTEJN-LITMAN et al., 2008; ATHANASIADOU et al., 2010),
e a provavel dificuldade de compensar sua atividade por outros mecanismos tornam a
eliminagdo do Oct4 ex6geno na reprogramacao um grande desafio. Apesar das evidéncias de
que o Oct4 ¢ necessario para reprogramacdo por fusdo e para obten¢do de células iPS
(TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006; PEREIRA et al., 2008), ndo ¢ possivel excluir a
possibilidade que sob determinadas condigdes, este fator de transcri¢do seja dispensavel (SHI
et al., 2008a).

A intensa analise dos mecanismos de controle do Oct4 tem revelado principalmente
detalhes de como o gene torna-se inativo (FELDMAN et al., 2006; EPSZTEJN-LITMAN et
al., 2008; ATHANASIADOU et al., 2010; KELLNER & KIKYO, 2010). No entanto, foi
identificado um fator de transcri¢do, Nr5a2 (LRH-1), como um gene cuja atividade mantém a

atividade do Oct4 no epiblasto (GU et al., 2005; GAO et al., 2006). Por codificar um receptor
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nuclear, o gene Nrja2 ¢ naturalmente regulado por uma molécula ligante, ou seja, uma
molécula (FAYARD et al., 2004). Apesar do ligante natural deste receptor nuclear ndo ser
conhecido, diversos compostos foram identificados como indutores da atividade do gene
Nr5a2 (WHITBY et al., 2006; HADIZADEH et al., 2008). E possivel que este receptor
nuclear permita reprogramar células somaticas em linhagens iPS independente de Oct4

exogeno, inclusive pela acdo de moléculas.
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RESUMO

A clonagem por transferéncia nuclear (TN) permitiu testar a hipdtese da equivaléncia
genOmica entre as células dos animais. A técnica hoje possui diversas aplicacdes que
extrapolam o ambito cientifico: replicacdo de genomas, conservacao de recursos genéticos,
producdo de animais transgénicos e isolamento de células-tronco imuno-compativeis. No
entanto, a técnica permanece pouco eficiente devido a fatores técnicos e bioldgicos. A
remog¢do dos cromossomos do ovoécito ou enucleacdo representa um dos principais fatores
técnicos que tornam o processo laborioso. Por isso diversas alternativas foram descritas e tém
sido continuamente aprimoradas. No entanto, nenhuma metodologia alternativa ¢ amplamente
utilizada. Recentemente foi descrita uma nova alternativa de enucleagdo quimica de ovocitos
baseada no antibiotico actinomicina D, um inibidor irreversivel de transcrigdo e replicacdo de
DNA. Foi demonstrado que ovocitos tratados possuem baixa capacidade de desenvolvimento
apos a ativagdo partenogenética e que esta pode ser revertida pela introducdo de uma célula
somatica por meio da TN. Apesar disso, o tratamento apresenta toxidade, havia a necessidade
de exposicdo dos gametas por longos periodos a actinomicina D, mas observava-se a
formacdo de alguns blastocistos apds o tratamento. O objetivo do presente trabalho foi
desenvolver uma nova versdao do protocolo de enucleagdo de ovocitos pela actinomicina D
que contorne estas limitagdes. Utilizando duas estratégias diferentes foi possivel comprovar
que a toxidade do tratamento era mediada pelas células do cumulus. Aumentando a
concentragcdo de actinomicina D, tratamento de gametas desnudos, ¢ reducdo do periodo de
exposicao foi possivel obter uma estratégia que ndo afeta a maturagdo in vitro e impede
completamente o desenvolvimento embrionario partenogenético. Os resultados demonstram o
potencial da actinomicina D para enucleagdo de ovdcitos e a necessidade de considerar
possiveis efeitos indiretos do tratamento com o inibidor ao realizar experimentos baseados em
cultivos in vitro contendo multiplos tipos celulares.

Palavras chave: Transferéncia nuclear, enucleacdo funcional, clonagem animal, células do

cumulus.
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ABSTRACT

Cloning by nuclear transfer (NT) allowed testing the hypothesis that most animal cells
maintain the same genetic content during development. The technique is now applied in a
wide array of applications: replication of genomes, conservation of genetic resources,
production of transgenic animals and genetically matched embryonic stem cells. However, the
technology holds a low efficiency due to technical and biological factors. The removal of
oocyte’s chromosomes, also known as enucleation represents one of the major limiting
technical issues of NT. Due to this fact, different alternative enucleation methods have been
described and constantly improved. However, none of these approaches is widely used. An
alternative chemical oocyte enucleation strategy was recently described that is based on the
antibiotic actinomycin D, known as an irreversible transcription and DNA replication
inhibitor. It was demonstrated that treated oocytes possess a low developmental capacity after
parthenogenetic activation, but embryogenesis can be recovered by the introduction of a
somatic cell by NT. However, a toxic effect by actinomycin D on oocyte function was
observed, there was a need to expose oocytes to actinomycin D for long periods of time and
residual embryo formation following parthenogenetic activation was observed. The objective
of the present work was to develop a new version of the oocyte enucleation protocol by
actinomycin D that overcomes these outlined limitations. By applying two different strategies,
it was possible to demonstrate that the toxic effect by actinomycin D treatment on oocytes
was mediated by the cumulus cells. Higher actinomycin D concentration, treatment of
denuded gametes, and reduction in time of exposure was sufficient to establish a strategy that
does not affect oocyte in vitro maturation and completely blocks embryonic development.
These results highlight the potential of actinomycin D enucleation and the need to consider
possible indirect effects by actinomycin D treatment when performing experiments based on
in vitro co-culture of multiple different cell types.

Keywords: Nuclear transfer, functional enucleation, animal cloning, cumulus cells.
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2.1. INTRODUCAO

A clonagem por transferéncia nuclear (TN) com células somaticas foi inicialmente
descrita para investigar se havia equivaléncia genOmica entre as células dos animais
(BRIGGS & KING, 1952; GURDON et al., 1958; WILMUT et al., 1997, GURDON &
BYRNE, 2003; HOCHEDLINGER & JAENISCH, 2006; GURDON & MELTON, 2008).
Posteriormente a TN se tornou uma importante ferramenta para producdo de animais
transgénicos, replicagdo de genomas, produgdo de células imuno-compativeis e para
investigacdo de diversos fendmenos biologicos (SCHNIEKE et al., 1997; WELLS et al.,
1998; WESTHUSIN et al., 2001; RIDEOUT et al., 2002; BARBERI et al.,, 2003;
HOCHEDLINGER et al., 2004; LI et al.,, 2004a; KUROIWA et al., 2009; KIRAK et al.,
2010).

Apesar do potencial cientifico e comercial da tecnologia, ela apresenta limitagdes nos
ambitos bioldgico e técnico (MEISSNER & JAENISCH, 2006; EGLI et al., 2008). Durante o
processo de reprogramacao nuclear que ocorre apos a introducao do nicleo doador no ovécito
enucleado, o gameta é remodelado para estabelecer um padrdo epigenético semelhante ao
zigoto. Esse processo permite, de forma coordenada, o correto silenciamento dos genes
tecido-especificos da célula somatica e ativacdo coordenada dos genes expressos durante o
desenvolvimento embriondrio e fetal. No entanto, diversas evidéncias sugerem que o evento €
pouco eficiente e consequentemente, resulta em baixas taxas de nascimento e reduzida
viabilidade neonatal (WILMUT et al.,, 2002; YANG et al., 2007; STADTFELD &
HOCHEDLINGER, 2010). O melhor entendimento do processo de reprogramagao
epigenética podera contribuir para o aperfeicoamento da tecnologia de clonagem animal. No
entanto, a oferta exigua de material bioldégico que pode ser obtida pela TN limita as
investigacdes em nivel molecular (HOCHEDLINGER & JAENISCH, 2006; STADTFELD &
HOCHEDLINGER, 2010). A simplificacdo da técnica de TN pode aumentar a oferta deste

tipo de material.
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A TN ¢ um procedimento reconhecidamente laborioso e a necessidade de equipamentos
sofisticados para sua execucdo sdo fatores que limitam a difusdo da tecnologia (MCGRATH
& SOLTER, 1983, 1984; WILLADSEN, 1986; SOLTER, 2000). A enucleagdo ou remogao
dos cromossomos do ovécito ¢ uma etapa importante no procedimento e seu desenvolvimento
foi fundamental para investigar a capacidade de desenvolvimento de embrides oriundos de
TN em mamiferos (MCGRATH & SOLTER, 1983, 1984; SOLTER, 2000). Além disso, a
enucleagdo de ovocitos de primatas tem sido considerada um fator limitante para o
desenvolvimento da clonagem nestas espécies, por remover proteinas importantes para
formacao do fuso mitotico do embrido reconstruido (SIMERLY et al., 2003; NG et al., 2004).

Com o intuito de facilitar a realizagdo da clonagem e evitar estas limitagdes, diferentes
metodologias alternativas de enucleacdo foram desenvolvidas (FULKA et al., 2004; LI et al.,
2004b; FULKA & FULKA, 2007; MOURA, 2007a,b). As abordagens alternativas para
enucleagdo de ovocitos sdo: etoposideo com ciclohexamida (FULKA & MOOR, 1993;
ELSHEIKH et al., 1997; SAVARD et al., 2004), centrifugac¢ao de gradiente (TATHAM et al.,
1995; SAVARD et al., 2004), enucleagdo de ovocitos em telofase II (BORDIGNON &
SMITH, 1998; BORDIGNON et al., 2003), radiagdo X (WAKAMATSU et al., 2001; KIM et
al., 2004), radiagdo UV (GASARYAN et al., 1979; BRADSHAW et al., 1995; CHAN &
GURDON, 1996; WAGONER et al., 1996; BORDIGNON & SMITH, 1999; GURDON,
2006), demecolcina (BAGUISI & OVERSTROM, 2000; GASPARRINI et al., 2003;
IBANEZ et al., 2003), e exposicio a laser (KARMENYAN et al., 2009; KUETEMEYER et
al., 2010). Apesar do extenso nimero de investiga¢des, estas estratégias falharam em enuclear
com alta eficiéncia ou em manter a viabilidade citoplasmatica do gameta. Variagdes da
enucleacdo mecanica também foram descritas, como o método “squeeze” e a identificagdao da
placa metafésica do gameta por sistemas sofisicados de microscopia, como o Oosight™ (LTU
et al.,, 2000; SIMERLY et al., 2004; BYRNE et al., 2007; LI et al., 2009). No entanto, o
beneficio da utilizagdo dessas modificagdes € questionavel.

Devido a baixa eficiéncia das metodologias alternativas de enucleagdo, essas tem sido
associadas ao método tradicional de enucleagdo para aumentar a precisao da remog¢ao dos
cromossomos do ovdcito por micropipeta (HAYES et al., 2001; WANG et al., 2001,
KAWAKAMI et al., 2003; TANI et al., 2006; HUA et al., 2007, ZHANG et al., 2008;
COSTA-BORGES et al.,, 2009; SARAIVA et al, 2009). A utilizacdo da demecolcina,

nocodazole, sacarose, ou combinacdes das mesmas induz a formagdo de protusdes
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citoplasmaticas que permitem, com grande confiabilidade, remover o DNA do gameta
dispensando o uso da radiacdo UV e seus maleficios (SMITH, 1993; DOMINKO et al., 2000;
LIU et al., 2002; KAWAKAMI et al., 2003; TANI et al., 2006). No entanto, os métodos
assistidos de enucleacdo nao dispensam o uso de micromanipuladores para a remogao dos
cromossomos dos gametas.

Recentemente foi demonstrado que ovocitos maturados in vitro na presenga da
actinomicina D, um antibiotico que inibe a transcricao e replicacdo de DNA (GOLDBERG et
al., 1962; COOPER & BRAVEMAN, 1977; SOBELL, 1985; TRASK & MULLER, 1988;
MOURA, 2007a,b), impede o desenvolvimento embriondrio bovino apods a ativagdo
partenogenética (MOURA et al.,, 2008). Mais importante, os ovocitos tratados com
actinomicina D foram capazes de formar blastocistos ap6s a TN com porcentagem similar de
células apoptoticas aos controles de TN ndo tratados (MOURA et al., 2008).

Apesar do potencial da actinomicina D para enucleagao quimica de ovdcitos, algumas
limitagdes foram observadas. Como a metodologia foi baseada em resultados experimentais
com cultivos celulares (HIKAWA & TAKENAKA, 1996, 1997; BAYONA-BAFALUY et al.,
2003, 2005), a melhor condicao de tratamento para ovocitos foi obtida com uma concentracao
baixa (1pg mL-") por um periodo relativamente logo (14 horas). No entanto, a necessidade de
incubar os gametas por um longo periodo com o inibidor impossibilita que o procedimento
seja empregado em ovocitos maturados in vivo. Além disso, foi observada a toxidez do
tratamento aferida pela maturagdo nuclear dos gametas, que foi cerca de 10% inferior aos
controles (MOURA et al., 2008). Outra indicacdo da necessidade de aperfeigcoar o tratamento
foi a formagdao de blastocistos partenogenéticos apos o tratamento com actinomicina D
(MOURA et al., 2008).

O objetivo do presente trabalho foi aprimorar o procedimento pela eliminagao do efeito
toxico da actinomicina D na maturacdo dos ovocitos e desenvolver uma combinacao de
concentragdo ¢ tempo de exposicdo que permita inibir completamente o desenvolvimento

embriondrio partenogenético.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Coleta dos ovarios e selecao dos ovacitos

Ovarios foram coletados em abatedouros na regido do entorno de Brasilia/DF. Apds a
coleta foram transportados em solucdo fisioldégica (NaCl 0,9%) ou em phosphate buffered
saline (PBS) a uma temperatura de 35°C para o laboratorio. Os ovocitos foram recuperados
dos foliculos ovarianos através de um sistema de bomba a vacuo utilizando escalpes de 19G
acoplados a tubos conicos de 15mL. Esses eram mantidos parcialmente imersos em banho
maria com temperatura de 35°C por pelo menos dez minutos, para haver a sedimentag¢do do
material aspirado. Apenas foliculos com diametro entre dois e oito milimetros foram
aspirados. O pellet de cada tubo era diluido em meio de lavagem (LAV), composto por
TCM-199 Hank’s ou PBS suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibco®),
10UI mL-! de penicilina (Sigma®) e 50ug mL-! de estreptomicina (Sigma®). A procura dos
ovocitos foi feita em placa de petri de 100mm, sob estereomicroscopio (ZEISS® - Stemi
SV6). Apds a recuperagdo, os ovocitos foram selecionados e apenas os complexos cumulus-
ovocito (CCO) que apresentavam trés ou mais camadas de células do cumulus e citoplasma

homogéneo foram submetidos a maturagao in vitro (MIV).

2.2.2. Maturacao in vitro dos ovécitos

Os CCOs selecionados eram imediatamente lavados em meio para MIV. A maturagio
era feita em placa de 35mm contendo 2,0-3,0 mL de meio MIV (>7uL por ovdcito) coberto
com 6leo mineral (Sigma®). O meio de matura¢do era composto de TCM-199 com sais de
Earle’s suplementado com 10% de SFB, 2mM L-glutamina, 0,01UI mL-! Horménio Foliculo
Estimulante (FSH), 24UI mL-! Horménio Luteinizante (LH), 100Ul mL-' de penicilina e
50ug mL! de estreptomicina, era estabilizado por duas horas em incubadora a 39°C ¢ 5% de

didxido de carbono (CO2) em ar, onde era realizada a maturagdo dos ovocitos.
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2.2.3. Tratamento com actinomicina D

O agente utilizado como inibidor irreversivel da transcricio e replicacdo foi a
actinomicina D (Fluka®). Baseando-se no relato anterior utilizando o reagente para ovdcitos
(MOURA et al., 2008), nos dois primeiros experimentos foram utilizados os seguintes
tratamentos: controle (sem exposi¢ao ao reagente) e tratado com 1pg ml! por 14h. Os grupos
tratados por 14h tiveram o periodo de exposi¢ao da 6-20h de MIV. Ap6s 20h de MIV, todos os
grupos foram lavados em meio para MIV e permaneceram na incubadora até serem
desnudados. Nos experimentos seguintes, diversos tratamentos com concentracdes de
actinomicina D e tempo de exposi¢do diferentes foram testados. Os experimentos estao

descritos em detalhe na secao delineamento experimental.

2.2.4. Tratamento com o-amanitina

O inibidor de transcri¢do utilizado foi a a-amanitina, que interfere na atividade da RNA
polimerase II (TATEMOTO & TERADA, 1995). Os ovdcitos eram retirados do meio MIV
ap6Os trés horas de matura¢do, lavados em meio contendo 50ug ml! de o-amanitina e
incubados por 17h ou lavados ou incubados com meio contendo 1pg ml! de actinomicina D e
50ug ml! de a-amanitina até 20h de MIV. Ao completar 24h de MIV, todos os grupos eram
desnudados. Como controle, um grupo foi tratado apenas com actinomicina D (6-20h de

MIV).

2.2.5. Desnudacao de ovocitos e quantificacio da maturacio

Apo6s a maturagdo, os ovocitos eram desnudados utilizando uma solugdo a 0,2% de
hialuronidase (Sigma®) por cinco minutos. Os CCOs eram imediatamente transferidos para
outra gota do mesmo reagente e submetidos a pipetagem pelo mesmo periodo.
Posteriormente, mais cinco minutos de pipetagem em LAV. Apos a remogao das células do
cumulus, os gametas retornavam para o meio MIV até completar 24h de maturagdao ou eram
distribuidos entre os diversos tratamentos. Os ovécitos que se apresentavam degenerados apos

a desnudagdo eram descartados. Com 24h de maturacao, os ovocitos eram avaliados quanto a
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presenga do primeiro corpusculo polar (CP) sob estereomicroscopio (ZEISS® - Stemi SV11) e

classificados como em metafase I (MII) ou imaturos (sem CP).

2.2.6. Ativacao partenogenética dos ovocitos

Todos os ovocitos eram submetidos a ativagdo partenogenética utilizando 5pM de
ionomycin (Sigma®) por cinco minutos em meio para cultivo de embrides (MOURA et al.,
2008). Este era composto por meio synthetic oviductual fluid (SOF) suplementado com
aminoacidos essenciais, citrato de s6dio, mio-inositol ¢ 5% de SFB (SOFaaci), como descrito
anteriormente (HOLM et al.,, 1999). Para completar a ativacdo, os ovocitos eram
posteriormente lavados em SOFaaci e imediatamente cultivados em 2mM de 6-
dimethylaminopurine (6(DMAP - Sigma®) em SOFaaci por 4-5 horas. Apés o 6DMAP, os
ovocitos eram lavados em SOFaaci e cultivados por até oito dias em incubadora a 39°C e 5%

de COz em ar.

2.2.7. Cultivo in vitro dos embrioes

No dia do inicio da maturagdo dos ovdcitos, antes da chegada dos ovarios, placas de 60
mm eram preparadas para o cultivo dos embrides com quatro gotas de 200pl cada de SOFaaci
e cobertas com 6leo mineral (Sigma®), e estabilizadas na incubadora de CO> por pelo menos
duas horas (MOURA, 2007a).

Ap6s a selegdo dos ovocitos destinados @ MIV, um grupo de aproximadamente vinte
ovacitos descarte era desnudado por pipetagem em LAV por cerca de um minuto. Em seguida,
os ovocitos eram retirados da gota e o meio contendo as células era depositado em um
microtubo. Esse era centrifugado por cinco minutos a 200xg, o sobrenadante removido, € o
pellet era resuspendido com 200p1 de SOFaaci. Posteriormente, 7Ul da solugdo era depositada
em cada gota da placa de cultivo.

No dia seguinte, logo ap6s o inicio do cultivo dos gametas ou ovocitos reconstruidos
com 6DMAP, era feita a troca de todo o meio das gotas das placas de cultivo, permitindo a
remogao de células que nao se fixaram ao fundo da placa. Apos a incubagdo dos provaveis
zigotos na solucdo com 6DMAP, os mesmos eram lavados cinco vezes em meio SOFaaci,

colocados nas gotas da placa de cultivo e retornavam a incubadora. Os embrides eram
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avaliados quanto ao seu desenvolvimento apos 48 horas (clivagem), e blastocistos: 168 horas

(D7) e 192 horas (D8).

2.2.8. Analise estatistica

Os dados referentes as taxas de maturagdo, clivagem e blastocisto foram analisados pelo

teste do Qui-quadrado (). O nivel de significancia considerado foi P < 0,05.

2.2.9. Delineamento experimental

Experimento 1: Efeito das células do cumulus na toxicidade da actinomicina D durante a

maturagao in vitro de ovocitos bovinos.

O objetivo do experimento foi avaliar a participagdo das células do cumulus na MIV de
ovocitos bovinos. Foi definido em experimentos anteriores, que o melhor tratamento para
enucleagdo era a incubacdo com lpg mL™' de actinomicina D por 14h, sendo iniciado o
tratamento na sexta hora de maturagao até a vigésima hora de MIV. Com o intuito de avaliar o
efeito das células, metade dos ovocitos foi desnudada apds cinco horas do inicio da
maturagao.

Os gametas retornaram ao meio de maturagdo e, quando completaram seis horas do
inicio da MIV, os ovocitos foram distribuidos nos quatro grupos, configurando um
experimento fatorial 2x2: grupo GO (controle ndo tratado e desnudados com 20h de MIV),
grupo GOD (controle ndo tratado e desnudado com 5h de MIV), grupo G1-14 (tratado com
Iug mL! de actinomicina D por 14 h e desnudados com 20h de MIV) e grupo G1-14D
(tratado com lpg mL-' de actinomicina D por 14 h e desnudo com 5h de MIV). O
delineamento do experimento estd ilustrado abaixo (Figura 2.1). Todos os ovécitos foram
avaliados quanto a presenga do primeiro CP ao completar 24h de MIV, e eram submetidos a

ativacao partenogenética para aferir o desenvolvimento embrionario apos os tratamentos.

Experimento 2: Avaliacdo do efeito da transcri¢do das células do cumulus na toxicidade da

actinomicina D durante a maturagao in vitro de ovocitos bovinos.
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Figura 2.1 - Esquema dos grupos experimentais para avaliar o efeito das células do cumulus
na toxicidade da actinomicina D durante a maturacdo in vitro de ovocitos bovinos.

O segundo experimento teve como objetivo confirmar os resultados do primeiro, bem
como investigar se as células do cumulus respondem a presenca da actinomicina D por um
mecanismo dependente de transcri¢do. Seguindo o modelo experimental fatorial 2x2, metade
dos ovdcitos foi maturado na presenca do inibidor de transcri¢do a-amanitina a partir da
terceira hora de MIV até 20h. Apos 6h de maturacdo (ou 3h com o inibidor de transcrigdo),
metade dos ovdcitos tratados e ndo tratados foram maturados na presenca de 1ug mL-' de
actinomicina D por 14 horas (Figura 2.2). O tratamento com a-amanitina foi realizado
utilizando a concentragdo de 50ug mL-!, como descrito anteriormente (TATEMOTO &
TERADA, 1995). Todos os ovdcitos foram submetidos a ativacdo partenogenética para aferir
o desenvolvimento embrionario apos os tratamentos. Os grupos foram: GO: ovocitos sem
tratamento (controle); GO+a: ovdcitos tratados com 50ug mL-! de a-amanitina da 3-20h de
MIV; G1-14: ovocitos tratados com 1pg mL-!' de actinomicina D da 6-20h de MIV; G1-14+a:
ovacitos tratados com 50pug mL-!' de a-amanitina da 3-6h ¢ com 1pg mL! de actinomicina D ¢

50ug mL-! de a-amanitina da 6-20h de MIV.
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Figura 2.2 - Esquema dos grupos experimentais para avaliar o efeito da transcricdo das
células do cumulus na toxidez da actinomicina D durante a maturacao in vitro de
ovocitos bovinos.

Experimento 3: Avaliacdo de diferentes concentracdes de actinomicina D por duas horas no

bloqueio do desenvolvimento partenogenético.

O objetivo do experimento foi testar concentracdes mais altas de actinomicina D para
reduzir o periodo de tratamento. Além do controle do sistema in vitro, o grupo GO (controle
da ativa¢do partenogenética e producdo in vitro), o grupo G1-14 (1pg mL! por 14h) foi
utilizado como controle positivo do tratamento com actinomicina D. Foram testadas cinco
concentragdes diferentes de actinomicina D: 5, 10, 15 e 20pg mL-!.

Todos os tratamentos terminaram ao completar 20h de MIV. Em seguida, todos os
grupos eram desnudados e avaliados quanto a presenca do CP com 24h de MIV. A ativagdo
partenogenética de todos os ovocitos foi aplicada para avaliar a capacidade de

desenvolvimento dos ovocitos apos os diversos tratamentos.
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Experimento 4: Avaliacdo do desenvolvimento embriondrio partenogenético bovino a partir
de ovocitos tratados com 5Sug mL-! actinomicina D por periodos de exposi¢do inferiores a

duas horas.

Com o intuito de investigar a possibilidade de usar tratamentos com actinomicina D por
periodos ainda mais curtos, a concentragdo de Spug mL-! foi mantida. Foram testados os
periodos de 1,0h, 1,5h e 2,0h. O ultimo serviu como controle positivo. Como controle
negativo, parte dos ovoécitos foi exposta apenas ao veiculo (DMSO). A ativagdo
partenogenética de todos os ovocitos foi aplicada para avaliar a capacidade de

desenvolvimento dos ovocitos apds os diversos tratamentos.

Experimento 5: Avaliacdo do tratamento com 5ug mL-' de actinomicina D por periodos

inferiores a uma hora no desenvolvimento embrionario partenogenético bovino.

Como todos os tratamentos do experimento 4 impediram completamente a formagao de
blastocistos, a prospeccao de tratamentos mais curtos prosseguiu. Nesta série de réplicas
foram testados os seguintes periodos além do controle: quinze minutos (0,25h), trinta minutos

(0,5h) e uma hora (controle positivo).

Experimento 6: Avaliacao de diferentes concentracdes de actinomicina D por quinze minutos

no desenvolvimento embriondrio partenogenético bovino.

No ultimo ensaio de aperfeigoamento do protocolo de enucleagdo com actinomicina D,
a busca foi focada na melhor concentragdo sobre o periodo de quinze minutos de tratamento.
Foram testadas as seguintes concentragdes: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 5,0ug mL-! de actinomicina D.
O ultimo grupo serviu como controle positivo. O controle negativo consistiu em ovocitos

tratados apenas com o veiculo (DMSO).
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma das limitagdes observadas no primeiro relato de enucleagdo de ovdcitos pela
actinomicina D foi a toxidade do tratamento na MIV mensurada quanto a extrusdo do
primeiro CP (MOURA et al., 2008). Com o objetivo de investigar a influéncia das células do
cumulus nesse efeito toxico, parte dos ovdcitos foi desnudada antes da exposicdo a
actinomicina D. Como controle, a desnudagdo apds cinco horas de MIV nao afetou a
maturacao nuclear dos ovocitos (Tabela 2.1). Isso condiz com as evidéncias de que as células
sdo necessarias apenas nas trés primeiras horas de maturagdo para extrusio do CP
(KASTROP et al., 1991; MATTIOLI et al., 1991). Como relatado, a exposi¢cdo a actinomicina
D nas condigdes descritas anteriormente reduz em cerca de 10%, o percentual de ovocitos
com CP (Tabela 2.1). Mais importante, a remocao das células do cumulus antes da exposi¢ao
a actinomicina D reverteu o efeito toxico do inibidor. Outros autores também ndo observaram
efeito toxico sobre gametas desnudos, mesmo sob a concentragdo de 50pug mL! de
actinomicina D (GRONDAHL et al., 2000).

A estratégia de remover as células do cumulus antes da MIV melhorou a maturacao
nuclear e reduziu o percentual de estruturas tratadas que clivaram apds a ativagdo
partenogenética (Tabela 2.1). Como esperado, ndo houve diferenca na taxa de clivagem entre
os grupos que nao foram tratados. Essa ltima observagdo nao foi confirmada na produgao de
blastocistos. O grupo GOD produziu cerca de 50% menos embrides que o controle desnudado
apos 20h de MIV. Também foi detectada a reducdo na producdo de embrides apds a
desnudagdo seguida do tratamento com a actinomicina D (Tabela 2.1). A reducao do
desenvolvimento embriondrio devido a antecipacdo da desnudagdo foi relatada anteriormente,
onde também foram identificadas alteracdes no fuso meiodtico destes ovocitos (LI et al., 2006).

Com o objetivo de confirmar os resultados acima e melhor elucidar o processo, outra
abordagem foi usada para investigar a participagdo das células do cumulus na toxidez do
tratamento com actinomicina D. Ao utilizar a a-amanitina, um inibidor reversivel da RNA
polimerase Il (TATEMOTO & TERADA, 1995), foi possivel investigar a influéncia da

transcri¢do das células do cumulus na toxidade. Como os ovdcitos obtidos para a producao de
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embrides sdo recuperados de foliculos antrais, incapazes de realizar transcricdo (ANDREU-
VIEYRA et al., 2006; KOCABAS et al., 2006), seria possivel aferir o efeito apenas das

células somaticas na toxidade do tratamento com actinomicina D sobre a MIV dos gametas.

Tabela 2.1 - Efeito das células do cumulus na toxidade da actinomicina D durante a
maturag¢ao in vitro de ovocitos bovinos.

Blastocisto (%)

Tratamento MII (%) Clivagem (%) D7 DS
GO 241/300 (80,33)* 188/298 (63,08) 89/298 (29,86)* 112/298 (37,58)?
GOD 209/263 (79,46)* 172/263 (65,39)* 36/263 (13,68)° 55/263 (20,91)°
G1-14 206/297 (69,36)° 136/296 (45,94)>  4/296 (01,35)c  5/296 (01,68)°

G1-14D 2117272 (77,57 78/272 (28,67)°  0/272 (00,00)  0/272 (00,00)d

Sete réplicas. MII: Ovocitos com o primeiro corpusculo polar apds vinte e quatro horas de
maturagao in vitro. Clivagem: embrides contendo duas ou mais células apos 48 de ativagao.
D7/D8: Blastocistos apds sete e oito dias de cultivo in vitro, respectivamente. GO: ovocitos
sem tratamento (controle); GO+a: ovdcitos tratados com 50pug mL-! de a-amanitina da 3-20h
de MIV; G1-14: ovocitos tratados com lug mL! de actinomicina D da 6-20h de MIV;
G1-14+a: ovocitos tratados com 50pg m'' de a-amanitina da 3-6h e com Ipg mL"! de
actinomicina D e 50ug mL-' de o-amanitina da 6-20h de MIV. Diferentes sobrescritos
(a,b,c,d) na coluna diferem significativamente (p<0,05).

O tratamento utilizado para inibir a transcri¢do das células do cumulus nao afetou a
maturacdo avaliada novamente pela presenca do primeiro CP, validando o experimento
(Tabela 2.2). O bloqueio da transcricdo foi capaz entretanto de reverter a toxidade do
tratamento com a actinomicina D, igualando o grupo tratado sem transcri¢do (G1-14+a) aos
controles ndo tratados (G0, GO+a).

Apesar dos avangos na elucidagdo da origem da toxidade sobre a maturagdo dos
gametas, o método de investigagdo mais uma vez afetou o desenvolvimento embriondrio
partenogenético (Tabela 2.2). Curiosamente os quatro grupos nao diferiram na taxa de
clivagem. O grupo GO+a apresentou uma reducdo muito intensa na formagao de blastocistos,

o que revela um efeito negativo da a-amanitina apds a ativagdo partenogenética sobre o
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desenvolvimento embrionario (Tabela 2.2). Devido a esse fato, descarta-se a hipotese de que o

tratamento com a actinomicina D e a a-amanitina sinergizam na enucleagdo de ovdcitos.

Tabela 2.2 - Efeito da transcricdo das células do cumulus na toxidade da actinomicina D
durante a maturagao in vitro de ovocitos bovinos.

Blastocisto (%)

Tratamento MII (%) Clivagem (%) D7 D8

GO 155/191 (81,15)* 121/191 (63,35)* 57/191 (29,84)*  71/191 (37,17)

GO (+a) 171/210 (81,42)* 125/210 (59,52)* 1/210 (00,47)>¢  1/210 (00,47)b<
Gl1-14 146/206 (70,87)° 122/206 (59,22)*  5/206 (02,42)>  6/206 (02,91)b

G1-14 (+a)  175/208 (84,13)* 120/208 (57,69)*  0/208 (00,00)c  0/208 (00,00)c

Quatro réplicas. MII: Ovocitos com o primeiro corpusculo polar apos vinte e quatro horas de
maturagdo in vitro. Clivagem: embrides contendo duas ou mais células apos 48 de ativacao.
D7/D8: Blastocistos apds sete e oito dias de cultivo in vitro, respectivamente. GO: ovdcitos
sem tratamento (controle); GO (+a): ovocitos tratados com 50pug mL-! de a-amanitina da
3-20h de MIV; G1-14: ovocitos tratados com 1ug mL! de actinomicina D da 6-20h de MIV;
G1-14 (+a): ovocitos tratados com 50 pg m™' de a-amanitina da 3-6h ¢ com lug mL-! de
actinomicina D e 50ug mL-! de a-amanitina da 6-20h de MIV. Diferentes sobrescritos (a,b,c)
na coluna diferem significativamente (p<0,05).

Para tentar desenvolver um protocolo que elimine a toxidade na MIV e que
possivelmente ndo afete o desenvolvimento embriondrio, novos tratamentos com
concentragdes mais altas de actinomicina D foram testados durante periodos mais curtos de
incubagdo com os gametas. Foi estipulado o periodo de duas horas de tratamento como ponto
inicial de investigacao (Tabela 2.3).

Os tratamentos com actinomicina D por duas horas ndo diferiram do controle ndo
tratado para presenca do CP. No entanto, os tratamentos com 10 e 20ug mL"! de actinomicina
D também ndo diferiram do controle positivo (G1-14), que ¢ conhecidamente inferior ao
controle nao tratado neste quesito (Tabela 2.3).

No tocante a producdo de embrides, os novos tratamentos apresentaram menor taxa de
clivagem que o controle positivo G1-14. Mais importante, os tratamentos com exposi¢ao de

duas horas nao permitiram a formagdo de blastocistos (Tabela 2.3). Esse fato ¢ importante

pois contrasta com o protocolo desenvolvido para enuclear células somaticas (BAYONA-
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BAFALUY et al., 2003). Para estas células, a melhor condigdo para enucleacdo foi a
concentra¢do de 0,5ug mL-! de actinomicina D por 15h, apesar do tratamento ndo ser eficaz
sobre todas as células (BAYONA-BAFALUY et al., 2003).

Posteriormente foram realizados outros experimentos para diminuir o periodo de
tratamento (Tabela 2.4). A concentra¢do final utilizada foi Spg mL-' de actinomicina D,

baseada nos dados descritos acima.

Tabela 2.3 - Desenvolvimento embriondrio partenogenético bovino apds o tratamento de
ovocitos com diferentes concentracdes de actinomicina D por duas horas.

Blastocisto (%)

Tratamento pug

MII (¢ Cl 0
mL-! (periodo) (%) ivagem (%) D7 DS

Controle  248/284 (87,32)*  225/284 (79,22)* 103/284 (36,26)* 126/284 (44,36)*

1,0 (14h)  243/296 (82,09)>  173/296 (58,44)>  7/296 (02,36)>  9/296 (03,04)"
5,0 (2h) 256/287 (89,19)*  136/287 (47,38)c  0/287 (00,00)c  0/287 (00,00)¢
10,0 2h)  252/290 (36,89)*>  131/290 (45,17)°  0/290 (00,00)°  0/290 (00,00)°
15,0 2h)  258/287 (89,89)*  125/287 (43,55)°  0/287 (00,00)°  0/287 (00,00)°

20,0 2h)  247/285 (86,66)* 147/285 (51,57)<  0/285 (00,00  0/285 (00,00)°

Cinco réplicas. MII: Ovdcitos com o primeiro corpusculo polar apds vinte e quatro horas de
maturacao in vitro. Clivagem: embrides contendo duas ou mais células apos 48 de ativagao.
D7/D8: Blastocistos apds sete e oito dias de cultivo in vitro, respectivamente. Diferentes
sobrescritos (a,b,c) na coluna diferem significativamente (p<0,05).

Os resultados comprovaram que os novos periodos de tratamento ndo tiveram efeito na
maturacao nuclear dos ovoécitos (Tabela 2.4). A taxa de clivagem foi semelhante entre os
grupos tratados com actinomicina D e inferiores ao controle ndo tratado como descrito
anteriormente (BELLIER et al., 1997; CHANDOLIA et al., 1999; MOURA et al., 2008). Em
relagdo ao desenvolvimento embriondrio posterior, ndo houve formagdo de blastocisto nos
grupos tratados com o inibidor (Tabela 2.4). Entdo buscou-se reduzir mais o periodo de
tratamento com actinomicina D (Tabela 2.5). Desta vez foram testados periodos inferiores a

lh de tratamento com a actinomicina D utilizando a concentracao de 5Spug mL! de
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actinomicina D. Os novos tratamentos de actinomicina D nao interferiram na maturagdo, mas
na clivagem. O tratamento com 5ug mL-! de actinomicina D por 1,0h clivou menos que o
tratado por 0,5h. No que concerne a producdo de blastocistos, 0s novos tratamentos com

actinomicina D ndo permitiram a formagao deste tipo de estrutura (Tabela 2.5).

Tabela 2.4 - Desenvolvimento embriondrio partenogenético apds tratamento de ovocitos com
Sug mL" de actinomicina D por diferentes periodos.

Blastocisto (%)

Grupos MII (%) Clivagem (%) D7 D8

Controle 220/268 (82,08)* 207/268 (77,23)* 102/268 (38,05)* 116/268 (43,28)*

1,0h 233/287 (81,18) 121/287 (42,16)>  0/287 (00,00)°  0/287 (00,00
1,5h 239/280 (85,35)* 113/280 (40,35)°  0/280 (00,00)>  0/280 (00,00)
2,0h 222/274 (81,02)F 125/274 (45,62)>  0/274 (00,00)>  0/274 (00,00

Cinco réplicas. MII: Ovdcitos com o primeiro corpusculo polar apds vinte e quatro horas de
maturacao in vitro. Clivagem: embrides contendo duas ou mais células apos 48 de ativagao.
D7/D8: Blastocistos apds sete e oito dias de cultivo in vitro, respectivamente. Diferentes
sobrescritos (a,b) na coluna diferem significativamente (p<0,05).

Tabela 2.5 - Desenvolvimento embrionario partenogenético bovino apods tratamento de
ovocitos durante a maturagdo in vitro com 5Spug mL"' de actinomicina D
por periodos de até uma hora.

Blastocisto (%)

Grupos MII (%) Clivagem (%) D7 D8

Controle 162/193 (83,93)* 135/192 (70,31)* 65/192 (33,85)* 81/192 (42,18)?

0,25 h 168/195 (86,15)* 97/195 (49,74)><  0/195 (00,00)>  0/195 (00,00)°
0,50 h 159/196 (81,12)* 101/196 (51,53)°  0/196 (00,00)>  0/196 (00,00)°
1,00 h 177/202 (87,62)* 81/198 (40,90)c  0/198 (00,00)>  0/198 (00,00)°

Trés réplicas. MII: Ovocitos com o primeiro corpusculo polar apds vinte e quatro horas de
maturacao in vitro. Clivagem: embrides contendo duas ou mais células apos 48 de ativagao.
D7/D8: Blastocistos apds sete e oito dias de cultivo in vitro, respectivamente. Diferentes
sobrescritos (a,b,c) na coluna diferem significativamente (p<0,05).
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Em seguida foi iniciada a investigagao de menores concentragdes de actinomicina D por
quinze minutos de tratamento (Tabela 2.6). A nova tentativa de reduzir o tempo de exposi¢ao
dos ovécitos a actinomicina D ndo mantiveram o bloqueio no desenvolvimento embriondrio
partenogenético. Todas as concentracdes testadas resultaram em aumento nas taxas de

clivagem e blastocisto, de forma proporcional a reducdo da concentragdo de actinomicina D

(Tabela 2.6).

Tabela 2.6 - Desenvolvimento embriondrio partenogenético bovino apds tratamento de
ovocitos com diferentes concentragdes de actinomicina D por quinze minutos.

Blastocisto (%)

Tf;anfﬁﬂto MIT (%) Clivagem (%) D7 D8

Controle  141/164 (85,97)  140/164 (85,36)™ 55/164 (33,53) 71/164 (43,29)°
0,5 150/166 (90,36)  146/166 (87,957 66/166 (39,75) 72/166 (43,37)"
1,0 148/169 (87,57)°  143/169 (84,613 45/169 (26,62 50/169 (29,58)"
15 142/158 (89,87)  126/158 (79,74)> 16/158 (10,12)° 27/158 (17,08)°
2,0 148/167 (88,62 134/167 (80,23)> 10/167 (05,98)° 14/167 (08,38)
50 136/163 (83,43 114/163 (69.93)°  0/163 (00,00  1/163 (00,61)¢

Trés réplicas. MIIl: Ovocitos com o primeiro corpusculo polar apds vinte e quatro horas de
maturacao in vitro. Clivagem: embrides contendo duas ou mais células apos 48 de ativagao.
D7/D8: Blastocistos apds sete e oito dias de cultivo in vitro, respectivamente. Diferentes
sobrescritos (a,b,c) na coluna diferem significativamente (p<0,05).
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2.4. CONCLUSOES

No presente trabalho foi possivel determinar que as células do cumulus mediam a
toxidade na maturagdo dos ovocitos bovinos durante a enucleagdo quimica pela actinomicina
D. Também foi observado que o processo ¢ dependente da transcricdo dessas células
somaticas. A aplicagdo de periodos mais curtos de tratamento associada a concentragdes mais
altas de actinomicina D mostrou ser capaz de aumentar a eficiéncia da metodologia de

enucleacdo quimica e eliminar a toxidade na maturaciao dos gametas.
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RESUMO

A introdugao de uma célula somatica em um ovdcito enucleado pelo processo de transferéncia
nuclear (TN) permite o restabelecimento da totipoténcia no nucleo doador. No entanto, a
técnica permanece complexa e pouco eficiente. A enucleacdo do gameta ¢ a etapa mais
laboriosa da TN, e por isso, foco de intensa investigagdo para simplifica-la. As metodologias
alternativas de enucleagdo descritas at¢ o momento sdo pouco eficientes ou reduzem a
viabilidade dos ovdcitos. No entanto, as razdes da baixa eficiéncia ou possivel toxidez dessas
abordagens nao tem sido investigadas em detalhe e portanto, permanecem pouco elucidadas.
Recentemente foi descrito que o tratamento de ovocitos com a actinomicina D, um inibidor
irreversivel de transcricdo e replicacdo do DNA ¢ capaz de impedir o desenvolvimento
embriondrio partenogenético bovino. No entanto, o desenvolvimento embrionario apos o
tratamento com actinomicina D apds a TN ¢ inferior aos controles. O objetivo do presente
trabalho foi investigar a especificidade do tratamento com actinomicina D para melhor
entender as causas do baixo desenvolvimento embrionario apos a TN. A remo¢ao do DNA do
ovocito tratado com actinomicina D antes da introdugdo do ntcleo doador por TN recuperou a
capacidade de desenvolvimento embriondrio in vitro, os embrides apresentaram indices
semelhantes de atividade da Caspase-3 em relagdo aos controles e foram capazes de
estabelecer gestacdes. Com o objetivo de avaliar a generalidade dos resultados, a
especificidade da mitomicina C, um inibidor irreversivel de replicacdo do DNA, também foi
testada. Inicialmente se determinou as condigdes em que a mitomicina C impede o
desenvolvimento embriondrio partenogenético bovino. Apesar da TN para ovoécitos tratados
com mitomicina C ser pouco eficiente, a enucleagdo mecanica apos o tratamento novamente
recuperou o desenvolvimento embriondrio. O estabelecimento de gestacdes representa uma
evidéncia inicial de que o tratamento com a mitomicina C também nao apresenta efeitos
inespecificos em longo prazo. Os resultados demonstram que o fator limitante da enucleacao
de ovocitos pela actinomicina D € a presenca do DNA tratado e sugere que alternativas que
impecam a sua identificacdo pelo citoplasma do gameta possam aumentar o desenvolvimento
embrionario.

Palavras chave: transferéncia nuclear, enucleacao funcional, bovino, clonagem animal.
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ABSTRACT

The introduction of a somatic cell into an enucleated oocyte via nuclear transfer (NT) allows
the reestablishment of totipotency in the donor nucleus. However, the technique is labor
intensive and holds a low efficiency. The oocyte enucleation procedure is the most labor
intensive step during NT, and efforts to ease its accomplishment are under intense
investigation. All alternate enucleation methodologies described so far are inefficient or
reduce oocyte viability. The causes of such limitations have not been investigated and thus
remain poorly understood. It was recently described that treatment of oocytes with
actinomycin D, a DNA transcription and replication irreversible inhibitor, is capable of
blocking bovine parthenogenetic development. It was observed that actinomycin D severly
affected embryonic development after NT. The objective of the current research was to
address the specificity of actinomycin D treatment and to better understand the causes of low
embryonic development after NT into treated oocytes. Removal of chromosomal DNA from
treated oocytes before NT fully recovered embryonic development, produced embryos that
had similar Caspase-3 activity in comparison with controls and were capable of establishing
mid-gestation pregnancies. In order to evaluate the generality of the results, the specificity of
mitomycin C, a DNA replication irreversible inhibitor, was also addressed. The conditions in
which mitomycin C completely abolishes embryonic development were determined. Although
NT into mitomycin C treated oocytes had a low efficiency, mechanical enucleation after
mitomycin C treatment rescued embryonic development and early pregnancy were
established. In conclusion, the results demonstrate that the limiting factor to actinomycin D
enucleation is the presence of treated DNA inside the oocyte and further suggests that
approaches that circumvent this DNA identification by the gamete may enhance embryonic
development.

Keywords: Nuclear transfer, functional enucleation, bovine, animal cloning.
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3.1. INTRODUCAO

A clonagem por transferéncia nuclear (TN) foi demonstrada em diversas espécies de
mamiferos (WILMUT et al., 1997; MEISSNER & JAENISCH, 2006). Essa tecnologia auxilia
a investigacdo diferentes aspectos do desenvolvimento embriondrio, permite multiplicar
genomas de interesse, torna mais eficiente a producdo de animais transgénicos e viabiliza a
producao de células-tronco embrionarias geneticamente idénticas ao doador (WILMUT et al.,
1997; SCHNIEKE et al., 1997; WELLS et al., 1998; WESTHUSIN et al., 2001; RIDEOUT et
al., 2002; BARBERI et al., 2003; LI et al.,, 2004a; HOCHEDLINGER et al., 2004;
HOCHEDLINGER & JAENISCH, 2006; MEISSNER & JAENISCH, 2006; BYRNE et al.,
2007; KUROIWA et al., 2009).

A investigacdo da clonagem por TN em mamiferos foi inicialmente limitada pela
auséncia de um método de enucleagcdo de ovdcitos, pois as metodologias utilizadas para
enuclear gametas em anfibios e peixes ndo se mostraram eficazes (GASARYAN et al., 1979;
BRADSHAW et al., 1995; CHAN & GURDON, 1996; BORDIGNON & SMITH, 1999;
WAKAMATSU et al., 2001; GURDON, 2006). A demonstracao de que gametas intactos (nao
enucleados) reconstruidos com blastdmeros desenvolviam in vitro n3o comprova
inequivocamente que o nicleo doador foi reprogramado (BROMHALL, 1975; MODLINSKI,
1975, 1978, 1981). Os embrides de TN nao eram transferidos para receptoras porque fetos
tetrapldides ndo desenvolvem a termo (EAKIN & BEHRINGER, 2003). Quando células
diploides sdo introduzidas em um embrido 4n, as células tetrapldides contribuem quase que
exclusivamente para a formagdo da placenta e seus anexos (NAGY et al., 1993; EAKIN &
BEHRINGER, 2003). O progresso na enucleacdo dos gametas permitiu avaliar o
desenvolvimento dos embrides de TN in vivo (HOPPE & ILLMENSEE, 1977; MODLINSKI,
1980; MCGRATH & SOLTER, 1983, 1984), e demonstrou ser possivel clonar mamiferos a
partir de células embrionarias e somaticas (ILLMENSEE & HOPE, 1981; WILLADSEN,
1986; PRATHER et al., 1987, 1989; STICE & ROBL, 1988; WILMUT et al., 1997,
MEISSNER & JAENISCH, 2006).
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Apesar do potencial da tecnologia, a aplicagdo da clonagem ¢ limitada por fatores
bioldgicos e técnicos (GURDON & BYRNE, 2003; HOCHEDLINGER & JAENISCH, 2006;
GURDON & MELTON, 2008; EGLI et al., 2008). O desenvolvimento de metodologias
menos complexas tem grande apelo para a expansao da tecnologia (VAJTA et al., 2001), onde
a enucleacdo do ovocito ¢ a etapa mais laboriosa da TN. A busca por alternativas mais
simples para a enucleacdo de ovdcitos resultou em um numero expressivo de metodologias
(FULKA et al., 2004; LI et al., 2004b; FULKA & FULKA, 2007; MOURA, 2007a,b). Porém,
esses métodos apresentam baixa eficiéncia ou reduzem a viabilidade do ovocito.

A demonstra¢do de que a actinomicina D, um inibidor irreversivel de transcricdo e
replicacdo do DNA (GOLDBERG et al., 1962; COOPER & BRAVERMAN, 1977; SOBELL,
1985, TRASK & MULLER, 1988) impede o desenvolvimento embriondrio partenogenético
bovino sugere que o procedimento possa ser utilizado para enucleagdo quimica de ovocitos
(HIKAWA & TAKENAKA, 1996, 1997; BAYONA-BAFALUY et al., 2003, 2005; MOURA
et al.,, 2008). Apesar do bloqueio do desenvolvimento embrionario partenogenético pela
actinomicina D, a TN com células somadticas produziu blastocistos com incidéncia de
apoptose semelhante aos controles (aferida pela presenca de fragmentagdo do DNA
cromossOmico). Baseado nestes experimentos, as principais limitacdes da enucleacdo pela
actinomicina D identificadas foram: i) toxidade do tratamento observada pela reducdo da
maturacao nuclear dos gametas, ii) necessidade de um periodo longo de incubagdo com a
actinomicina D, iii) desenvolvimento de apenas 1% dos embrides até a fase blastocisto apos o
tratamento com o inibidor, iv) e desconhecimento da(s) causa(s) do baixo desenvolvimento
embrionario apés a TN (MOURA et al., 2008).

Mais recentemente, foi possivel determinar que as células do cumulus mediam a
toxidade da actinomcina D durante a maturagdo dos ovocitos, € que a incubagdo de gametas
desnudos recupera as taxas de extrusdo do primeiro corpusculo polar (Capitulo 2) e que
utilizando a concentra¢do de 5ug mL-' por quinze minutos obtém-se completo bloqueio do
desenvolvimento embrionario partenogenético (Capitulo 2).

A principal limitacdo da enucleagdo de ovdcitos pela actinomicina D ¢ a baixa
capacidade de desenvolvimento dos embrides apds a TN. Embora a presenca das células do
cumulus durante o tratamento com actinomicina D tenha efeito negativo sobre os gametas,
ainda ¢ necessario determinar se os avangos sdao capazes de aumentar a taxa de

desenvolvimento embriondrio in vitro e in vivo. O objetivo do presente trabalho foi
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determinar a capacidade de desenvolvimento dos embrides reconstruidos utilizando o novo
protocolo de enucleagdo quimica pela actinomicina D descrito acima. Além disso, foi testada
a hipotese de que o baixo desenvolvimento embrionario se deve exclusivamente ao efeito da

actinomicina D sobre o DNA do ovdcito.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Coleta dos ovarios e selecao dos ovocitos

Ovarios foram coletados em abatedouros na regido do entorno de Brasilia/DF. Apds a
coleta foram transportados em solucdo fisiologica (NaCl 0,9%) ou em phosphate buffered
saline (PBS) a uma temperatura de 35°C para o laboratorio. Os ovécitos foram recuperados
dos foliculos ovarianos através de um sistema de bomba a vacuo utilizando escalpes de 19G
acoplados a tubos conicos de 15mL. Esses eram mantidos parcialmente imersos em banho
maria com temperatura de 35°C por pelo menos dez minutos, para haver a sedimentacdo do
material aspirado. Apenas foliculos com didmetro entre dois e oito milimetros foram
aspirados. O pellet de cada tubo era diluido em meio de lavagem (LAV), composto por
TCM-199 Hank’s ou PBS suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibcor), 10UI
mL-! de penicilina (Sigma~) ¢ 50ug mL-!' de estreptomicina (Sigma®). A procura dos ovocitos
foi feita em placa de petri de 100mm, sob estereomicroscopio (ZEISS= - Stemi SV6). Apos a
recuperagdo, os ovocitos foram selecionados e apenas os complexos cumulus-ovécito (CCO)
que apresentavam trés ou mais camadas de células do cumulus e citoplasma homogéneo

foram submetidos a maturagao in vitro (MIV).

3.2.2. Maturacio in vitro dos ovocitos

Os CCOs selecionados foram imediatamente lavados em meio para MIV. A maturagdo
era feita em placa de 35mm contendo 2,0-3,0mL de meio MIV (>7uL por ovocito) coberto
com O6leo mineral (Sigma*). O meio de maturacdo ¢ composto de TCM-199 com sais de
Earle’s suplementado com 10% de SFB, 2mM L-glutamina, 0,01UI mL-' Hormo6nio Foliculo
Estimulante (FSH), 24UI mL-' Hormoénio Luteinizante (LH), 100Ul mL-' de penicilina e 50pug
mL-' de estreptomicina, sendo estabilizado por duas horas em incubadora a 39°C e 5% de

dioxido de carbono (CO.) em ar, onde se realizou a maturagao.
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3.2.3. Desnudacio e quantificacio da maturacao

Apo6s a 16h de MIV, os ovocitos eram desnudados utilizando hialuronidase (Sigma®)
0,2% por cinco minutos. Imediatamente foram transferidos para outra gota do mesmo
reagente e submetidos a pipetagem pelo mesmo periodo. Posteriormente, mais cinco minutos
de pipetagem em LAV. Apds a remocao das células do cumulus, os gametas retornavam para o
meio MIV. Os ovocitos que se apresentavam degenerados apds a desnudacdo eram
descartados. Os ovdcitos foram avaliados quanto a presenga do primeiro corpusculo polar
(CP) sob estereomicroscopio (ZEISS® - Stemi SV11) e apenas os que apresentavam CP foram

utilizados para ativagdo partenogenética ou transferéncia nuclear.

3.2.4. Tratamento com inibidores

O tratamento com actinomicina D (Fluka®) foi baseado nos experimentos anteriores
(Capitulo 2). Foi utilizada a concentra¢do de Sug mL™! de actinomicina D por quinze minutos
(0,25h). Para o tratamento com Mitomicina C (Sigma®) foi utilizanda a concentragdo de 10ug
mL'. Antes do inicio da incubagdo com os inibidores, os gametas eram lavados uma vez com
meio MIV contendo o respectivo inibidor. Apds o tratamento, os gametas eram lavados em

meio MIV por cinco vezes.

3.2.5. Cultivo de células somaticas

Palhetas de 0,25mL ou 0,5mL contendo fibroblastos de trés fémeas bovinas adultas
foram retiradas do nitrogénio liquido (-196°C) e descongeladas em recipiente contendo agua
aquecida a 37-38°C. O conteudo das palhetas era depositado em um tubo cénico de 15mL. O
tubo continha SmL de meio de cultivo celular composto por Dubelcco’s Minimum Eagle
Medium (DMEM - GIBCO®) suplementado com 3,7g L-! bicarbonato de sédio, 110mg L-!
piruvato, 10% SFB e antibidticos. O contetido era centrifugado com o objetivo de separar as
células do meio contendo Dimetil Sulfoxido (DMSO - Sigma®). Retirado o sobrenadante, o
pellet era resuspendido com 3mL de meio de cultivo e era depositado em uma garrafa de

cultivo celular de 25cm?. O cultivo era realizado em incubadora a 39°C e 5% de CO; em ar.
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A cada trés dias, as placas eram avaliadas quanto a proliferagdo e morfologia celular,
quando o meio era trocado. Ao atingir a confluéncia, aproximadamente a cada sete dias, as
placas eram repicadas com ImL de tripsina — EDTA (0,05% - Sigma®) por cinco a dez
minutos. Para inativar a tripsina adiciona-se 2mL de DMEM contendo SFB. Posteriormente a
solugdo com as células era retirada da garrafa e o contetdo era dividido em dois microtubos.
Apoés a centrifugagdo a 200xg, os pellets eram resuspendidos em meio de congelamento
(DMEM acrescido de 10% de DMSO) ou eram utilizados para preparacdo de uma nova placa
de cultivo. O congelamento requer a manutencao das palhetas em -20°C ou -80°C por cerca
de 12h para manter a viabilidade das células. Em seguida, as palhetas eram transferidas para
nitrogénio liquido (-196°C). Quando mantidas para TN, o cultivo deveria estar em
confluéncia por pelo menos quatro dias para sincronizacdo do ciclo celular das células

doadoras de nucleo (inducdo da quiescéncia).

3.2.6. Transferéncia Nuclear

Os ovocitos eram maturados e desnudados como descrito acima. Apenas ovdcitos que
apresentavam granulagdo citoplasmatica homogénea e o primeiro CP eram utilizados. Antes
da micromanipula¢do, os gametas eram incubados em solugdo contendo 0,33pg mL™" de
citocalasina D (Sigma®) e 7,5ug mL-' hoechst 33342 (Sigma®) por quinze a trinta minutos. Os
ovocitos eram utilizados em grupos de 16-20.

Os ovocitos eram presos individualmente a pipeta holding e posicionava-se o CP na
posicao de 4h. Para a enucleagdo pela actinomicina D, o grupo TN (AD), introduzia-se a
pipeta de injecdo e cuidadosamente retirava-se apenas o CP evitando remover citoplasma
[caso parte do citoplasma houvesse sido removido, a bidpsia era exposta a luz ultravioleta
(UV) para determinar se o gameta foi enucleado]. Uma célula somatica era imediatamente
depositada no espago perivitelino através do mesmo furo na zona pelucida e cuidadosamente
aderida ao citoplasma do ovdcito. Para a enucleagdo mecanica por micropipeta, grupo TN (C),
parte do citoplasma adjacente ao CP era removido e a biopsia obtida do ovdcito era exposta a
UV para confirmagdo da enucleagdo. Para o grupo TN (AD-C), a enucleagcdo mecanica por
micropipeta era iniciada apds, pelo menos, 1h do tratamento com actinomicina D.

Terminada a fase de reconstrugdo, as estruturas eram submetidas a eletrofusdo. Foi

utilizada uma placa de fusdo de 500pum e um eletrofusor ECM 200 (BTX®), com dois pulsos
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de 2.1 kVA, com 30ps de duragdo. Como solugdo para realizagdo da eletrofusdo, era utilizado
o Mannitol (Sigma®) a 0,28M contendo 0,1mM de MgSO4 (Sigma®). Apés a realiza¢do da
primeira fusdo de todas as estruturas, esperava-se trinta minutos para avaliar o resultado do
procedimento. Os ovdcitos ndo fusionados eram submetidos a uma segunda fusdo. Todas as
estruturas nao fusionadas eram descartadas.

Ap0s a eletrofusao, as estruturas fusionadas eram mantidas na estufa em meio de cultivo
de embrides (descrito abaixo). Concluida a fusdo de todos os ovoécitos reconstruidos, os

mesmos eram submetidos a ativagdo partenogenética como descrito a seguir.

3.2.7. Ativagdo partenogenética dos ovocitos

Os ovocitos eram submetidos a ativacao partenogenética utilizando SuM de ionomycin
(Sigmar) por cinco minutos em meio para cultivo de embrides. Esse era composto por meio
synthetic oviductual fluid (SOF) suplementado com aminoacidos essenciais, citrato de sodio,
mio-inositol e 5% de SFB (SOFaaci), como descrito anteriormente (HOLM et al., 1999). Para
completar a ativag@o, os ovocitos eram posteriormente lavados em SOFaaci e imediatamente
cultivados em 2mM de 6-dimethylaminopurine (6DMAP - Sigma*) em SOFaaci por 4-5
horas. Ap6s o 6DMAP, os ovocitos eram lavados em SOFaaci e cultivados por até oito dias

em incubadora a 39°C e 5% de CO, em ar.

3.2.8. Cultivo in vitro de embrioes

No dia do inicio da maturagao dos ovdcitos, antes da chegada dos ovarios, placas de 60
mm eram preparadas para o cultivo dos embrides com quatro gotas de 200UL cada de
SOFaaci e cobertas com 6leo mineral (Sigmar) e estabilizadas na incubadora de CO. por pelo
menos duas horas (MOURA, 2007a).

Apos a selegdo dos ovocitos destinados a MIV, um grupo de aproximadamente 20
ovocitos descarte era desnudado por pipetagem em LAV por cerca de um minuto. Em seguida,
os ovocitos eram retirados da gota e o meio contendo as células era depositado em um

microtubo. Esse era centrifugado por cinco minutos a 200xg, o sobrenadante removido, e o
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pellet era resuspendido com 200pUL de SOFaaci. Posteriormente, 7L da solugdo era
depositada em cada gota da placa de cultivo.

No dia seguinte, logo ap6s o inicio do cultivo dos gametas ou ovocitos reconstruidos
com 6DMAP, era feita a troca de todo o meio das gotas das placas de cultivo, permitindo a
remogao de células que ndo se fixaram ao fundo da placa. Apods a incubagdo das estruturas na
solugdo com 6DMAP, os mesmos eram lavados cinco vezes em meio SOFaaci, colocados nas
gotas da placa de cultivo e retornavam a incubadora. Os embrides eram avaliados quanto ao
seu desenvolvimento apds 48 horas (clivagem), e blastocistos: 168 horas (D7) e 192 horas

(DS).

3.2.9. Analise da apoptose pela atividade da Caspase 3

Foi utilizado o kit de atividade de Caspase 3 (Merck®). Para preparar a solugdo de uso,
57uL do substrato do kit (PhiPhiLux®-G2D2) era acrescido de 6,3uL de SFB e 20uL de meio
SOFaaci ou LAV. Apos colocar os embrides em pequenas gotas de meio dentro de uma
camara umida, as estruturas eram mantidas protegidas da luz em estufa por 40 minutos. Os
embrides eram lavados trés vezes em meio SOFaaci ou LAV e depositados sobre laminas com
parafina e laminula evitando a exposicdo a luz. A avaliagdo era feita sob microscopio de
fluorescéncia com aumento de 20x (Zeiss®-Axiophot). Embrides mantidos por 12h em cultivo

sob temperatura de 41° C eram utilizados como controle positivo do Kkit.

3.2.10. Transferéncia de embriodes

As transferéncias de embrides foram realizadas pela equipe da Geneal Biotecnologia
de acordo com o procedimento padrio da empresa. As fémeas bovinas destinadas ao
experimento que apresentaram sinais de estro 6-8 dias antes da data da TE foram apartadas e
contidas em brete. A realizagdo da palpacdo retal permitia a identificagdo do lado onde
ocorreu a ovulacdo e posterior formagdo do corpo luteo. Em seguida, era realizada anestesia
local e preparagdao do animal para inovulagao. O embrido era preparado para ser transferido e
o inovulador contendo a estrutura era introduzido pela vagina até o fundo de saco. Passada a

cérvix, o inovulador era direcionado ao corno uterino ipsilateral ao corpo liteo. Apos trazer a
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ponta do inovulador o mais profundo possivel e proxima a juncao utero - tuba uterina era feita

a deposi¢ao do embrido.

3.2.11. Analise estatistica

Os dados referentes as taxas de maturacdo, clivagem, blastocisto, e prenhez foram

analisados pelo teste do Qui-quadrado (y¥?). O nivel de significancia considerado foi P < 0,05.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os avangos obtidos na enucleagdo quimica de ovocitos pela actinomicina D descritos no
capitulo anterior motivaram a avaliacdo do novo tratamento no desenvolvimento embrionario
apos a TN (Tabela 3.1). A demonstragdo que o tratamento com actinomicina D ndo afeta a
maturagdo in vitro e impede o desenvolvimento partenogenético ndo sdo suficientes para
demonstrar a eficiéncia da metodologia. Apenas a avaliagdo do desenvolvimento embrionario
e fetal posterior a TN exclui a possibilidade de que outros fatores, mediados pela actinomicina
D e independentes da inativagdo dos cromossomos, contribuam para o bloqueio do
desenvolvimento partenogenético. Para determinar se had especificidade de acdao da
actinomicina D no DNA dos gametas, parte dos ovocitos expostos ao inibidor foi enucleada

por micropipeta e reconstruida com células somaticas (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Desenvolvimento embrionario a partir de ovocitos enucleados pela actinomicina
D e reconstruidos com células somaticas.

Blastocisto (%)

Grupo Fusao (%) Clivagem (%) D7 D8
P (C) NA 166/194 (85,56)* 53/194 (27,31)*  65/194 (33,50)?
P (AD) NA 88/166 (53,01)®  00/166 (00,00)°  02/166 (01,20)°

TN (AD)  178/217 (82,02)* 135/178 (75,84) 06/178 (03,37)°  08/178 (04,49)°

TN (AD-C)  194/221 (87,78)* 163/194 (84,02)* 46/194 (23,71)* 59/194 (30,41)

Cinco réplicas. NA: Nao aplicavel. Fusdo: nimero de ovdcitos fusionados a célula somaticas.
Clivagem: embrides contendo duas ou mais células apos 48 de ativagao. D7/D8: Blastocistos
apos sete e oito dias de cultivo in vitro, respectivamente. Diferentes sobrescritos (a,b,c) na
coluna diferem significativamente (p<0,05). P (C): Controle partenogenético; P (AD):
Controle partenogenético tratado com 5ug mL-! de actinomicina D por 15 minutos; TN (AD):
Ovdcitos tratado com Spg mL! de actinomicina D por quinze minutos e utilizados para TN;
TN (AD-C): Ovocitos tratados com Spug mL-! de actinomicina D por 15 minutos, enucleados
por micropipeta e reconstruidos por TN.
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O tipo de enucleagdo nao afetou a taxa de fusdo dos ovoécitos reconstruidos (Tabela
3.1). No que concerne a taxa de clivagem, o grupo P (AD) foi inferior ao controle P (C),
confirmando o efeito do tratamento com a actinomicina D no desenvolvimento embrionario,
inclusive antes da ativagao do genoma (CHANDOLIA et al., 1999; MOURA et al., 2008). Um
resultado importante foi o fato que o grupo TN (AD), semelhante ao grupo TN (AD-C),
obteve indice superior de clivagem ao P (AD) e semelhante aos grupos TN (AD-C) e P (C).

Em relacao a produgdo de blastocistos, o grupo P (AD) ndo apresentou estruturas no dia
7, mas no dia seguinte (Tabela 3.1). A reconstrug¢do apods a enucleagdo pela actinomicina D
ndo recuperou a taxa de formacdo de blastocistos. No sétimo dia de cultivo o grupo TN (AD)
ainda apresentava maior desenvolvimento de blastocistos do que o P (AD), embora no oitavo
dia ndo tenha havido diferenga. O grupo TN (AD-C) resultou na formagdo de blastocistos
com a mesma eficiéncia que o grupo partenogenético ndo tratado P (C), demonstrando que a
micromanipulacao nao afeta o desenvolvimento dos embrides e o efeito do inibidor ¢ restrito
ao DNA. Do ponto de vista morfologico, os grupos P (C), TN (AD), TN (AD-C)
apresentaram embrides indistinguiveis dos controles (Figura 3.1).

Para melhor compreender o efeito da introdug¢dao das células somdticas por TN no
citoplasma do ovocito enucleado pela actinomicina D, a avaliagdo da clivagem dos embrides
foi dividida em quatro categorias: ndo clivados, fragmentados, clivados e clivados com
fragmentacao (Tabela 3.2). Embora a TN nao interferiu no percentual de estruturas clivadas
(Tabela 3.1), a enucleagdo pela actinomicina D influenciou a clivagem independente da
introducdo de uma célula somatica (Tabela 3.2). Os grupos P (C) e TN (AD-C) apresentaram
menor fragmentacdo que o grupo P (AD). A reconstrugdo por TN, todavia, reduziu essa
caracteristica no grupo TN (AD), tornando-o semelhante aos grupos nao tratados (Tabela 3.2).
Apesar da fragmentacdo ser um aspecto correlacionado a redu¢do da viabilidade do embrido
(JURISICOVA & ACTON, 2004), a ativacao de ovocitos enucleados por micropipeta causa o
mesmo fendmeno. Por isso, a alta incidéncia de fragmentagdo apenas no grupo P (AD) pode
ser interpretada como uma demonstracdo da eficiente enucleagdo quimica dos gametas. Em
relagdo a clivagem sem fragmentacdo, os grupos P (C) e TN (AD-C) foram superiores ao
grupo TN (AD), que por sua vez foi superior ao grupo P (AD). Em resumo, a reconstrugado de
ovocitos tratados com actinomicina D melhorou a qualidade morfologica dos embrides no

segundo dia de cultivo.
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Figura 3.1 - Formag¢ao de blastocistos apds transferéncia nuclear com ovécitos enucleados
pela actinomicina D. A) P (C). B) P(AD) C) TN (AD). D) TN (AD-C).
Os embrides apresentavam sete dias de cultivo in vitro apds a ativagao.

Tabela 3.2 - Efeito do tratamento de ovécitos com actinomicina D na qualidade dos embrides
reconstruidos apds dois dias de cultivo.

Clivados com

3 1 o ) 1 )
Grupo Nao clivados (%) Fragmentados (%) Clivados (%) fragmentacdio (%)
P (C) 13/194 (06,70)*  16/194 (08,24)  147/194 (75,77)*  18/194 (09,27)?
P (AD) 39/166 (23,49)°  39/166 (23,49)>  67/166 (40,36)c 21/166 (12,65)>>

TN (AD) 26/178 (14,60)°  20/178 (11,23)*  102/178 (57,30)> 30/178 (16,85)°

TN (AD-C)  16/194 (08,24)>¢ 15/194 (07,73)* 140/194 (72,16)* 23/194 (11,85)>

Cinco réplicas. Diferentes sobrescritos (a,b,c) na coluna diferem significativamente (p<0,05).
P(C): Controle partenogenético; P(AD): Controle partenogenético tratado com Sug mL+ de
actinomicina D por 15 minutos; TN (AD): Ovocitos tratado com 5Spg mL+ de actinomicina D
por 15 minutos e utilizado para TN; TN (AD-C): Ovocitos tratado com Sug mL- de
actinomicina D por 15 minutos, enucleado por micropipeta e reconstruido por TN.
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Os resultados sugerem que o efeito direto da actinomicina D sobre o DNA reduz o
potencial de desenvolvimento dos embrides apo6s a TN. A actinomicina D inibe as reagdes
mediadas pelas RNA e DNA polimerases (GOLDBERG et al., 1962; SOBELL, 1985), ¢ a
acdo do inibidor forma nos cromossomos estruturas nao fisioldgicas como o crosslinking
entre 0 DNA e proteinas (TRASK & MULLER, 1988). Isso induz o mecanismo de reparo do
DNA (Figura 3.2), com o objetivo de preservar a integridade do genoma (LEGERSKI et al.,
1987; ASHWOOD-SMITH & EDWARDS, 1996; LIUNGMAN & LANE, 2004).
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Figura 3.2 - Mecanismo de resposta a danos no DNA em ovocitos e embrides. Componentes
da via determinados nos dois sistemas (a distribui¢ao temporal de alguns compo-
nentes esta destacada acima).

Um processo associado ao reparo do DNA ¢ o bloqueio do ciclo celular em alguns
pontos especificos (fases G1, S, G2/M) denominados de “checkpoints” (SHIMURA et al.,
2002; TOYOSHIMA et al., 2005; FATEHI et al., 2006; PENG et al., 2008). A interrup¢ao do
ciclo tem como objetivo evitar que a por¢do do genoma danificado seja transmitido apds a
divisdo celular ou replicado de forma incorreta. Além disso, caso o insulto ao genoma seja

irreparavel, a célula ou embrido entre no processo de morte celular programada (MCP) ou
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senescéncia (LJUNGMAN & LANE, 2004). No caso de danos ao DNA de ovdcitos, o efeito
pode ser apenas observado durante o desenvolvimento embriondrio (Tilly, 2001; Paula-Lopes
& Hansen, 2002; BRAD et al., 2007).

A MCP por apoptose € um processo que resulta na degradacao das proteinas celulares
por Caspases (YUAN & KROEMER, 2010). Dentre estas enzimas, as Caspases 3, 6, e 7
compdem o grupo da familia responsével pela “execucdo” do processo de apoptose (ADAMS,
2003; KUROKAWA & KORNBLUTH, 2009). As Caspases executoras sao ativadas por
clivagem e por isso, determinam de forma irreversivel, o0 momento em que a célula se
compromete a realizar a MCP (KUROKAWA & KORNBLUTH, 2009). Baseado em tais
caracteristicas, a atividade das caspases executoras tem sido utilizada como indicador do
processo de MCP por apoptose (PAULA-LOPES & HANSEN, 2002).

O baixo desenvolvimento do grupo TN (AD) motivou a caracterizagdo da
especificidade de acdo da actinomicina D durante a enucleagdao quimica. O objetivo foi testar
se o DNA inativado pela actinomicina D presente no gameta representa a Unica (ou principal)
barreira para o desenvolvimento embriondrio apdés a TN. A confirmagdo de tal hipdtese
direcionaria (e consequentemente simplificaria) futuras investigacdes para buscar métodos
que impegam a identificagdo do DNA inativo pelo ovécito apds a TN em gametas enucleados
com a actinomicina D.

Com o intuito de determinar a qualidade dos embrides produzidos apos o tratamento
com o inibidor, os mesmos foram avaliados quanto a presenga de um marcador de MCP por
apoptose, a atividade da Caspase 3 (Tabela 3.3). Além disso, a avaliagdo da incidéncia de
apoptose em embrides reconstruidos com ovocitos enucleados com actinomicina D pode
confirmar que a via de reparo ao DNA (indugdo do reparo ao DNA e apoptose) representa o
mecanismo celular que detecta o DNA tratado com o inibidor e impede o desenvolvimento do
embrides.

A determinagdo do momento da avalia¢do da atividade da Caspase 3 nos embrides foi
baseado no fato de que no periodo que antecede a ativagdo gendmica (no estadio de oito para
dezesseis células no embrido bovino), o embrido bovino possui uma baixa capacidade de
entrar em MCP (HARDY, 1999; PAULA-LOPES & HANSEN, 2002; GJORRET et al., 2003,
2005). Por isso, a analise foi realizada quando as estruturas apresentavam pleno potencial para
desencadear o mecanismo de apoptose (72h apds ativacdo partenogenética). Para reduzir a

chance de que possiveis alteracdes no cultivo dos embrides e do tratamento com actinomicina
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D interferissem na avaliagdo da atividade da Caspase 3, os grupos P (C) e P (AD) também

foram avaliados, respectivamente (Tabela 3.3).

Tabela 3.3 - Apoptose em embrides obtidos a partir de ovécitos enucleados pela actinomicina
D e reconstruidos com células somaticas.

Blastocisto (%)

Grupo Fusdo (%)  Clivagem (%) Apoptose (%) D7 (%) D8 (%)
P (C) NA 99/110 (90,00)* 11/50 (22,00)* 18/55 (32,72) 25/55 (45,45)?
P (AD) NA 79/113 (69,91)® 37/56 (66,07)> 00/57 (00,00)* 00/57 (00,00)°
TN (C)  57/62(91,93)* 41/57 (71,92)> 18/51 (35,29)? NA NA
TN (AD) 54/68 (79,41)> 38/47 (80,85)*> 28/47 (59,57) NA NA
TN (AD-C) 40/49 (81,63)*b 34/39 (87,17)* 13/35(37,14)? NA NA

Trés réplicas. NA: Nao avaliado. Fusdo: nlimero de ovocitos fusionados a célula somaticas.
Clivagem: embrides contendo duas ou mais células apds 48 de ativagdo. Apoptose:
determinada pela atividade da caspase 3. D7/D8: Blastocistos apos sete e oito dias de cultivo
in vitro, respectivamente. Diferentes sobrescritos (a,b) na coluna diferem significativamente
(p<0,05). P(C): Controle partenogenético; P(AD): Controle partenogenético tratado com 5ug
mL-! de actinomicina D por 15 minutos; TN(C): Ovocitos enucleado por micropipeta e
reconstruido por TN. TN (AD): Ovdcitos tratado com 5ug mL-! de actinomicina D por 15
minutos e utilizado para TN; TN (AD-C): Ovdcitos tratado com 5ug mL-! de actinomicina D
por 15 minutos, enucleado por micropipeta e reconstruido por TN.

Para efeito de controle do sistema de producdo in vitro de embrides, parte dos controles
foram cultivados até o oitavo dia apds a ativacdo partenogenética. As taxas de clivagem e
desenvolvimento até a fase de blastocisto nos dias 7 e 8 nos grupos P (C) e P (AD) foi
semelhante aos dados obtidos anteriormente (Tabela 3.1), validando o experimento (Tabela
3.3). Os grupos TN (AD) e TN (AD-C) apresentaram taxas de clivagem um pouco inferiores
aos dados anteriores. Curiosamente, o grupo TN (C) apresentou menor capacidade de clivar
que os tratamentos P (C) e TN (AD-C), embora semelhante ao grupo P (AD).

No que concerne a atividade da Caspase 3, o controle P (C) apresentou um percentual
inferior de embrides positivos em relacdo aos demais grupos (Tabela 3.3). A taxa de 22% dos
embrides positivos pode ser considerada alta quando comparada a relatos anteriores (<10%;
PAULA-LOPES & HANSEN, 2002). No entanto, duas réplicas ficaram com percentual
semelhante aos dados publicados anteriormente. A razdo para tal variacdo ¢ desconhecida,

mas pode ser devida a variabilidade na qualidade dos ovocitos provenientes de ovarios
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coletados em abatedouro. A taxa de apoptose no grupo P (AD) foi trés vezes superior ao
controle P (C), o que confirma a capacidade da actinomicina D de induzir (direta ou
indiretamente) a atividade de Caspases (HIETANEN et al., 2000; CHOONG et al., 2009).
Como determinado anteriormente, foi observado no presente trabalho que embrides obtidos a
partir da TN com células somaticas apresentam maior incidéncia de apoptose que os controles
P(C) e P (AD) (GJORRET et al., 2005). No entanto, o grupo TN (AD) apresentou taxa de
atividade de Caspase 3 semelhante ao P (AD) e superior aos demais grupos frutos da TN. No
entanto, a demonstragdo que TN (AD-C) apresenta uma taxa de apoptose semelhante ao TN
(C) sugere que o processo que culmina na indugdo de caspases pela actinomicina D foi
reduzido ao nivel do controle TN (C) (Tabela 3.3).

Para melhor caracterizar a especificidade do tratamento com a actinomicina D sobre os
cromossomos do gameta, parte dos blastocistos TN dos grupos TN (AD-C) e TN (C) foram
transferidos para receptoras previamente sincronizadas para aferir a capacidade de
desenvolvimento dos embrides in vivo (Tabela 3.4). As taxas de gestacdo obtidas nos grupos
TN (C) e TN (AD-C) foram semelhantes. No grupo TN (C), uma das prenhezes que
ultrapassou os 90 dias de desenvolvimento foi perdida com 167 dias. A outra gestagdo
permaneceu vidvel, onde uma bezerra foi obtida apds 292 dias de gestacdo. No entanto, o
animal morreu cerca de 24h apds a cesariana (Figura 3.3). No grupo TN (AD-C) trés
gestagdes desenvolveram mais de 60 dias, mas foram abortadas espontaneamente com 82,
151, e 155 dias. A prenhez perdida com 151 dias ndo apresentou alteragdes morfologicas
significativas (Figura 3.4).

Existe a possibilidade que ndo havia tempo suficiente entre o tratamento com a
actinomicina D e a remocgao por micropipeta do DNA, no grupo TN (AD-C), para o ovocito
detectar os danos em seu genoma (bloqueio do ciclo celular por checkpoints € indugdo do
reparo do DNA). Neste caso ndo seria possivel afirmar que houve reversao do processo de
resposta aos danos no DNA, embora o questionamento ndo interfira na hipdtese da
especificidade da actinomicina D sobre os cromossomos do gameta. No entanto, a
identificacdo de tais danos ocorre nos ovocitos de anfibios cerca de 20 minutos apds o insulto
(YOU et al., 2007), periodo esse muito inferior ao intervalo minimo entre o tratamento com
actinomicina D e o inicio da remog¢ao do DNA dos gametas (>1h). Apesar da possibilidade de

haver diferengas espécie-especificas, pode ser considerado plausivel que houve o
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reconhecimento dos efeitos da actinomicina D nos cromossomos antes da enucleagdo por

micropipeta.

Tabela 3.4 - Desenvolvimento in vivo de embrides obtidos por transferéncia nuclear de
células somaticas em ovoécitos enucleados pela actinomicina D.

Prenhez
n (%)*
Embrides
Grupo transferidos 35 dias 60 dias 90 dias 290 dias
(receptoras)
TN(C) 16 (12) 5(31,25)2 2 (12,50)? 2 (12,50)2 1 (06,25)?
TN(AD-C) 27 (22) 10 (37,03)2 3(11,11)2 2 (07,40)? 0 (00,00)?

Duas réplicas. TN(C): Ovocitos ndo tratados e reconstruido por TN; TN (AD-C): Ovocitos
tratado com 5ug mL!' de actinomicina D por quinze minutos, enucleado por micropipeta e
reconstruido por TN. * Percentual sobre o numero de embrides transferidos.

Figura 3.3 - Bezerra obtida no grupo TN (C) no experimento da enucleagdo de ovécitos com
actinomicina D (A e B). TN(C): Ovocitos nao tratados e reconstruido por TN.

Para avaliar a generalidade dos dados obtidos com a actinomicina D, foi testada a
capacidade de outro inibidor de metabolismo de DNA, a mitomicina C, para enuclear
quimicamente ovocitos bovinos. A mitomicina C ¢ um inibidor irreversivel de replicacdo de
DNA, que causa crosslinking no DNA e impede a associacdo de DNA polimerases e o DNA
(TOMASZ & PALOM, 1997). Caso a mitomicina C apresente resultados semelhantes a
actinomicina D, a possilidade de que os resultados sdo fruto de alguma caracteristica peculiar

da actinomicina D fica reduzida.
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Figura 3.4 - Gestacdo obtida a partir de ovoécito tratado com actinomicina D, enucleado por
micropipeta, e reconstruido com células somatica. A) Placenta. B) Saco
vitelinico. C e D) Visao dorsal e lateral do feto, respectivamente.

O primeiro objetivo foi determinar as condi¢des pelas quais o tratamento com
mitomicina C seria capaz de bloquear o desenvolvimento embrionario bovino apos a ativagao
partenogenética. Como a mitomicina C ¢ frequentemente utilizada na concentragdo de 10ug
mL-!, testou-se esse valor por diferentes periodos de incubagdo (Tabela 3.5).

O tratamento de ovocitos com mitomicina C nao afetou a taxa de maturagdo de
ovocitos, com exce¢do do grupo tratado por 1h. Em relacdo a taxa de clivagem, os grupos
tratados por 0,5h e 1,5h apresentaram taxas semelhantes ao controle ndo tratado. Os grupos
tratados por 1,0h e 2,0h apresentaram taxas inferiores de clivagem (Tabela 3.5).

A mitomicina C nas condi¢des testadas demonstrou ser eficiente no bloqueio do
desenvolvimento embrionario (Tabela 3.5). Foi observada uma resposta tempo de incubagao-
dependente, embora nenhum dos tratamentos tenha sido capaz de impedir completamente a

formacdo dos blastocistos. Os tratamentos com 1,5h e 2,0h de duragdo apresentaram
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desempenho semelhante, onde o menor tempo de incubagao foi escolhido para os

experimentos seguintes (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 - Desenvolvimento embrionario partenogenético bovino apods o tratamento de
ovocitos com mitomicina C.

Blastocisto (%)

Concentragao de

MMC (horas) MII (%) Clivagem (%) D7 D8
0,0 (2,0h) 187/218 (85,77)* 159/218 (72,93)* 61/218 (27,98)*  74/218 (33,94)?
10,0 (0,5h) 181/211 (85,78)* 137/211 (64,92)>> 12/211 (05,68)° 16/211 (07,58)°
10,0 (1,0h) 147/202 (72,77)° 122/202 (60,39)>¢ 04/202 (01,98)>  05/202 (02,47)°
10,0 (1,5h) 182/217 (83,87)* 144/217 (66,35)>> 00/217 (00,00)c  01/217 (00,46)°
10,0 (2,0h) 160/195 (82,05)* 105/195 (53,84)c 01/195 (00,51)¢  01/195 (00,51)¢

Cinco réplicas. MII: Ovdcitos com o primeiro corpusculo polar apds vinte e quatro horas de
maturagdo in vitro. Clivagem: embrides contendo duas ou mais células apos 48 de ativagao.
D7/D8: Blastocistos apds sete e oito dias de cultivo in vitro, respectivamente. Diferentes
sobrescritos (a,b,c) na coluna diferem significativamente (p<0,05). MMC: mitomicina C.
Concentra¢do em pg mL.

O objetivo seguinte foi determinar a viabilidade dos embrides reconstruidos pela TN
com células somadticas apos terem sido enucleados pela Mitomicina C. A taxa de fusdo nao
sofreu influéncia do tratamento com mitomicina C (Tabela 3.6.). Ao contrario dos resultados
do experimento anterior (Tabela3.5), o tratamento com mitomicina C reduziu a capacidade de
desenvolvimento nos grupos P (MMC) e TN (MMC). No entanto, o grupo TN (MMC-C)
apresentou taxa de clivagem semelhante aos controles P(C) e TN (C). O desenvolvimento
embrionario até a fase de blastocisto foi inferior nos grupos TN (C) e TN (MMC-C) em
relacdo ao controle P (C), enquanto que o grupo TN (MMC) foi semelhante ao P (MMC).
Contudo, a enuclea¢do por micropipeta dos ovocitos tratados com mitomicina C recuperou
completamente a capacidade de desenvolvimento in vitro (Tabela 3.6).

Parte dos embrides que desenvolveram até fase de blastocisto foram transferidos para
receptoras previamente sincronizadas (Tabela 3.7). Do total de estruturas transferidas, cinco
prenhezes foram confirmadas um més apos a transferéncia. Mais importante, uma gestacao
inicial foi obtida no grupo TN (MMC). Das gestagdes iniciais apenas uma prenhez
pertencente ao grupo TN (C) desenvolveu mais do que 60 dias (Tabela 3.7). No entanto, a

receptora apresentou hidropsia e sofreu aborto com 173 dias de gestacao.
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Tabela 3.6 - Desenvolvimento embrionario a partir de ovocitos tratados com mitomicina C e
reconstruidos com células somaticas.

Blastocisto (%)

Grupo Fusao (%) Clivagem (%) D7 D8
P(C) NA 109/126 (86,50)* 46/126 (36,50)*  60/126 (47,61)2
P (MMC) NA 85/128 (66,40)°  00/128 (00,00) 00/128 (00,00)¢
TN (C) 114/139 (82,01)* 99/114 (86,84)*  25/114(21,92)> 30/114 (26,31)°

TN (MMC)  93/121 (76,85)*  57/88 (64,77)>  02/88 (02,27)  04/88 (04,54)c

TN (MMC-C) 104/134 (77,61)*  76/97 (78,35)*  22/97 (22,68)"  24/97 (24,74

Cinco réplicas. NA: Nao aplicavel. Fusdo: nimero de ovocitos fusionados a célula somaticas.
Clivagem: embrides contendo duas ou mais células apds 48 de ativacdo. D7/D8: Blastocistos
apos sete e oito dias de cultivo in vitro, respectivamente. Diferentes sobrescritos (a,b,c,d) na
coluna diferem significativamente (p<0,05). MMC: mitomicina C. P (C): Controle
partenogenético; P (MMC): Controle partenogenético tratado com 10pug mL-' de mitomicina
C por 1,5h; TN (C): Ovécitos enucleado por micropipeta e reconstruido por TN. TN (MMC):
Ovocitos tratado com 10pug mL! de mitomicina C por 1,5h e utilizado para TN; TN (MMC-
C): Ovocitos tratado com 10pug mL-! de mitomicina C por 1,5h, enucleados por micropipeta e
reconstruido por TN.

Tabela 3.7 - Desenvolvimento in vivo de embrides obtidos pela transferéncia nuclear de
células somaticas em ovoécitos enucleados pela Mitomicina C.

Prenhez
n (%)*
Grupo Embrides transferidos ~ Receptoras 35 dias 60 dias
TN(C) 11 10 2 (18,18)? 1 (09,09)?
TN(MMC) 1 1 1 (100,00)® 0 (00,00)?
TN(MMC-C) 9 8 2 (22,22)? 0 (00,00)?

Duas réplicas. TN(C): Ovocitos ndo tratados e reconstruido por TN. TN (MMC): Ovocitos
tratado com 10pg mL-! de mitomicina C por 1,5h e utilizado para TN; TN (MMC-C):
Ovédcitos tratado com 10pug mL-' de mitomicina C por 1,5h, enucleado por micropipeta e
reconstruido por TN. * Percentual sobre o nimero de embrides transferidos.

Os resultados descritos acima determinaram a principal causa do baixo
desenvolvimento embrionario apoés a TN com ovocitos enucleados pela actinomicina D: a

presenga do DNA tratado dentro do gameta (Figura 3.5). Diversas evidéncias corroboram esta



110

hipotese. A ativagdo partenogenética apds a reconstrugcdo dos ovocitos tratados pela TN com
células somaticas produz embrides com baixa viabilidade e com maior atividade de Caspase
3. A retirada especifica do DNA do gameta tratado com actinomicina D recupera o potencial
de desenvolvimento e produz embrides que, sob todas as avaliagdes realizadas sao
indistinguiveis dos controles. Em relagdo a avaliacdo in vivo, a incapacidade de obter
nascimentos a partir de gametas tratados com o inibidor provavelmente se deve,
provavelmente, a baixa eficiéncia da clonagem por TN com células somaticas. A taxa média
de nascimento de bovinos através da TN com células somaticas ¢ cerca de 5% dos embrides

transferidos (WILMUT et al., 2002).

Transferéncia Nuclear

(o) o Ativacao da

/ \ / Caspase 3
d/ \__/Cx)

Ativacio dos sistemas Bloqueio irreversivel do
Actinomicina D de reparo de DNA* desenvolvimento

Actinomicina D Ativagdo da

Caspase 3
Ovécito
Metafase Il \ x @
Actinomicina D
Transferéncia Nuclear Desenvolvimento embriondrio

Reversdo da toxidade )
da actinomicina D
= ({8 — (@

Figura 3.5 - Efeito da enucleagdo pela actinomicina D no desenvolvimento embriondrio.
O tratamento de ovdcitos bovinos destinados a ativagdo partenogenética impede
o desenvolvimento embriondrio. Este bloqueio ndo pode ser revertido pela
introducdo de uma célula somatica pela transferencia nuclear. C) A remog¢ao
do DNA tratado com actinomicina ¢ a reconstru¢do do ovocito pela TN
recupera o potencial de desenvolvimento. *Nao demonstrado no trabalho.
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Outro indicio importante do modelo da toxidade aqui proposto vem dos relatos que
demonstraram a enucleacdo com actinomicina D de células somaticas transformadas
(HIKAWA & TAKENAKA, 1996, 1997; BAYONA-BAFALUY et al., 2003, 2005), que sao
reconhecidamente mais resistentes aos processos de bloqueio do ciclo celular ou MCP por
apoptose (HANAHAN & WEINBERG, 2000; JACKSON-GRUSBY et al., 2001). Apesar dos
autores considerarem que a transformacdo das células ndo € necessdria para manter a
viabilidade celular apds o tratamento com a actinomicina D (BAYONA-BAFALUY et al.,
2003), este fato ainda ndo foi demonstrado experimentalmente.

O uso da mitomicina C produziu resultados semelhantes a actinomicina D sobre o
desenvolvimento embrionario, e o fato sugere que os dados em conjunto sdo a manifestagao
do mecanismo fisiologico de resposta aos danos no DNA. Por isso, os resultados indicam que
investigacdes futuras devem buscar condigdes que evitem a deteccdo do DNA tratado no
gameta. Nestas condigdes, a enucleagdo pela actinomicina D deve se tornar simples, eficiente,

e sem toxidade.
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3.4. CONCLUSOES

Os recentes avangos obtidos no desenvolvimento do protocolo de enucleagdo quimica
de ovocitos pela actinomicina D ndo recuperaram a viabilidade dos embrides reconstruidos
por TN. Apesar do progresso em relacdo a maturagdo dos gametas ¢ a sugestdo de que o
tratamento com o antibiotico ndo afeta diretamente o citoplasma receptor, a presenca dos
cromossomos danificados impede o prosseguimento do desenvolvimento embrionario.

Os grupos TN (AD-C) e TN (MMC-C) sugerem que o efeito da actinomicina D sobre o
DNA do gameta seja a principal causa da toxidez do tratamento nos embrides. As evidéncias
experimentais sugerem que torna-se necessario buscar formas que impegam o ovoécito de
identificar os efeitos do tratamento com actinomicina D sobre o seu DNA. Abordagens
genéticas (e posteriormente por meios quimicos) poderiam elucidar qual (is) mecanismo (s)
evitaria (m) o reconhecimento dos danos ao DNA e favoreceriam o desenvolvimento

embrionario ap6s a TN com ovocitos tratados com actinomicina D ou mitomicina C.
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RESUMO

O fendmeno de reprogramagdo epigenética permanece pouco elucidado. A demonstragdo de
que um grupo de fatores de transcri¢do (Oct4, Sox2, cMyc, e Klf4) é capaz de converter
células somaticas em pluripotentes demonstra a importancia dos genes que os codificam para
manuten¢do e transicao entre fendtipos celulares. A expressdo dos fatores de transcrigdo tem
sido baseada na integracdo dos transgenes, fato que pode afetar a qualidade das células
reprogramadas. O uso de moléculas que substituam a atividade de cada um dos fatores
apresenta grande potencial para eliminar o uso de 4&cidos nucléicos exogenos para
reprogramagdo. No entanto, ndo existem moléculas descritas que permitam substituir a
atividade do gene Oct4 durante o processo. O fator de transcricdo Nr5a2 foi testado como
uma forma de compensar a falta da atividade do gene Oct4 ou induzir sua expressdao. A
expressdo do Nria2 reduziu a eficiéncia de reprogramagdo e em conjunto com Sox2 e Kif4
ndo reprogramou fibroblastos em células pluripotentes. A titulagdo do Nrda2 para tentar
aprimorar a estequiometria viral e o uso do agonista Prostaglandina E2 ndo permitiu obter
células reprogramadas. Como hepatdcitos sdo responsivos a PGE2, testou-se este tipo celular
na reprogramacao celular com Nr5a2. O uso de hepatdcitos apresentou resultados inferiores
aos fibroblastos, demonstrando a necessidade de ajustar as condigdes experimentais para esse
tipo celular. Em conclusdo, o fator de transcricdo Nr5a2 ndao mostrou ser capaz de substituir o
Oct4 na reprogramagao por fatores definidos.

Palavras chave: reprogramacao, Nrja2, moléculas, células iPS.
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ABSTRACT

The phenomenon of epigenetic reprogramming remains poorly understood. The
demonstration that a key set of transcription factors (Oct4, Sox2, cMyc, and Klf4) is capable of
converting somatic cells into pluripotent ones demonstrates the importance of these genes in
maintaining and converting cellular states. The expression of reprogramming factors has been
based on integrating vectors, a fact that raises concerns about the quality of reprogrammed
cells. The use of small molecules that compensate the activity of each factor holds great
potential to completely eliminate the use of exogenous nucleic acids in reprogramming.
However, there are no small molecules that can subtitute exogenous Oct4 in the process. The
transcription factor Nrja2 was tested as an approach to compensate for the activity of Oct4.
The expression of Nria2 reduced overall reprogramming efficiency and concomitant with
only Sox2 and KIf4 did not reprogram fibroblasts into pluripotent cells. The titration of Nria2
to improve viral stoichiometry and addition of agonist Prostaglandin E2 did not yield
reprogrammed cells. Since hepatocytes are responsive to PGE2, this cell type was used for
reprogramming with Nr5a2. The use of hepatocytes yielded lower results then fibroblasts,
demonstrating the need to adapt experimental conditions to this cell type. In conclusion,
Nrja? failed to replace exogenous Oct4 during reprogramming by defined factors.

Palavras chave: reprogramming, Nr5aZ2, small molecules, iPS cells.



122

4.1 INTRODUCAO

O processo de clonagem por transferéncia nuclear (TN) reestabelece a totipoténcia em
células somaticas (WILMUT et al., 1997, 2002; CIBELLI et al., 1998; WAKAYAMA et al.,
1998; YANG et al., 2007). Os embrides obtidos por TN permitem isolar células-tronco
embriondrias (CTE) geneticamente idénticas ao doador e com potencial semelhante de
diferenciagdo as obtidas de embrides frutos de fecundagao (EGGAN et al., 2004; LI et al.,
2004; BRAMBRINK et al., 2006; WAKAYAMA et al., 2006; BYRNE et al., 2007; EGLI et
al., 2007, 2008). Além disso, existem diversas evidéncias, em modelos animais, de que células
obtidas pelo processo de reprogramacao epigenética por TN apresentam potencial terapéutico
(LANZA et al., 2002, 2004; RIDEOUT et al., 2002, BARBERI et al., 2003; TABAR et al.,
2008). No entanto, por questdes técnicas e éticas ainda ndo foi possivel isolar linhagens
pluripotentes de embrides produzidos por TN em humanos (SIMERLY et al., 2003;
STOJKOVIC et al., 2005; HALL et al., 2007; CHUNG et al., 2009). As limita¢des da TN ¢ a
oferta limitada de gametas humanos fomentaram o desenvolvimento de métodos alternativos
para converter células somaticas em pluripotentes (HOCHEDLINGER & JAENISCH, 2006).

A fusdo entre fibroblastos e células embrionarias demonstrou que o estado
indiferenciado torna-se dominante na célula tetrapléide (MILLER & RUDDLE, 1976). Mais
recentemente o resultado foi confirmado utilizando CTE de camundongos € humanos (TADA
et al., 2001; COWAN et al., 2005; YU et al., 2006), permitindo inclusive identificar alguns
aspectos do processo de reprogramacdo (DO & SCHOLER, 2004; KIMURA et al., 2004;
HAN et al., 2008). No entanto, a produgdo de células polipldides dificulta a caracterizagao in
vitro e in vivo das células reprogramadas, limitando suas aplicagdes (HOCHEDLINGER &
JAENISCH, 2006).

Considerando a capacidade de reprogramacao das CTE e a capacidade dos fatores de
transcri¢do, como por exemplo, MyoD para conversdo de fibrobastos em celulas musculares
(TAPSCOTT et al., 1988; WEINTRAUB et al., 1989), Takahashi & Yamanaka (2006)
testaram 24 fatores de transcrigdo expressos em CTE como candidatos para a reprogramacgao

epigenética sem utilizar ovécitos ou CTE. A demonstragdo de que a expressdo exogena de
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apenas quatro fatores de transcricdo (Oct4, Sox2, cMyc, e KIf4) era suficiente para iniciar a
conversao de células diferenciadas em pluripotentes representa um importante passo para o
entendimento do processo de reprogramagao (MAHERALLI et al., 2007; OKITA et al., 2007,
TAKAHASHI et al., 2007; YU et al., 2007, LOWRY et al., 2008; PARK et al., 2008a;
HANNA et al., 2010). As células reprogramadas, denominadas induced pluripotent stem (iPS)
demonstraram ser pluripotentes in vitro e in vivo (MAHERALLI et al., 2007; OKITA et al.,
2007; WERNIG et al., 2007). Esta nova tecnologia permitiu o estabelecimento de células
pluripotentes com genomas de pacientes, fato que iniciou o estabelecimento de novas
metodologias de investigacdo de doengas humanas (DIMOS et al., 2008; PARK et al., 2008b;
SAHA & JAENISCH, 2009). Evidéncias em camundongos demonstram que a abordagem
também possui potencial para a terapia celular (HANNA et al., 2007; WERNIG et al., 2008).

A metodologia utilizada para a introducdo dos fatores de transcricdo foi baseada em
vetores virais (retrovirus), devido a alta eficiéncia de transformacao e elevada expressao dos
transgenes (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006). No entanto, os vetores sdo integrados
aleatoriamente no genoma, o que pode causar variagdes na atividade do transgene ou
interferéncia na regulagdo em Cis de uma sequéncia endogena. Ambas situagdes podem
causar alteragdes no fenotipo celular (HACEIN-BEY-ABINA ET AL., 2003; OKITA et al.,
2007). Para evitar que tais fatos influenciem o potencial das células iPS, alternativas que
mantenham a integridade do genoma tém sido intensamente investigadas (KISKINIS &
EGGAN, 2010).

Diversas metodologias foram descritas como capazes de gerar células iPS sem a
integracao de DNA exdgeno: transfeccdo sequencial de plasmideos (OKITA et al., 2008; SI-
TAYEB et al., 2010), uso de adenovirus (STADFELD et al., 2008), virus Sendai (FUSAKI et
al., 2009), transducao de proteinas (KIM et al., 2009; ZHOU et al., 2009), sistema Piggybac
(SOLDNER et al., 2009; WOLTIJEN et al., 2009), e vetores episomais (YU et al., 2009). A
busca por métodos alternativos de reprogramagdo demonstrou que a integracao dos vetores
ndo € necessaria para obten¢do de células iPS (OKITA et al., 2008; STADFELD et al., 2008;
VARAS et al., 2009; YU et al., 2009). Este resultado exclui a possibilidade de que algum gene
ou via de sinalizagdo seja afetado sistematicamente durante o processo aleatorio de integragao
dos transgenes e, portanto, seria necessario para reprogramacdo. O sistema Piggybac em
células iPS humanas também determinou que a eliminacdo da expressao exogena dos

transgenes ap6s o processo de reprogramacdo torna as iPS mais semelhantes as CTE
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(SOLDNER et al., 2009). Apesar dos avangos, as metodologias descritas acima apresentam
limitagdes, principalmente devido a eficiéncia de reprogramacao ser relativamente baixa em
relagdo aos métodos virais (KISKINIS & EGGAN, 2010).

Recentemente foi relatado que RNA modificados sdo capazes de gerar células iPS
livres de DNA exd6geno com maior eficiéncia de reprogramagdo que métodos anteriores € em
um intervalo inferior (WARREN et al., 2010). Apesar das células iPS e CTE serem
pluripotentes, pouco se sabe sobre os mecanismos fisiolégicos necessarios para a formagao
dos diversos tecidos somaticos durante o desenvolvimento. Por isso, a indugdo da
diferenciag¢do de células pluripotentes para um determinado tipo celular in vitro é geralmente
pouco eficiente e varidvel entre individuos (OSAFUNE et al., 2008). Entretanto, o método de
RNA modificados demonstrou ser util para direcionar as células iPS ao tipo celular desejado,
por aumentar a quantidade de RNAs de genes importantes para diferenciacdo celular
(WARREN et al., 2010). No entanto, ainda ¢ necessario reproduzir estes resultados de forma
independente.

Outra alternativa em potencial ¢ a identificagdo de moléculas que possam substituir a
funcdo dos fatores de transcrigdo durante a reprogramacdo ou induzir a sua expressao nas
células somaticas (FENG et al.,, 2009). Caso seja possivel encontrar compostos que
compensem a atividade dos quatro fatores (Oct4, Sox2, cMyc, e KIf4), seria possivel em
principio, realizar a reprogramacao apenas por meios quimicos. Esta abordagem tem grande
apelo pela sua simplicidade, seguranga, possibilidade de realizar a reprogramagdo em larga
escala e poder contribuir para o entendimento do processo de reprogramacgao (ICHIDA et al.,
2009).

Diversas moléculas que aumentam a eficiéncia da reprogramagdo para pluripoténcia
foram identificadas (HUANGFU et al., 2008a,b; SHI et al., 2008; LI et al., 2009a,b). Mais
importante, compostos que compensam a auséncia do cMyc, Sox2 e Klf4 foram descritas
(FENG et al., 2009; ICHIDA et al., 2009; LI et al., 2009b; LYSSIOTIS et al., 2009;
MAHERALI & HOCHEDLINGER, 2009). Em relacdo ao Sox2, observa-se que existem
mecanismos diferentes para substitui-lo, como por exemplo, a inativagao das vias MEK/ERK
ou TGF-B (ICHIDA et al., 2009; LI et al., 2009b; MAHERALI & HOCHEDLINGER, 2009).
Este fato corrobora com a evidéncia de que a funcdo deste fator de transcricdo pode ser

compensada para manutengdo da pluripoténcia (MASUI et al., 2007). Recentemente foi
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demonstrado que células iPS podem ser obtidas pela transdu¢ao com apenas Oct4 e agentes
quimicos (LI et al., 2010; ZHU et al., 2010; YUAN et al., 2011).

Apesar dos avangos obtidos, o grande entrave da reprogramagdo por moléculas ¢ a
auséncia de compostos que compensem ou induzam a atividade do gene Oct4. A prospecao
em larga escala de compostos que substituam o produto do gene resultou em algumas
moléculas candidatas, embora estes resultados ndo tenham sido posteriormente confirmados
em escalas maiores (EGGAN, K., dados nao publicados). Apesar de um relato ter descrito ser
possivel substituir com moléculas que modificam a cromatina (inibidor da histona
metiltransferase G9a), as células iPS obtidas sem Oct4 exdgeno foram pouco avaliadas quanto
a sua capacidade de diferenciagdo in vitro e in vivo (SHI et al., 2008). Outra limitagao foi a
utilizagdo de células-tronco neurais fetais para reprogramac¢ao, que ndo podem ser obtidas de
pacientes.

Oct4 ¢ um fator de transcricdo com um papel central na manutencao da pluripoténcia
(BOIANI & SCHOLER, 2005; BOYER et al., 2005; KELLNER & KIKYO, 2010), expresso
apenas em células germinativas e embrides antes da implantagdo, sendo precocemente
silenciado por mecanismos epigenéticos como a metilacdo de histonas ¢ do DNA em suas
sequéncias regulatorias (FELDMAN et al., 2006; EPSZTEJN-LITMAN et al.,, 2008;
ATHANASIADOU et al., 2010). Devido as caracteristicas descritas acima, supdem-se que
caso seja possivel reativar Oct4 por moléculas, este processo seria indireto. Ao analisar os
mecanismos regulatérios em trans do gene Oct4 (KELLNER & KIKYO, 2010), identifica-se
um receptor nuclear importante para a manutencdo da atividade do Oct4 (GU et al., 2005;
GAO et al., 2006). O gene Nr5a2 (também conhecido como LRH-1) é expresso em diversos
tecidos (FAYARD et al.,, 2004), fato relevante para tentativas de reprogramagdo por
moléculas. Os receptores nucleares sdo uma classe de fatores de transcri¢do naturalmente
regulados por moléculas e diversos compostos que aumentem a expressao do Nr5a2 foram
identificados (ZHOU et al., 2005; WHITBY et al., 2006; HADIZADEH et al., 2008). Caso o
Nr5a2 exoégeno compense ou induza a atividade do Oct4 durante a reprogramacdo, sera
possivel prospectar moléculas para elevar sua expressao. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar se o produto do gene Nrja2 € capaz de substituir a fun¢do do gene Oct4 exdgeno na

obtencao de células iPS.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Isolamento de fibroblastos fetais

Todos os protocolos descritos abaixo foram aprovados pelo comité de ética da
Universidade de Harvard, Cambridge, EUA. Foram utilizados camundongos transgénicos
portando o gene reporter Oct4::GFP (YEOM et al., 1996). Fémeas entre 6 e 12 semanas de
idade foram submetidas a superovulagdo com uma injecdo subcutanea de SUI de pregnant
mare serum gonadrotopin (PMSG) e uma dose de 5SUI de human chorionic gonadotropin
(HCG) 48h depois. Em seguida a injecdo de HCG, as fémeas eram acasaladas e a confirmagao
da copula feita pela da identificagao do tampao vaginal na manha do dia seguinte (E 0.5). No
décimo terceiro dia e meio de gestacdo (E13.5), os fetos eram recuperados para o isolamento
de fibroblastos fetais.

As fémeas eram sacrificadas com CO2. Uma incisdo era feita na regido abdominal do
animal e feita a remocdo do utero. Os fetos eram retirados da placenta e saco vitelinico,
lavados em PBS e expostos a luz ultravioleta (UV) na regido das cristas gonadais. Este
procedimento permite confirmar que o animal possui o transgene Oct4::GFP devido a
presenca de células germinativas primordiais que sao GFP positivas. Outra possibilidade era
genotipar os animais por PCR. Os fetos selecionados tinham a cabega e 6rgdos internos
removidos. A carcacga era fragmentada com pingas e tratada com tripsina 0,25% por cinco
minutos. Apés varias lavagens em solucao de tripsina e passagens pelo vortex, a suspensao de
células era lavada e ressuspendida em meio DMEM contendo 20% de soro fetal bovino
(SFB). A suspensdao de fibroblastos era cultivada ou congelada utilizando uma solugao
composta pelo meio DMEM contendo 10% de SFB e 10% de Dimetil Sulféxido (DMSO).
Durante o congelamento, os recipientes contendo as células eram mantidos a -80° C por 12h e

imersos em nitrogénio liquido (-196° C).
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4.2.2. Isolamento de Hepatocitos

O isolamento de hepatdcitos foi realizado utilizando um protocolo de perfusdo em
duas etapas. Camundongos com até quatro meses de idade portando o transgene Oct4::GFP
foram utilizados para o experimento. O animal era anestesiado, a cavidade abdominal exposta
e os Orgdos eram afastados para visualizacdo da veia porta e a veia cava inferior. Esta ultima
era fechada com um grampo bem proximo do local do inicio da perfusdo. A veia cava era
entdo canulada com uma borboleta 24G e a veia porta secionada. Uma solu¢do de EDTA era
injetada continuamente (3mL por minuto) durante cinco minutos a partir do local da infusdo
(Kreb’s-Ringer Buffer contendo 154mM NaCl, 6mM KCI, 25mM NaHCOs3, 20mM HEPES,
6mM Glicose ¢ ImM de EDTA). Em seguida uma enzima com atividade de colagenase era
injetada com a mesma pressdo da solucdo anterior (Blenzyme Liberase na concentragdo de
3,5mg mL"). O aumento do volume e perda da cor vermelha caracteristica do figado eram
indicios do sucesso no procedimento.

Ao fim da perfusio, o figado era removido e colocado em uma placa de petri contendo
meio William’s gelado (William’s medium contendo 10% de SFB, 2mM de glutamax e
antibioticos). Cuidadosamente a capsula de Glisson era fragmentada e os hepatocitos
liberados. A suspensdo celular passava por um filtro de 40pM sobre um tubo falcon de 5S0mL.
As células eram lavadas duas vezes em meio william’s gelado e ressuspendidos em 20mL de
meio.

Dois volumes da solugao de Percoll (7,8mL de Percoll 100%, 1mL de PBS 10X e
1,2mL de H20) eram preparadas, misturadas a 10mL da suspensdo celular cada e
centrifugadas a 200xg por dez minutos. O sobrenadante era removido e o pellet lavado duas
vezes com meio William's. Apos a Ultima lavagem o pellet era resuspendido em 25mL de
meio William’s e realizava-se a contagem de cé€lulas para determinacdao da concentragdo da
solugdo. Uma aliquota contendo 30.000 células era depositada em um poco de placas de seis
pogos tratadas com colageno I (Invitrogen). Cerca de trés horas depois do inicio do cultivo, o
meio era trocado por meio William's contendo 10% de Knockout serum replacement (KSR),
40ng mL-! de Hepatocyte growth factor (HGF) e 20ng mL-! de Epidermal growth factor

(EGF). A transdugdo ocorria até trés dias depois do isolamento.
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4.2.3. Clonagem génica

Um plasmideo contendo o cDNA da sequéncia de camundongos do gene Nrja?2
(LRH-1) foi obtido da Addgene. Foi utilizada a metodologia de clonagem Gateway
(Invitrogen). A sequéncia codante do gene foi transferida para o “plasmideo de entrada” apos
uma rea¢do BP conforme descrito pelo fabricante. O ¢cDNA foi entdo transferido para o

“plasmideo de destino” pMXs pela reagdo LR e confirmado por sequenciamento.

4.2.4. Preparacio de retrovirus

A producdo de retrovirus foi realizada como descrito anteriormente (ICHIDA et al.,
2009). Plasmideos pMXs contendo os cDNA murinos dos genes Oct4, Sox2, cMyc, e Klf4
foram obtidos da Addgene e do gene Nr5a2 (LRH-1) como descrito acima. Diferentes placas
de células Plat-E foram transfectadas com um dos plasmideos para gerar retrovirus utilizando
o reagente Fugene 6 (Roche). Apds 24 horas da transfec¢do o meio das células era trocado e

no dia seguinte o meio contendo retrovirus era coletado e filtrado (0,22uM).

4.2.5. Transducao de células somaticas

O meio de transdugdo era obtido pela composi¢cdo das diversas combinagdes virais
usadas e diluidas 1:1 com meio DMEM. Em seguida era adicionado Spug mL-! ou 8ug mL-!' de
polybrene (para fibroblastos e hepatocitos, respectivamente) para aumentar a capacidade
infectante das particulas produzidas. A solugio de transdugdo eram adicionados as células em
lugar do meio DMEM. Apos 12h e 24h, o meio era removido e nova solugdo de transdugdo
era adicionada as células. Um dia depois da ultima transducdo, o meio era trocado por

DMEM. No quarto dia pds-transducdo o meio era trocado para meio ES (descrito abaixo).
4.2.6. Meio de cultivo de células-tronco embrionarias
O meio de cultivo de CTE de camundongos (Meio ES) era composto de Knockout-

DMEM (KO-DMEM-Gibco), contendo 15% de SFB (Hyclone-Chemicon) ou 15% de KSR,

2mM L-glutamina, 0,ImM B-mercaptoetanol, 1x Aminoacidos ndo essenciais (Gibco) e 1000
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U mL-! de leukaemia inhibitory factor - LIF (ESGRO-Chemicon). O meio era trocado a cada

dois dias.

4.2.7. Avaliacao da eficiéncia de reprogramacio

No quarto dias apds a transdugdo, as células somaticas infectadas eram repicadas com
tripsina 0,25% e cultivadas em placas contendo fibroblastos fetais irradiados em meio ES. Em
alguns experimentos, as células foram transfectadas na presenca das células irradiadas como
descrito abaixo. No décimo quarto e vigésimo oitavo dias pds-transducdo era aferido o
numero de colonias de células com morfologia de células tronco embrionarias ¢ GFP
positivas. A eficiéncia de reprogramacgdo era estimada pela divisdo do ntimero de colonias

GFP positivas pela quantidade inicial de células plaqueadas.

4.2.8. Isolamento de linhagens iPS primarias

Terminada a avaliacao no vigésimo oitavo dia, algumas colonias eram isoladas para
posterior caracterizagdo. Com uma pipeta Gilson P200 sob estereomicroscopio, o0s
fibroblastos fetais irradiados que circundam a col6nia eram removidos e a fluorescéncia do
colonia confirmada pela exposicdo a UV. Em seguida, as células iPS eram removidas e
depositadas em um microtubo. Por meio de pipetagem a coldnia era dissociada e depositada
em um pog¢o de uma placa de 6 pogos sobre uma camada nova de fibroblastos fetais. Cerca de
uma semana depois, a linhagem primaria iPS (passagem 0) poderia ser repicada com tripsina

0,25%.

4.2.9. Analise estatistica

Os dados referentes as taxas de reprogramacdo foram analisados pelo teste do Qui-

quadrado (¥?). O nivel de significancia considerado foi P < 0,05.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para testar a capacidade do produto do gene Nr5a2 em substituir o Oct4 na
reprogramacado por fatores definidos, a sequéncia codante do receptor nuclear foi clonada no
plasmideo pMXs utilizando a tecnologia Gateway (Invitrogen). O uso de um vetor retroviral
(pMXs) garante que quando a célula atinge o fenotipo indiferenciado o transgene ¢ silenciado
por metilacdo de DNA e histonas, como observado em CTE (CHERRY et al., 2000; OKITA et
al., 2007; MATSUI et al., 2010). O incorreto silenciamento dos transgenes pode afetar
negativamente o fenodtipo das células, reduzindo sua capacidade de diferenciagcdo (OKITA et
al., 2007).

A primeira etapa da clonagem génica consistiu no isolamento do cDNA do Nrja2 do
vetor inicial e adicdo dos adaptadores por PCR. Estes adaptadores servem como sitios para
recombinagdo (transferéncia do cDNA entre plasmideos) e garantem que o gene vai estar na
dire¢do correta no vetor seguinte. Em seguida, o produto de PCR foi introduzido no primeiro
plasmideo Gateway (entry plasmid) por uma reagdo de recombinagd@o. Uma nova sequéncia
de transferéncia Gateway permitiu introduzir o cDNA do Nr5a2 no vetor pMXs (destination
plasmid). A orientacdo e identidade do cDNA foram confirmadas por sequenciamento.

Para avaliar os possiveis efeitos do Nr5a2 na indugdo de pluripoténcia, o transgene foi
introduzido concomitantemente com cDNAs dos genes de reprogramacao (Oct4, Sox2, e Kif4
ou Sox2 e Kif4) para testar seu efeito no aumento da eficiéncia de reprogramagdo e sua
capacidade de substituir a atividade do Oct4 (Tabela 4.1). O plasmideo pMXs vazio foi
utilizado como controle negativo. Com o intuito de melhorar as condi¢des experimentais para
facilitar a reprogramacdo, o meio de cultivo foi formulado com um suplemento definido, o
KSR, ao invés do SFB. Este procedimento aumenta substancialmente a eficiéncia de
reprogramac¢do (BLELLOCH et al., 2007; OKADA et al., 2010).

A expressdao do gene Nrja2 reduziu a eficiéncia de reprogramacgdo com trés fatores
(Tabela 4.1). Na tentativa de substituir o gene Oct4, apenas uma colonia GFP positiva foi
encontrada. A partir dela foi possivel estabelecer uma linhagem iPS com morfologia e

crescimento caracteristico de células pluripotentes (Figura 4.1).
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Tabela 4.1 - Efeito da expressao do gene Nrja2 na reprogramagao por fatores definidos de
fibroblastos em células pluripotentes.

Reprogramacgao

Colonias Coldnias Colonias Colonias

Virus Fibroblastos D14 D14 D28 D28

(n) (%) (n) (%)
KSO+V 690000 2365 0,3422 5825 0,84422
KSO+N 630000 129 0,020b 316 0,0500P
KS+V 690000 0 0,000¢ 0 0,0000¢
KS+N 690000 0 0,000¢ 1 0,0001¢

Cinco réplicas. Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p<0,05). K:
Klif4; S: Sox2; O: Oct4; N: Nr5a2; V: vetor vazio. Apenas colonias com morfologia de células-
tronco e expressdo do gene repdrter Oct4::GFP foram consideradas como eventos de
reprogramacgdo. D14 e D28: Dia 14 e 28 apo6s a transdugdo, respectivemente.

Figura 4.1 - Linhagem celular iPS obtida sem Oct4 exogeno. A) Morfologia caracteristica de
células pluripotentes durante a quinta passagem. B) Atividade do gene reporter
Oct4::GFP restrita as células reprogramadas.

O restabelecimento da pluripoténcia por fatores definidos depende da promocgdo da
correta estequiometria dos transgenes durante o processo de reprogramagao (PAPAPETROU
et al. 2009). Com intuito de investigar se a baixa eficiéncia obtida com Nrja2 era em
decorréncia da incorreta concentracdo do transgene, foi realizada uma titulagcdo da carga viral
para transdugdo (Tabela 4.2). No entanto, a expressao do gene Nria2 nao foi compativel com

a formagdo de colonias GFP positivas em todas condigdes testadas.
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Tabela 4.2 - Efeito da titulagdo do Nr5a2 na reprogramacao de fiboblastos em células
pluripotentes por fatores definidos sem Oct4 exdgeno.

Reprogramacgdo
, Colonias Colonias Colonias Colonias

Virus tragse(?llllzaifias 14 dias 14 dias 28 dias 28 dias
(n) (%) (n) (%)
KSO 180000 175 0,092 537 0,292
KS+V 180000 0 0,00° 0 0,00°
KS +0,25N 180000 0 0,00b 0 0,00°
KS +0,50N 180000 0 0,00° 0 0,00°
KS + 1,00N 180000 0 0,00b 0 0,00°

Duas réplicas. Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p<0,05). K: Klf4,
S: Sox2; O: Oct4; N: Nria2; V: vetor vazio. Apenas colonias com morfologia de células-
tronco e expressao do gene reporter Oct4.::GFP foram considerados como eventos de
reprogramacgdo. D14 e D28: Dia 14 e 28 apo6s a transdugdo, respectivemente.

Durante a realizacdo dos experimentos descritos acima, um relato foi publicado
demonstrando a capacidade do Nr5a2 de substituir Oct4 na formagao de células iPS (HENG
et al., 2010). Nas condi¢des experimentais de Heng et al., (2010), a eficiéncia de
reprogramacao (utilizando Nrja2, Sox2, e Klf4) em fibroblastos era de 1 colonia de células
iPS a cada 50.000 células ou 0,002%.

Devido a este relato, foi decidido investigar moléculas que subtituam o Oct4 na
reprogramacgdo por fatores definidos pela modulacdo da expressdo do Nrja2. Diferentes
moléculas apresentam atividade como agonistas do gene Nr5a2 (WHITBY et al., 2006;
HADIZADEH et al., 2008), e a molécula melhor caracterizada ¢ a prostaglandina E2 (PGE2)
(ZHOU et al., 2005; HADIZADEH et al., 2008). Por isso, investigou-se o efeito da PGE2 na
reprogramacao. Foi testada a concentragdo de 1mg mL-!, descrita em um relato anterior
(HADIZADEH et al., 2008).

O uso da PGE2 nao afetou a reprogramagao utilizando trés fatores com 14 dias apos a
transducdo (Tabela 4.3). A frequéncia de formac¢do de coldnias foi inferior ao controle KSO
com 28 dias pds-transducao (Figura 4.3), embora células expostas a PGE2 foram capazes de
estabelecer linhagens iPS. Ao utilizar o agonista em substitui¢do de cada um dos fatores,
apenas uma colonia foi formada ap6s a transducdo com Oct4 e Klf4. No entanto, ndo foi

possivel estabelecer uma linhagem iPS, em contraste com todas as coldnias controle isoladas
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que permitiram estabelecer linhagens GFP positivas (n=6). Devido a diversidade de
mecanismos descritos para manter e estabelecer a pluripoténcia em células somaticas sem
Sox2 (MASUI et al.,, 2007; ICHIDA et al.,, 2009; LI et al., 2009b; MAHERALI &
HOCHEDLINGER, 2009), nao se deve descartar a possibilidade que a PGE2 permita

eliminar esse fator na reprogramagao de fibroblastos por fatores definidos.

Tabela 4.3 - Efeito da prostaglandina E2 na reprogramacgdo de fibroblastos por fatores

definidos.
Reprogramagao

Células Colér}ias Colér}ias Colér.lias Colér}ias

Virus transduzidas 14 dias 14 dias 28 dias 28 dias

(n) (%) (n) (%)

KSO 150000 766 0,512 2033 1,35538

KSO + PGE2 150000 717 0,472 1654 1,1026°
KO+V 120000 0 0,00b 0 0,0000¢
KO+V+PGE2 120000 0 0,00° 1 0,0008¢
KS+ V 120000 0 0,00b 0 0,0000¢
KS+ V+PGE2 150000 0 0,00° 0 0,0000¢
SO+ V 120000 0 0,00° 0 0,0000¢
SO+ V+PGE2 120000 0 0,00b 0 0,0000¢

Trés réplicas. Diferentes sobrescritos na coluna diferem significativamente (p<0,05). K: K/f4;
S: Sox2; O: Oct4; V: vetor vazio; PGE2: Prostaglandina E2. Apenas colonias com morfologia
de células-tronco e expressdo do gene reporter Oct4::GFP foram considerados como eventos
de reprogramacgdo. D14 e D28: Dia 14 e 28 apo6s a transdugdo, respectivamente.

Devido as inconsisténcias dos resultados acima, os esforcos subsequentes foram
direcionados a reprogramac¢do de hepatdcitos. Este tipo celular apresenta o maior nivel de
expressdo de Nr5a2 dentre os diversos tecidos no organismo adulto (www.nursa.org). Além
disso, a reprogramagdo de hepatocitos apresenta maior eficiéncia, e ocorre em um intervalo
de tempo inferior até sob a selecdo do gene Fbxl5 (AOI et al.,, 2008). O objetivo foi
estabelecer as condigdes de transdugdo para hepatocitos com o intuito de avaliar moléculas
em larga escala que permitam a reprogramacao sem Oct4 exdgeno.

Trés transdugdes utilizando hepatocitos foram realizadas. No entanto, poucas coldnias
foram formadas mesmo apos a transdug¢do com trés fatores (Oct4, Sox2, e Kif4). Este fato

demonstra a necessidade de ajustar as condi¢des de transdugdo para as células do figado.



134

Apesar disso, foi observada a formagdo de colonias com morfologia de células iPS no grupo
sem Oct4, transduzidos com Nria2, Sox2, e Klf4 (Figura 4.4). Tentativas de ajustar a
estequiometria do Nr5a2 na reprogramacdo de hepatdcitos ndo melhoraram os resultados.
Esforcos adicionais serdo necessarios para obtencao de resultados semelhantes aos publicados

anteriormente (AOI et al., 2008).

Figura 4.3 - Efeito da prostaglandina E2 na reprogramacao de fibroblastos por fatores
definidos. A) Transducdao com Sox2 e Klf4. B) Transdug¢ao com Sox2 e Klf4
e tratamento com 1mg mL"! de PGE2. C) Transdugdo com Oct4, Sox2, e
Klf4. D) Transdugao com trés fatores e tratamento com PGE2. Dia 28 apos a
transdugao.

Os resultados obtidos no presente experimento ndo foram capazes de demonstrar que o
fator de transcricdo NrjaZ2 permite a indugdo da pluripoténcia sem a adicdo do Oc#4. O relato
de HENG et al, (2010) confirma o modelo proposto, sob condigdes experimentais
semelhantes as descritas acima. A demonstracdo que o produto do gene NrSa2 ¢ capaz de
converter células-tronco epiblasticas (CTEP) em CTE colabora com a hipétese de acdo do

Nr5a2 nareprogramacao (GUO & SMITH, 2010).
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Figura 4.3 - Reprogramagdo de hepatocitos por fatores definidos. A) Hepatocitos
transduzidos com Oct4, Sox2, e Klf4. B) Hepatocitos transduzidos com
Nr5a2, Sox2, e KIf4. Apenas o grupo controle apresenta células GFP
positivas. Dia 28 ap6s a transducao.

Considerando estes relatos, existem duas possibilidades para explicar a atual
incapacidade de repetir tais resultados. Uma explicacdo plausivel seria que devido a alguma
diferenca nas condigdes experimentais nao foi possivel observar a formagdao de coldnias
utilizando NrSa2 em substituicdo ao Oct4. No entanto, a eficiéncia de reprogramagdo nos
grupos controles ficou dentro do intervalo relatado na literatura (0,1-1,0%). Nao houve
introducdo de praticas ou reagentes novos no procedimento e a escala dos experimentos seria
suficiente para observar eventos de reprogramacao (baseado na eficiéncia dos relatos acima).

Uma outra possibilidade seria algum problema no processo de clonagem do gene
Nr5a2 ou no vetor de expressao utilizado. A cada etapa da clonagem, o inserto foi confirmado
por sequenciamento, inclusive a aliquota utilizada para transfec¢do das células Plat-E, que
produzem as particulas virais. Apesar de ndo ser possivel excluir algum outro problema no
vetor (independente do inserto), esta possibilidade seria remota pela estabilidade do
plasmideo e devido ao uso frequente no laboratério. Por isso, ajustes no processo de
transducdo receberam maior atengdo em detrimento de avaliagdes para confirmar a atividade

dos transgenes nas células somaticas.
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4.4 CONCLUSOES

A agdo do fator de transcricdo Nrja2 pode representar um novo paradigma na
investigacdo de moléculas que compensem a atividade do Oct4 exdgeno no processo de
reprogramacao por fatores definidos. Além disso, a abordagem pode auxiliar no entendimento
das condigdes necessarias para reativar o Oct4 enddgeno em células somaticas. As tentativas
para demonstrar que o receptor nuclear Nrja2 compensa a atividade do Oct4 nao permitiram
reprogramar fibroblastos em células iPS. A razdo deste fato permanece desconhecida.

E prematuro excluir a possibilidade de que a hipotese proposta esteja incorreta, porque
existem relatos na literatura que descrevem a atividade do Nrja2 no processo de
reprogramacgdo em diferentes contextos. No entanto, ainda ¢ necessario que os resultados
sejam repetidos de forma independente. O uso de hepatdcitos pode representar uma nova
perspectiva para investigacdo desse modelo, embora seja preciso ajustar o protocolo de

reprogramagao para esse tipo celular.
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CAPITULO 5. CONSIDERACOES FINAIS

A reprogramacdo celular tornou-se um importante campo de investigacdo cientifica nas
ultimas décadas ao demonstrar que, apesar da grande estabilidade do fendtipo das células
somaticas, este pode ser experimentalmente revertido a um estado indiferenciado (JAENISCH
& YOUNG, 2008; HANNA et al., 2010; STADTFELD & HOCHEDLINGER, 2010). O
desenvolvimento da clonagem por transferéncia nuclear (TN) e da reprogramacao por fatores
definidos permitiu o aperfeicoamento e o desenvolvimento de diferentes tecnologias que
contribuem para as indlstrias agropecuaria e farmacéutica (WESTHUSIN et al., 2001;
SULLIVAN et al., 2008).

Apesar do crescente interesse no fenomeno e suas aplicagdes, o limitado progresso no
entendimento do mecanismo de reprogramacdo culmina na persisténcia da baixa eficiéncia,
independente da metodologia (HOCHEDLINGER & JAENISCH, 2006). A complexidade do
processo de reversdo do estado epigenético das células e as dificuldades inerentes a
investigacdo do mecanismo representam importantes entraves.

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver alternativas para facilitar a andlise da
reprogramagao apos a clonagem por TN e indu¢ao de pluripoténcia: a enucleagdo quimica dos
ovocitos para TN e a indugdo e/ou compensagdo da atividade do gene Oct4 por moléculas,
respectivamente. A investigagdo dos fatores que impedem o desenvolvimento embrionario
apos a TN com ovocitos enucleados pela actinomicina D e a possibilidade de substituir o Oct4
exogeno pela indugdo do receptor nuclear Nr5a2 foram investigados em detalhe. Os
resultados representam importantes evidéncias que a enucleacdo pela actinomicina D se
tornou a metodologia alternativa de enucleagdo de ovdcitos melhor caracterizada, onde o
principal fator limitante foi identificado: a presenca do DNA tratado com actinomicina D no
ovocito. Estes fatos norteiam as futuras investigagdes para a identificacao de estratégias que
contribuam para o aumento das taxas de desenvolvimento embriondrio e fetal apés a TN com
ovocitos enucleados pela actinomicina D.

Apesar dos resultados do uso do fator de transcricdo Nr5a2 na reprogramagdo por

fatores definidos serem preliminares no presente trabalho, relatos na literatura sugerem que o



148

modelo aqui proposto representa um importante mecanismo para substituicdo do Oct4 na
producgdo de células iPS (GUO & SMITH, 2010; HENG et al., 2010). O proéximo objetivo
sera identificar moléculas que estimulem a atividade do Nr5a2 em niveis suficientes para a
conversao das células somaticas em pluripotentes. A compreensao das diferentes formas para
inducdo da pluripoténcia pode contribuir para as novas abordagens de transdiferenciacdo, ou
seja, a reprogramagdo de uma célula somdtica em outro tipo celular diferenciado sem um
estado indiferenciado intermediario (ZHOU et al.,, 2008; GRAF & ENVER, 2009;
VIERBUCHEN et al., 2010)

Em conclusao, os resultados apresentados servem como importantes contribuicdes para
o aumento da produg¢do de material biologico para investigagdo em nivel molecular do
processo de reprogramacdo epigenética ¢ a aplicagdo das tecnologias para fins comerciais,

cientificos, e terapéuticos.
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