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“A razdo cardeal de toda superioridade humana é, sem duvida, a vontade. O poder
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de sua alma a um fim, ele vencera os obstaculos, e se ndo atingir o alvo, fara pelo

menos coisas admiradveis.”
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RESUMO

O sucesso da clonagem por transferéncia nuclear (TN) estd diretamente relacionado ao
status epigenético da célula doadora de nucleo. Quanto menos diferenciada a célula,
mais facil é a reprogramacédo nuclear a um estado embrionario. Da mesma forma, o uso
de drogas que atuem nos mecanismos de regulacdo epigenética, tal como a Tricostatina
A (TSA), ajudam nessa reprogramacdo. O objetivo desse trabalho foi realizar a
caracterizacdo epigenética de trés tipos de células doadoras de nucleo, sendo elas
células-tronco mesenquimais (CTM) provenientes de duas fontes: fluido amnidtico
(CTM-FA) e tecido adiposo (CTM-TA), e fibroblastos (FIB) da orelha de bovinos;
testar o efeito de sua utilizagcdo na TN com e sem a adicdo de TSA; verificar a expresséo
de genes ligados a epigenética: KAT2A, HDAC1 e HDAC3. Para isso, foram coletas
CTM-FA por amniocentese in vivo de dois bovinos (BOV 1 e BOV 2) da raga Gir
durante a gestacdo. Apds o nascimento, foram realizadas biopsias de tecido adiposo e
pele para isolamento de CTM-TA e FIB, respectivamente. As células foram cultivadas
em incubadora a 38,5°C, 5% de CO, e umidade elevada. Apds isolamento, as células
foram utilizadas para caracterizacdo de sua origem mesenquimal por meio de
marcadores de superficie celular verificados por citometria de fluxo e capacidade de
diferenciagdo em adipdcitos, condrocitos e ostedcitos. O DNA genémico de todos 0s
tipos celulares foi extraido pelo método de salting out e os status de metilacdo e
hidroximetilacdo global do DNA foram determinados utilizando os kits MethylFlash™
Methylated DNA Quantification (Colorimetric) e MethylFlash™ Hydroxymethylated
DNA Quantification (Colorimetric) (Epigentek), respectivamente. Para a clonagem,
ovarios foram coletados de abatedouros-frigorificos para isolamento de ovdcitos, que
foram submetidos a 18 horas de maturagdo in vitro. Ap0s a maturacdo 0s ovocitos
foram enucleados e a célula doadora foi inserida no espago perivitelinico. Para
incorporacdo da celula ao citoplasma ovocitario, foi realizada a eletrofuséo e entéo, os
citoplastos foram submetidos ao cultivo com 50 nM de TSA por 20 h ou em meio sem a
TSA. Apos sete e oito dias de cultivo a taxa de producdo de embrides foi calculada e
comparada pelo teste de Tukey (p < 0,05). As culturas celulares das celulas
provenientes do tecido adiposo e do fluido amnidtico exibiram os marcadores tipicos de
CTM na maior porcentagem das células. Observaram-se resultados opostos entre 0s
animais para a metilacdo do DNA, pois no animal BOV1, as CTM mostraram-se mais
metiladas que os FIB, ao contrario do animal BOV2 onde FIB foram mais metilados
que as células-tronco. Ja o resultado de hidroximetilacdo seguiu 0 mesmo padrdo para
todas as células nos animais BOV1 e BOV2, respectivamente, sendo que CTM-FA
foram as menos hidroximetiladas (0,008 e 0,002%), seguidas de FIB (0,013 e 0,009%) e
CTM-TA (0,072 e 0,03%). Ao analisar as taxas de producdo de embriGes com sete dias
de desenvolvimento, para o animal BOV1 nenhuma diferenca significativa foi
encontrada entre os tratamentos. Ja para o animal BOV2, as CTM-FA produziram 44,92
+ 8,88% de blastocistos clonados quando os embrifes foram expostos a 20 h com a
TSA. Esse resultado foi superior a todos os outros tratamentos sem a TSA e semelhante
ao tratamento com CTM-TA também com uso da TSA (37,96 + 15,80%). Os embribes
produzidos a partir das CTM-FA do BOV2 expressaram menos HDAC3 quando foram
tratados com TSA, além disso, quando ndo foi utilizada TSA no cultivo, os embribes
reconstruidos com FIB apresentaram menor expressdo, semelhante aos embrides
reconstruidos com CTM-TA. Por fim, a expressdo de KTA2A foi maior em embrides
tratados com TSA por 20 h quando foram utilizadas CTM, independente da fonte, como
doadoras de nucleo. Estes resultados demonstram que quando as CTM foram menos
metiladas que FIB, sua associacdo com TSA foi efetiva em aumentar a producéo dos
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embrides bovinos clonados, entretanto, em contraste, quando as CTM foram mais
metiladas sua associacdo com TSA gerou embrides numa proporcao estatisticamente
semelhante aquela obtida com CTM na auséncia de TSA. Ademais, o uso da TSA foi
efetivo em reduzir a expressdao da HDAC3 quando CTM-FA foram utilizadas.

Palavras chave: hidroximetilagdo; histona desacetilase; inibidor de HDAC; metilagéo;
transferéncia nuclear.
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ABSTRACT

The success of cloning by Nuclear Transfer (NT) is directly related to the epigenetic
status of the nucleus donor cell. The less differentiated is the cell, the easier is nuclear
reprogramming to an embryonic state. Likewise, the use of drugs acting on mechanisms
of epigenetic regulation, such as Trichostatin A (TSA), would aid in reprogramming.
The objective of this work was to perform the epigenetic characterization of three types
of donor nucleus cells, being mesenchymal stem cells (MSC) from two sources:
amniotic fluid (MSC-AF) and adipose tissue (MSC-AT), and fibroblasts (FIB) of
bovine ear; test the effect of its use on NT with and without the addition of TSA; to
verify the expression of genes linked to epigenetics: KAT2A, HDAC1 and HDAC3. For
this, MSC-AF samples were collected by amniocentesis in vivo of two Gyr cows (BOV
1 and BOV 2) during gestation. After birth, adipose tissue and skin biopsies were
collected for isolation of MSC-AT and FIB, respectively. Cells were grown in incubator
at 38.5°C, 5% CO; and elevated humidity. After isolation, the cells were used to
characterize their mesenchymal origin by means of cell surface markers verified by flow
cytometry and differentiation capacity in adipocytes, chondrocytes and osteocytes. The
genomic DNA of all cell types was extracted by the salting out method and the
methylation and hydroxymethylation status of the DNA were determined using the
MethylFlash ™ Methylated DNA Quantification (Colorimetric) and MethylFlash ™
Hydroxymethylated DNA Quantification (Colorimetric) (Epigentek) kits, respectively.
For cloning, ovaries were collected from slaughterhouses to isolate oocytes, which were
submitted to 18 hours of in vitro maturation. After maturation, the oocytes were
enucleated and the donor cell was inserted into the perivitelinic space. For incorporation
of the cell into the oocyte cytoplasm, electrofusion was performed and then the
cytoplasts were cultured with 50 nM TSA for 20 h or in medium without TSA. After
seven and eight days of culture the rate of embryo production was calculated and
compared by Tukey's test (p <0.05). Cellular cultures of cells from adipose tissue and
amniotic fluid exhibited typical MSC markers in the highest percentage of cells.
Opposite results were observed among the animals for DNA methylation, because in the
BOV1, the MSC were more methylated than the FIB, unlike the BOV2 where FIB were
more methylated than the MSC. The hydroxymethylation result followed the same
pattern for all cells: MSC-AF were the least hydroxymethylated (0.008 and 0.002%),
followed by FIB (0.013 and 0.009%) and MSC-AT (0.072 and 0.03%), respectively for
BOV1 and BOV2. When analyzing the production rates of embryos with seven days of
development, for the BOV1 no significant difference was found between the treatments.
For the BOV2, the MSC-AF produced 44.92 + 8.88% of cloned blastocysts when the
embryos were exposed at 20 h with TSA. This result was superior to all other treatments
without TSA and similar to treatment with MSC-AT also using TSA (37.96 + 15.80%).
Embryos produced from the BOV2 with MSC-AF expressed less HDAC3 when treated
with TSA; in addition, when TSA was not used in the culture, the embryos
reconstructed with FIB presented lower expression, similar to embryos reconstructed
with MSC-AT. Finally, KTA2A expression was higher in TSA treated embryos for 20 h
when MSC, regardless of source, were used as donor nuclei. These results demonstrate
that when MSC was less methylated than FIB, its association with TSA was effective in
increasing the production of cloned bovine embryos, however, in contrast, when MSC
was more methylated its association with TSA generated embryos in a ratio statistically
similar to that obtained with MSC in the absence of TSA. In addition, the use of TSA
was effective in reducing the expression of HDAC3 when MSC-AF were used.
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Keywords: HDAC inhibitor; histone deacetylase; hydroxymethylation; methylation;
nuclear transfer.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mecanismo proposto para alteracbes na manutencdo da metilacdo devido a
alteracdes no DNA. B) A oxidagédo da 5-metilcitosina a 5-hidroximetilcitosina previne a
metilacio DNMT1 da citosina na fita oposta. A perda da atividade de metilacdo da
DNMT1 na fita filha no sitio CpG oxidado resulta em perda de metilacdo no sitio CpG
na célula filha. Fonte: Valinluck @ SOWErS, 2007 .......cccvveeiueeeeiieeeeie et 6
Figura 2. Organizagdo da cromatina e cauda da histona H3. Assim como as caudas das
outras histonas, o N-terminal da H3 (vermelho) representa um dominio altamente
conservado que esta susceptivel a ser exposto ou prolongado para fora da fibra da
cromatina. Varias modificacGes pos-traducionais distintas sdo conhecidas por ocorrer no
N-terminal da H3, incluindo acetilacdo (bandeira verde), fosforilacdo (circulo branco) e
metilacdo (hexadgono amarelo). Outras modificacdes sdo conhecidas e podem ocorrer no
dominio globular. Adaptado de Strahl e Allis, 2000. Fonte: Silva et al., 2016................ 8
Figura 3. Regulacdo da atividade transcricional pela modificacdo das histonas. As
modificagdes pos-traducionais nas proteinas histonas sdo necessarias para regular a
ativacdo ou a repressdo a atividade transcricional. a) As modificacbes nas histonas
descompactam a cromatina e permitem 0 acesso a maquinaria transcricional do DNA.
Entre essas modificacGes estd a acetilacdo das lisinas nas histonas H3 e H4 pelas
histonas acetil transferases (HAT); b) Compactacdo das histonas, evitando o acesso da
maquinaria transcricional ao DNA. Entre 0s mecanismos mais importantes se
encontram a desacetilacdo das lisinas nas histonas H3 e H4 pelas histonas desacetilases
(HDAC). O inicio desse processo implica o recrutamento simultaneo das histonas

metiltransferases (HMT), das DNA metiltransferases (DNMT) e das proteinas de unido



X

a citocinas metiladas (MBD), levando ao silenciamento génico. Fonte: Uribe Yunda e
1Y T (o] e T I ST 9
Figura 4. Reprogramagdo do padrdo de metilacdo do DNA em embrides bovinos
normais ¢ clonados, de acordo com Bourc’his et al., 2001. Os niveis de metilacdo da
heterocromatina (cores mais escuras) e eucromatina (cores mais claras) nos embrides
bovinos normais diminuem através do desenvolvimento pré-implantacional, deixando o
blastocisto hipometilado, apesar da heterocromatina do centrdmero permanecer
parcialmente metilada. Os cromossomos dos embrides clonados (em verde) mostram
uma desmetilacdo passiva ocorrendo antes do estagio de 8-16 células. As sequéncias de
heterocromatina nos blastocistos clonados retém mais altos niveis de metilacdo do que
de embrides normais. Fonte: adaptada de Fairburn et al., 2002 ............cccoevvvviirnennnne. 12
Figura 5. A) Sistema utilizado para aspiracao in vivo de liquido amniético; B) Imagem
ultrassonografica demonstrando o correto posicionamento do feto no momento da coleta

do liquido amniotico, as trés linhas tracejadas apontam a orientacdo da saida da

Figura 6. Coleta das bidpsias em regido perineal de bovino para isolamento das células
o [0 (=T o (o [0 To [0 Lo <o RSSO 26
Figura 7. Bovinos fémeas da raca Gir com um ano de idade em que se procedeu a
coleta das células do fluido amniotico, células do tecido adiposo e fibroblastos. A)
Animal BOV1; B) ANIMal BOV2.........oooiiiie ettt s 27
Figura 8. Coleta e cultivo de biopsia de pele para isolamento de fibroblastos bovinos.
A) Biopsia de pele e cartilagem de orelha; B) Fragmento de pele separado da
cartilagem; C) Fragmentos de bidpsia de pele da orelha acrescidos de meio de cultivo

CRIUIAT . et e 28



Xl

Figura 9. Esquema do procedimento de Transferéncia Nuclear e exposicdo dos
embribes a tricostatina A (TSA) nos meios de ativagdo com 6-dimetilaminopurina (6-

DMAP) por 4 horas e adicionalmente por 16 horas no cultivo in vitro

Figura 10. Sequéncia de eventos utilizados para producdo de um clone bovino por
Transferncia de NUCIBOS........cc.oie it et 39
Figura 11. Porcentagem de cada marcador de superficie obtido por transformacdo dos
resultados da citometria de fluxo e imunocoloragdo em média geométrica do logaritimo
de cinco repeticbes com intervalo de confianca de 95%. *Médias estatisticamente
diferentes (p < 0,005). Resultados para células do fluido amnidtico de BOV1 (A) e
BOV2 (B); resultados para células do tecido adiposo de BOV1 (C) e BOV2 (D).
Controle realizado com células MDBK............ccccoiiiiiiiiiiecie e e 45
Figura 12. Anélise de transcriptoma de marcadores de pluripoténcia de células-tronco
mesenquimais derivadas do fluido amnidtico (CTM-FA) e tecido adiposo (CTM-TA). A
expressdo geénica relativa esta representada como média + desvio padrdo obtida de
quatro experimentos diferentes. A linha pontilhada esta posicionada na média dos
marcadores conhecidamente negativos de célula-tronco mesenquimal. Genes com
valores de expressdo relativa acima dessa linha foram considerados upregulated e foram
analisados em comparacdo ao controle compreendendo a populacdo de linfocitos T
DOVINOS. ...ttt ettt bbb ettt e n e eneas 46
Figura 13. Diferenciacao da células-tronco mesenquimais em linhagens celulares. Para
cada protocolo de diferenciacédo, células indiferenciadas foram mantidas para o controle
(A). B) Diferenciacdo em condrocitos confirmada pela coloracdo de Safranina O,
revelando glicosaminoglicanos; C) Diferenciacdo em adipécitos confirmada pela

coloracdo de Oil Red, destacando os depositos lipidicos em vermelho; D) Diferenciacao



XIl

em ostedcitos com depositos de calcio confirmada pela coloragdo de Alizarin

Figura 14. Gel de eletroforese (0,8% de agarose) resultante da extracdo do DNA das
células-tronco mesenquimais do fluido amnidtico (CTM-FA), células-tronco
mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA) e fibroblastos (FIB). M: marcador
molecular de 1 kb. *Animal BOV1; **Animal BOV2. ‘Quantidade de DNA mensurada
por observagdo do gel; 2Quantidade de DNA mensurada pelo NanoDrop®. P6: células
utilizadas na  sexta  passagem; P7: células utilizadas na  sétima
82 R ToT0 (=] PR 48
Figura 15. Porcentagem de metilagdo global do DNA das células-tronco mesenquimais
do fluido amnidtico (CTM-FA), células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-
TA) e fibroblastos (FIB) para o animal BOV1. *"Letras diferentes nas barras
representam diferenca estatistica (P < 0,05).....ccviieiiiiiiiecie e 49
Figura 16. Porcentagem de metilagdo global do DNA das células-tronco mesenquimais
do fluido amnidtico (CTM-FA), células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-
TA) e fibroblastos (FIB) para o animal BOV2. *“Letras diferentes nas barras
representam diferenca estatistica (P < 0,05).....cccccviieiiiciicie e 50
Figura 17. Porcentagem de hidroximetilacdo global do DNA das células-tronco
mesenguimais do fluido amnidtico (CTM-FA), células-tronco mesenquimais do tecido
adiposo (CTM-TA) e fibroblastos (FIB) para 0 animal BOV1...........cccccccoevviivincnenne 50
Figura 18. Porcentagem de hidroximetilacdo global do DNA das células-tronco
mesenguimais do fluido amnidtico (CTM-FA), células-tronco mesenguimais do tecido
adiposo (CTM-TA) e fibroblastos (FIB) para 0 animal BOV2...........c.cccecoevveveincneen 51
Figura 19. Embribes com sete dias de desenvolvimento, clonados a partir de células-

tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA), células-tronco mesenquimais do



X1

fluido amnidtico (CTM-FA) e fibroblastos da pele (FIB) sem uso de Tricostatina A no

meio de cultivo (A, C e E), e com Tricostatina A por 20 horas no cultivo (B, D e

Figura 20. A) Bovinos da raca Gir utilizados e produzidos durante o experimento:
fémea bovina doadora de células (seta branca) e clone produzido a partir dessas células
(seta preta). B) Animal doador de material genético para a clonagem por Transferéncia
Nuclear, BOV1 (Calidora), aos trés anos de idade; C) Animal (Acéacia) proveniente de

clonagem com fibroblastos da orelna do BOV1 aos quatro meses de

Figura 21. Abundancia relativa de RNAm do gene HDAC3 em blastocistos bovinos
clonados a partir de células-tronco do fluido amniotico tratados por 20 h no meio de
cultivo com tricostatina A (CTM-FA-20h) ou ndo tratados (CTM-FA-ST). Letras
diferentes nas colunas representam diferenca significativa (P=0,0624)...........cc.cccceveunene 59
Figura 22. Abundancia relativa de RNAmM do gene HDAC3 em blastocistos bovinos
clonados a partir de fibroblastos da orelha (FIB-ST), células-tronco mesenquimais do
fluido amniotico (CTM-FA-ST) e células-tronco mesenquimais do tecido adiposo
(CTM-TA-ST) ndo tratados com tricostatina A. Letras diferentes nas colunas
representam diferenca significativa (P=0,0625).........ccccccoevveiieiiieciieiiiicsce e 60
Figura 23. Abundancia relativa de RNAm do gene KAT2A em blastocistos bovinos
clonados tratados com tricostatina A por 20 h no meio de cultivo utilizando fibroblastos
da orelha (FIB-20h), células-tronco mesenquimais do fluido amniotico (CTM-FA-20h)
e células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA-20h). Letras diferentes nas

colunas representam diferenca significativa (P=0,0484).........ccccccoevviivciecieveiiec e 61



XV

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Especificacbes dos anticorpos primérios utilizados na citometria de fluxo
para caracterizar as Células-tronCco MeSENQUIMAIS. .........ccerveerereririeniine e 30
Tabela 2. Especificagdes do nome de genes bovinos (Bos taurus) marcadores positivos
de pluripotencialidade de células-tronco, sua descricdo e localizacdo pesquisados por
MICroarranjo @ RT-PCR......cc.oiiiiiie e e e 33
Tabela 3. Informacédo dos primers especificos usados para amplificacdo dos fragmentos
de genes para analise em qPCR tempo real...........ccocooieiiiniiiiencic e 42
Tabela 4. Quantidade de estruturas manipuladas para producdo de embriGes bovinos
clonados a partir de celulas-tronco mesenquimais provenientes do fluido amniotico
(CTM-FA) e do tecido adiposo (CTM-TA), e fibroblastos da orelha (FIB) do bovino da
linhagem 1 (BOV1) na presenca de tricostatina A por 20 horas (h) em cultivo ou sem a
EFICOSTALING A (ST).uriieiiieie ettt sttt e et e e e e ste e e e e enteereenee e e e ns 52
Tabela 5. Quantidade de estruturas manipuladas para producdo de embriGes bovinos
clonados a partir de células-tronco mesenquimais provenientes do fluido amniotico
(CTM-FA) e do tecido adiposo (CTM-TA), e fibroblastos da orelha (FIB) do bovino da
linhagem 2 (BOV2) na presenca de tricostatina A por 20 horas (h) em cultivo ou sem a
EFICOSALING A (ST).uiiiieie ettt ettt st e et e e e e ereeatae st e e e e neeneas 53
Tabela 6. Taxas de fusdo, clivagem e blastocistos bovinos obtidos por transferéncia
nuclear utilizando células-tronco mesenquimais provenientes do fluido amnidtico
(CTM-FA) e do tecido adiposo (CTM-TA), e fibroblastos da orelha (FIB) do bovino da
linhagem 1 (BOV1) na presenca de tricostatina A (TSA) por 20 horas (h) em cultivo ou

SEIM A TSA (ST )ittt ettt st e e e e s esbesraesr e e e e saeenaesree s 55



XV

Tabela 7. Taxas de fuséo, clivagem e blastocistos bovinos obtidos por transferéncia
nuclear utilizando células-tronco mesenquimais provenientes do fluido amniotico
(CTM-FA) e do tecido adiposo (CTM-TA), e fibroblastos da orelha (FIB) do bovino da
linhagem 2 (BOV2) na presenca de tricostatina A (TSA) por 20 horas (h) em cultivo ou
SEBIM @ TSA (ST ettt et e e e nn et sn e 55
Tabela 8. Prenhezes resultantes da transferéncia de embries bovinos clonados a partir
de células-tronco mesenquimais do fluido amniético (CTM-FA) e do tecido adiposo
(CTM-TA), e fibroblastos da orelha (FIB) do bovino da linhagem 1 (BOV1) na

presenca de tricostatina A (TSA) por 20 horas (h) em cultivo ou sem a TSA (ST)....... 57



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CCO - complexos cumulus-ovécitos

CTM — células-tronco mesenquimais

CTM-FA — células-tronco mesenquimais do fluido amniotico
CTM-TA — células-tronco mesenquimais do tecido adiposo
CTZL - Centro de Tecnologias de Racas Zebuinas Leiteiras
DMEM - Dubelcco’s Modified Eagle Medium

DMSO - dimetilsulfoxido

DNMT — DNA metiltransferase

EDTA — acido etilenodiamino tetra-acético (ethylenediamine tetraacetic acid)
ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FIB — fibroblastos

HAT — histona acetilase

HDACI — inibidor de histona desacetilase

LAV — meio de lavagem

LOS - large offspring syndrome

MIV — meio de maturagéo

MSC — mesenchymal stem cell

PBS - phosphate-buffered saline

SFB — soro fetal bovino

TNCS — Transferéncia Nuclear de Células Somaticas

TSA —tricostatina A

UV - ultravioleta

XVI



XVII

SUMARIO
L. INTRODUGAOD.......coooeeeeeeece e eeee et s s 1
2. REVISAO DE LITERATURA........ooiiiiiteee ettt s st st 3
2.1 Transferéncia Nuclear de Células Somaticas (TNCS)........ccccooerviriennienennnns 3
2.2 EPIGENALICA. ...c.eiveveeeeiie ettt e e e et 4
2.2.1 Mecanismos de controle epigenético — Metilagdo do DNA.............. 5

2.2.2 Mecanismos de controle epigenético — Hidroximetilacdo do DNA.5

2.2.3 Mecanismos de controle epigenético — Acetilacdo das histonas.......7

2.3 Reprogramacao epigenética Na TNCS........ccooeiiviienine e 10

2.4 Drogas modificadoras da Cromating..........ccceeeruereerieniresieseseese e 14

2.5 CElulas-tronCco MESENQUIMAIS. ......ccurieirieieieeie et sr et 17

2.6 Associacdo de célula doadora e droga inibidora de HDAC..........ccccocevieennen. 19

3. JUSTIFICATIV A e et neeanees 21
B HIPOTESE. ...ttt b 22
0. OBUETIVOS. ..ottt e e et sr e nn e e e ne e reas 23
5.1. ODJELIVOS QEIAIS....cc.eeiiiiiiiieciectie sttt st s e e saesre e e e e e neanee s 23

5.2. ODbjetivOs BSPECITICOS. ....icuiiieiiiie et 23

6. MATERIAL E METODOS........co oot stesss s sses e seses s sasnen e, 24
6.1 EtiCa Na XPErIMENTAGAD. ........ceveeieeeeeee et ee et et se st 24

8.2 LOCAL ...ttt e 24

6.3 Isolamento in vivo e cultivo in vitro dos diferentes tipos celulares................. 24

6.3.1 Isolamento das células-tronco mesenquimais do fluido amnidtico

(SR 7N YOS 24



XVIII

6.3.2 Isolamento das células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-

T ettt ettt e 26

6.3.3 Isolamento dos fibroblastos de pele da orelha (FIB)..........ccccecvvenenn. 28

6.4 Criopreservagao das CEIUIAS............covi i e 29
6.5 Caracterizagdo das células tronco mesenquUimais..........cccceovververnrererereseennnn, 30
6.6 Padréo de metilagéo e hidroximetilagdo global das células............c.cccoeeueee. 33
6.6.1 Extracdo de DNA gENOMICO.......cccurieirieiiiieiie e 33

6.6.2 Metilagéo e hidroximetilag&o global............ccocoiiiiiiiinii 34

6.7 PreparaGao da TSA.. ..ottt 35
6.8 Transferéncia nuclear de célula SOMALICA...........ccceeverireiiiiice e 35
6.8.1 Maturagao in VIitro doS OVOCIOS..........ccererieie et 35

6.8.2 Tratamentos eXPerimeNntaliS........ccuierererere i 36

6.8.3 Transferéncia nuclear com os trés tipos celulares.........c...cccecvvvevennen. 37

6.9 Inovulacdo dos embriGes e monitoramento da gestagao...........ccecvevvviveiennnnnn 40
6.10 Congelamento de embrides destinados a expressao génica...........cccocververnennn 40
6.11 Analise de expressdo KAT2A, HDAC1 e HDAC2........cccooevvevviivcie e, 41
6.12 ANALISE BSTALISTICA. ... .ve.veeeeiieie et e 42
7. RESULTADOS. ...t ettt et sr e e e e nn e nnne e 44
7.1 Caracterizacdo das Células-Tronco Mesenquimais (CTM).........ccccceevevieenene 44
7.2 Extracdo de DNA geNOMICO........cceiviieeie et 47
7.3 Metilacéo e hidroximetilacdo global dos tipos celulares..........c..ccccccvvvveiienenn 49
7.4 Desenvolvimento embrionario apos Transferéncia Nuclear............................ 51
7.5 Desenvolvimento dos embrides apds iNOVUIaGa0............cccccveveeveeiceciie e, 57
7.6 Analises de expressdo génica dos embrifes clonados...........ccccceevveveevecnenen. 59

8. DISCUSSAOD . ..o e e e e et e et e et er et e e e et e e e ee et e e e eeer et e s e e e 62



9. CONSIDERAGCOES FINAIS. .......coiiereeeeeieteesesieeees e en s anes e, 70
10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ooooeeeeeeeeeeeee oo 72
L1 ANEXOS. .. e 79

11.1 Anexo A — Exame de DNA do animal BOV1 (Calidora), doador de células
para realizacdo da clonagem por transferéncia de nUcleos............cccoevvvivieivnnee, 79
11.2 Anexo B — Exame de DNA do clone bovino (Acacia) demonstrando

completa similaridade com alelos do animal BOV1.........cccocoevvivviieciecievneieee, 80



1. INTRODUCAO

As aplicagdes da clonagem vdo muito além de produzir copias idénticas de
individuos geneticamente superiores. A clonagem por transferéncia nuclear € o metodo
mais utilizado para se produzir clones em mamiferos e, embora as taxas de producéo de
embrides estejam cada vez maiores com o avanco dos estudos, a qualidade do embrido
produzido e a sua capacidade de gerar animais vivos ainda permanece como um fator
limitante para a aplicacdo desta biotecnologia em ampla escala.

Para se entender as causas dessa baixa taxa de sucesso na producdo de animais
clonados se faz necessario compreender 0S mecanismos epigenéticos que estdo
envolvidos no desenvolvimento desses embrides. O citoplasma recipiente deve ser
capaz de desprogramar completamente o genoma das células doadoras de nucleo e
reprograma-las a um estado totipotente, capaz de gerar um novo individuo,
primeiramente com as marcas embrionarias e, posteriormente com as marcas especificas
dos tecidos. Essa reprogramacao epigenética anormal pode levar a expressdo génica
defeituosa.

Para se chegar a uma reconstrucdo epigenética mais proxima ao natural, a
utilizacdo de células menos diferenciadas e de drogas que auxiliem o processo de
reprogramacao pode contribuir para o sucesso no desenvolvimento do embrido apos a
transferéncia de nucleos.

Os principais mecanismos epigenéticos envolvidos na reprogramacdo do nucleo
doador sdo a metilacdo do DNA e modificagdes nas proteinas histonas, dentre eles a
acetilacdo. Para correta reprogramacdo epigenética deve-se obter um status
hipometilado do DNA e hiperacetilado das histonas nos embrifes clones. Desta
maneira, a utilizacdo de células menos metiladas como doadoras de nucleo parece ser

uma boa alternativa para aumentar a eficiéncia da técnica.



Desde que se comprovou que as células-tronco embrionarias sdo mais eficientes
em se produzir embrides clones do que tipos celulares altamente diferenciados, acredita-
se que quanto menor o grau de diferenciacdo de uma célula, mais potencialmente ela
sera desprogramada pelo citoplasma receptor. Assim, as células-tronco mesenquimais,
que podem ser obtidas de animais vivos, no fluido amni6tico e tecido adiposo, surgem
como uma promissora fonte de ndcleos a serem utilizados na clonagem.

Para aumentar a eficiéncia da clonagem, o uso de drogas tanto nos meios de
cultivo de células, quanto dos embrides vém sendo estudado. A tricostatina A é uma
droga inibidora de histonas desacetilases (HDACI), e assim age inibindo enzimas
responsaveis por diminuir a acetilacdo das histonas, ou seja, levando o embrido a um
estado hiperacetilado.

Embora a utilizagdo de células menos diferenciadas conjuntamente com o uso de
tricostatina A pareca ser uma boa combinagdo para melhorar a quantidade e qualidade
de embrides produzidos por clonagem, isso ainda ndo havia sido testado. Desta forma,
este trabalho buscou determinar o padrdo de metilacdo de células-tronco mesenquimais
e de fibroblastos da orelha de bovinos e testa-las na presenca de tricostatina A para a
producdo de embrides clonados por meio de transferéncia nuclear e verificar a

expressao de genes ligados a epigenética nos embrides produzidos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transferéncia Nuclear de Células Soméaticas (TNCS)

A Transferéncia Nuclear de Células Sométicas (TNCS) tem sido vista como uma
biotecnologia promissora e poderosa em que as células somaéticas terminalmente
diferenciadas sdo reprogramadas com éxito em embrido totipotente pelo transplante de
um ndcleo doador em um ovoécito enucleado (Wilmut et al.,, 1997, Polejaeva et al.,
2000). De fato, o sucesso da técnica € comprovado pela geracdo de mais de 20 espécies
diferentes de animais clonados até agora (Thuan et al., 2010).

Apesar de a TNCS ser uma promissora tecnologia com aplica¢fes potenciais em
pesquisa na transgenia, preservacdo de espécies, propagacdo de animais de producao,
xenotransplantes em humanos, modelos de doencas humanas em animais e clonagem
terapéutica (Wang et al., 2011), sua eficiéncia, ou seja, a quantidade de animais
nascidos vivos comparado ao nimero de embrides transferidos, ainda € muito baixa.
Segundo lager et al. (2008) e Giraldo et al. (2008) a eficiéncia de producdo de
mamiferos clonados permanece menor que 10%, e, de uma forma mais abrangente,
Thuan et al., (2010) afirmam que a eficiéncia da técnica nas diferentes espécies pode
variar de 0-20%.

A maioria dos embrides/fetos produzidos por transferéncia nuclear é perdida em
diferentes estagios da gestacdo, e sofrem de sérias anormalidades do desenvolvimento
que sdo caracterizadas pela large offspring syndrome (LOS) (Beyhan et al., 2007).

A LOS ¢ usada para descrever um nimero de malformac6es e doencas, o elevado
peso ao nascimento é apenas uma dessas manifestacdes. De acordo com Vajta e Gjerris

(2006), outros problemas ja foram detectados em camundongos, bovinos e ovinos, tais



como anormalidades placentérias, hipoxia, falha respiratoria, falta de vigor pds-natal,
malformagdes no figado e cérebro e falhas no sistema imunologico. Essa baixa
eficiéncia limita significativamente as aplicacfes biomédicas e na agricultura da
clonagem, principalmente aquelas relacionadas a transgenia (Cao et al., 2017), que
utiliza como ferramenta a clonagem.

Vérias vertentes sdo estudadas para o aprimoramento da técnica de TNCS, tais
como fonte da célula doadora, qualidade do citoplasma receptor, passagem em cultivo
da célula doadora no momento da clonagem e métodos de sincronizacdo da ceélula
doadora no estdgio GO/G1 do ciclo celular. Porém, sabe-se que a reprogramagdo
epigenética do nucleo doador é um dos fatores mais criticos determinando o sucesso da
clonagem animal (Beebe et al., 2009). Sendo que para Cao et al., (20017) uma das
estratégias mais comumente utilizadas envolve a aplicacdo de pequenas moléculas

inibidoras para regular as modificacdes epigeneticas dos embrides clonados.

2.2 Epigenética

Dentre tantas definigdes para o termo epigenética na literatura, lager et al. (2008)
descreve como alteracfes na expressao génica que nao sdo devidas a alteracdes na
sequencia de DNA. Tomando essa definicdo como base, podemos entender como um
anico organismo vivo possui tantos tipos de tecidos diferentes se todas as células
possuem o mesmo DNA, ou seja, as modificacGes epigenéticas sdo responsaveis pela
derivacdo dos diversos tipos celulares com a mesma composicao genética (Enright et
al., 2003).

Existem varios mecanismos epigenéticos atuando no sentido de modificacdo da

estrutura da cromatina. Essa estrutura é um dos principais fatores pelo qual o controle



do desenvolvimento na expressdo de genes é estabelecido (Beyhan et al., 2007). As
alteracdes génicas incluem metilacdo de DNA e modifica¢cdes nas caudas das histonas

tais como metilacgdo, acetilacéo e fosforilagdo (lager et al., 2008).

2.2.1 Mecanismos de controle epigenético — Metilagdo do DNA

A metilacdo do DNA é uma marca epigenética associada com a estrutura da
cromatina na sua forma compactada e inativada (Bird e Wolffe, 1999). Em vertebrados,
a metilacdo do DNA € caracterizada pela adigdo de um grupo metil na posi¢do 5 das
citosinas (5-metilcitosina), que ocorre principalmente no contexto dos dinucleotideos
citosina guanina (CpG) (Hendrich e Bird, 1998; Kurdyukov e Bullock, 2016). O padréo
altamente metilado caracteristico das células somaticas doadoras de ndcleo tem um
papel significante nas anomalias epigenéticas observadas em animais clonados.

As consequéncias biologicas da metilacdo do DNA sdo mediadas pelas proteinas
ligantes de metil-CpG, tal como a MeCP2, que, por sua vez, recrutam as histonas
desacetilases (Bourc’his et al., 2001). Desta forma, pode-se se dizer que hd uma relacéo
entre a metilacdo do DNA e outro mecanismo de regulacdo epigenética: a acetilacdo das
histonas. O silenciamento do DNA gerado pela metilacdo e também pelas MeCP2 pode
ser quebrado pelos inibidores de histonas desacetilases, criando uma cromatina

remodelada e transcricionalmente ativa (Jones et al., 1998).

2.2.2 Mecanismos de controle epigenético — Hidroximetilagdo do DNA

Um outro mecanismo ainda pouco entendido e com significado biolégico alvo de
estudos € a presenca de 5-hidroximetilcitosina (5-hmc) ligado aos sitios CpG do DNA.
O surgimento do 5-hmc é resultado da oxidacdo do grupo 5-metilcitosina (5-mc)

(Valinluck e Sowers, 2007). Uma vez que o padrédo de metilacdo tenha se estabelecido



em uma célula de mamifero, esse padrdo serd transferido para as células-filhas. O
mecanismo que garante a hereditariedade do padrdo de metilacdo das células € a
especificidade da DNA metiltransferase-1 (DNMT-1). Os dinucleotideos CpG
simetricamente metilados geram sitios hemimetilados apds a replicacdo do DNA
(Pradhan et al., 1999), e esses sitios hemimetilados sdo os substratos preferidos das
DNMT-1 que irdo regenerar simetricamente os sitios metilados. Entretanto, em um
mecanismo proposto por Valinluck e Sowers (2007), quando ocorre a ligacdo do grupo
5-hmc ao dinucleotideo CpG em uma das fitas de DNA antes da replicagdo, as DNMT-1
ndo irdo regenerar esse sitio hidroximetilado, levando a uma perda de metilacdo em

todas as células geradas a partir de entdo (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo proposto para alteracbes na manutencdo da metilacdo devido a
alteracdes no DNA. A oxidacdo da 5-metilcitosina a 5-hidroximetilcitosina previne a
metilacio DNMT1 da citosina na fita oposta. A perda da atividade de metilacdo da
DNMT1 na fita filha no sitio CpG oxidado resulta em perda de metilagdo no sitio CpG

na célula filha. Fonte: Valinluck e Sowers, 2007.

Estudos tem mostrado que um novo olhar tem sido dado a hidroximetilacdo do
DNA. Durante a reprogramacao epigenética do zigoto, a perda do sinal de 5-mc no pro-

nacleo paterno é coincidente com a aparicdo do 5-hmc (Wossidlo et al., 2011). Em



adicdo a isso, Ficz et al. (2011) demonstraram que em células-tronco embrionarias de
camundongos, as regides de eucromatina apresentaram uma forte presenca de 5-hmc
enquanto as regides de heterocromatina foram altamente enriquecidas com 5-mc mas
ndo 5-hmc, reforgando a associagédo entre hidroximetilacdo e transcricdo génica.

Em humanos, Valinluck and Sowers (2007) mencionaram a existéncia de uma
familia de proteinas, as methyl-binding proteins (MBPs), que se ligam com alta
afinidade as sequéncias de DNA contendo 5-mc. Por sua vez, as MBPs recrutam HDAC
que ird levar a condensacdo da cromatina e ao silenciamento do DNA
subsequentemente. Em contraste, a oxidacdo da 5-mc em 5-hmc ira reverter a afinidade
das MBPs, resultando em uma atividade transcricional, por ndo recrutar HDAC

(Valinluck et al., 2004).

2.2.3 Mecanismos de controle epigenético — Acetilacdo das histonas

Outros mecanismos de modificacdo epigenética, além da metilacéo e acetilagdo do
DNA, ocorrem no nivel das proteinas histonas. A unidade fundamental da cromatina
nos eucariontes € o nucleossomo, formado pelas proteinas histonas (H1, H2A, H2B, H3
e H4). As extremidades N-terminais de todas as histonas, com excecdo da H1, se
estendem na superficie do nucleossomo e podem sofrer varias modificacdes, alterando,
por sua vez, a estrutura da cromatina (Strahl e Allis, 2000). Uma das principais
modificacdes que a cromatina embrionaria vai sofrer durante o desenvolvimento € a
acetilacdo das moléculas de histona (Beyhan et al., 2007), que geralmente ocorre nos

residuos de lisina (Figura 2) (Lee et al., 2011).
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Figura 2. Organizacdo da cromatina e cauda da histona H3. Assim como as caudas das

outras histonas, o N-terminal da H3 (vermelho) representa um dominio altamente
conservado que esta susceptivel a ser exposto ou prolongado para fora da fibra da
cromatina. Varias modificacGes pos-traducionais distintas sdo conhecidas por ocorrer no
N-terminal da H3, incluindo acetilacdo (bandeira verde), fosforilacdo (circulo branco) e
metilacdo (hexadgono amarelo). Outras modificacdes sdo conhecidas e podem ocorrer no
dominio globular. Adaptado de Strahl e Allis, 2000. Fonte: Silva et al., 2016a.

Os niveis de acetilagdo das histonas sao regulados por duas familias de enzimas,
as histonas acetiltransferases (HATS) que catalisam a adi¢cdo de um grupo acetil ao
residuo de lisina, enquanto que as histonas desacetilases (HDACSs) o removem (Figura
3) (lager et al 2008). As HAT podem ser classificadas nos tipos A ou B, dependendo da
sua localizacdo subcelular, origem e fungdo. A KAT2A é também conhecida por GCN5
e é uma HAT tipo A, que é encontrada no nucleo onde desempenha um papel
importante na regulacdo da expressdao génica por funcionar como um coativador

transcricional (Lee et al., 2011).



Em geral, a desacetilacdo das histonas suprime a transcricdo génica, ou seja, a
inibicdo das desacetilases resulta num aumento da acetilagéo global das histonas (Wang
et al., 2011). Em outras palavras, acetilacdo das histonas € um mecanismo que facilita a
transcricdo, e a desacetilacdo tem efeito reverso na expressdo génica (Kang e Roh,
2011). No minimo 10 HDAC de mamiferos ja foram identificadas e sdo divididas em
duas classes de acordo com o seu tamanho, homologia de sequéncia e interagdes

proteina-proteina (Pazin e Kadonaga, 1997).

a Transcripcion

® Modificaciones en las histonas que descompactan |la cromatina

y activan la transcripcion /i//

® Modificaciones en las histonas que compactan la cromatina
e inactivan la transcripcion

Figura 3. Regulacdo da atividade transcricional pela modificacdo das histonas. As
modificacdes pos-traducionais nas proteinas histonas sdo necessarias para regular a
ativacdo ou a repressdo a atividade transcricional. a) As modificacdes nas histonas
descompactam a cromatina e permitem o0 acesso a maquinaria transcricional do DNA.
Entre essas modificacGes estd a acetilacdo das lisinas nas histonas H3 e H4 pelas
histonas acetil transferases (HAT); b) Compactacdo das histonas, evitando o acesso da
maquinaria transcricional ao DNA. Entre 0s mecanismos mais importantes se
encontram a desacetilacdo das lisinas nas histonas H3 e H4 pelas histonas desacetilases
(HDAC). O inicio desse processo implica o recrutamento simultdneo das histonas

metiltransferases (HMT), das DNA metiltransferases (DNMT) e das proteinas de unido
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a citocinas metiladas (MBD), levando ao silenciamento génico. Fonte: Uribe Yunda e
Mancera, 2014.

AlteracOes no status epigenético e no perfil de expressdo génica afetam todos os
aspectos do desenvolvimento embrionario e por isso compreender e estudar com
profundidade os mecanismos epigenéticos torna-se tdo importante para o sucesso da
TNCS, pois 0 mecanismo de reprogramacdo epigenética € totalmente alterado em

embriBes reconstruidos por transferéncia de nacleos.

2.3 Reprogramacao epigenética na TNCS

Durante o desenvolvimento normal, os embrides iniciais sofrem uma série bem
orquestrada de metilacbes de DNA e modificagbes nas histonas que tem um papel
importante em estabelecer um estado permissivo para a expressdo génica embrionaria
inicial (Blelloch et al., 2006).

Em comparacdo as células somaticas, os gametas sao menos metilados, com o
DNA do espermatozoide sendo mais metilado que do ovécito (Howlett et al., 1991).
Nos embrides fertilizados normalmente, mecanismos ativos e passivos apagam a
maioria dos padrbes de metilacdo dos gametas antes da implantacdo, de modo que as
células do blastocisto sejam hipometiladas (Bourc’his et al., 2001). Novos padrdes de
metilacdo sdo estabelecidos ap6s a implantacdo, e padrdes defeituosos tém sido
relacionados a situacGes patoldgicas (Xu et al., 1999).

Durante a fertilizacdo, o genoma paterno exibe diferente dindmica de perfil de
acetilacdo de histonas. Apos a fusdo espermatica com o ovdcito, as protaminas sao
rapidamente trocadas por histonas originadas do citoplasma do ovocito. Em contraste a

iss0, 0 pro-nlcleo materno exibe um aparecimento mais gradual das histonas acetiladas
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(Dean et al., 2001). Devido a cromatina da célula somatica ter seu proprio perfil
epigenético, um padrdo especifico de acetilacdo e desacetilacdo é esperado apds a
TNCS (Cervera et al., 2009). A reprogramacdo atrasada ou incompleta do nlcleo
somatico dentro do citoplasma do ovécito pode influenciar o curso normal dos eventos,
pois um controle preciso ao longo do tempo da ativacdo do genoma embrionario é
essencial para a embriogénese normal (Bourc’his et al., 2001).

Durante a clonagem, o ndcleo somatico carrega as modificacdes epigenéticas
especificas do seu tipo de tecido, que deverdo ser apagadas durante a reprogramacao
(Enright et al., 2003; Cervera et al., 2009). Tal reprogramacéo € o processo de retornar o
nucleo somatico diferenciado a um estagio totipotente para suportar o desenvolvimento
e producdo de todos os tipos de tecidos no individuo clonado (Enright et al., 2003).

Similar a remodelacdo do genoma espermatico apos a fertilizagéo, as reacdes de
reprogramacao apos a TNCS sdo iniciadas no citoplasma do ovocito recipiente
imediatamente apds a entrada da célula doadora (Oback, 2009). Entretanto, a cromatina
nas células germinativas de fémeas e machos € bem diferente em certos aspectos da
cromatina nas células somaticas (Kim et al., 2003).

Bourc’his et al. (2001) observaram que embrides FIV sofrem uma desmetilagao
passiva de ambos 0s genomas parentais, e isso ocorre antes da primeira fase S do zigoto
recém formado e continua por todas as divisdes da clivagem. J& em embrides bovinos
clonados nenhuma evidéncia do processo de desmetilacdo ativa foi observada, sendo
que o nucleo somatico permaneceu metilado antes da fase S.

A desmetilacdo passiva continua com uma eficiéncia grandemente reduzida nos
embrides clonados (Bourc’his et al., 2001). A composi¢do da cromatina somatica pode
desempenhar um papel significante nessas anomalias, ja que o processo de fusdo

introduz junto com o ndcleo também a DNMT-1 (DNA metiltransferase de
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manutengdo) que ndo estd normalmente presente nos embrides antes da implantag&o.
Essa DNMT-1 pode estar trabalhando para perpetuar os padrdes de metilagdo de célula
somatica nos embrides clones iniciais (Bourc’his et al., 2001).

Nos experimentos de Bourc’his e colaboradores (2001), o primeiro sinal de perda
de metilacdo nos embrides clonados foi evidenciado no estagio de oito células do
embrido, enquanto que nos embrifes FIV isso ocorreu no estagio de quatro celulas.
Além disso, as células dos blastocistos FIV de sete dias mostraram que 0S Cromossomos
estavam hipometilados em ambas as cromatides e mesmo as regides de heterocromatina
estava parcialmente metiladas, enquanto que nos clones a eucromatina das cromatides
estava hipometilada, mas a heterocromatina dos centrdmeros apresentava uma tendéncia
a estar mais metilada que nos embrides normais, como pode ser observado claramente

na Figura 4 (Bourc’his et al., 2001).

High
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donor nuclei
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Stage of development

Current Biology

Figura 4. Reprogramacéo do padrdo de metilacdo do DNA em embries bovinos
normais e clonados, de acordo com Bourc’his et al., 2001. Os niveis de metilagao da
heterocromatina (cores mais escuras) e eucromatina (cores mais claras) nos embrides
bovinos normais diminuem através do desenvolvimento pré-implantacional, deixando o
blastocisto hipometilado, apesar da heterocromatina do centrdmero permanecer

parcialmente metilada. Os cromossomos dos embrides clonados (em verde) mostram
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uma desmetilacdo passiva ocorrendo antes do estagio de 8-16 células. As sequéncias de
heterocromatina nos blastocistos clonados retém mais altos niveis de metilacdo do que

de embrides normais. Fonte: adaptada de Fairburn et al., 2002.

Essa persisténcia de alto nivel de metilagdo na heterocromatina no centrémero
também pode ser uma fonte de alteracdo da atividade embrionéria inicial, pois a
heterocromatina tem sido envolvida em silenciamento génico em mamiferos e outros
organismos (Shogren-Knaak et al., 2006; Smith, 2008). Comparados aos embrifes
normais, 0 genoma dos clones parece ser uma mistura de sequencias de metilacdo
normais e aberrantes (Bourc’his et al., 2001).

A pobre sobrevivéncia dos embribes clonados é devida, atualmente, a esta
natureza imprevisivel na reprogramacédo nuclear induzida apos transferéncia de nucleos
(Oback, 2009), ja que as células somaticas de mamiferos mostram niveis elevados de
metilagdo do DNA (Bourc’his et al., 2001).

Dessa forma, a baixa eficiéncia do desenvolvimento pos-implantacional dos
embrides clonados a partir de células diferenciadas € causada, ao menos parcialmente,
por remodelacdo ou reprogramacao inadequada do nucleo doador (Wang et al., 2011,
Whitworth et al., 2015), levando a defeitos na expressdo génica inicial (Blelloch et al.,
2006) e expressdo deficiente dos genes envolvidos na manutencdo da pluripoténcia
(Cervera et al.,, 2009). Essas modificacGes epigenéticas e consequentes padrdes de
expressdo de genes anormais estdo associados com a baixa taxa de sucesso global da
clonagem (Kishigami et al., 2006; Wee et al., 2007).

Devido o genoma do zigoto formado ser essencialmente 0 mesmo que o da célula
somatica doadora (embora epigeneticamente diferentes), torna-se claro que a regulacédo
epigenética tem um papel muito importante no processo de reprogramacdo da célula

somatica na TNCS (Cervera et al., 2009).
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Desta forma, apos o entendimento de que a reprogramacdo epigenética é um
processo chave no sucesso da TNCS, muitos estudos tém sido voltados no sentido de
buscar alternativas que facilitem esse mecanismo e levem a maiores taxas de sucesso na
clonagem. Duas vertentes podem ser destacadas com esse intuito: o uso de células
menos diferenciadas como doadoras de nucleo para facilitar a reprogramacdo a um
status embrionario e a utilizacdo de drogas que auxiliem a correta remodelacdo da

cromatina nos embrides clones.

2.4 Drogas modificadoras da cromatina

Devido a crescente evidéncia da desregulacdo epignética nos embrides TNCS, o
uso de modificadores da cromatina tem sido de interesse para facilitar a reprogramacéo
nuclear e reduzir as anormalidades epigeneticas vistas nos clones (lager et al., 2008).
Acredita-se que a diminuicdo da metilacdo e o aumento da acetilacdo alteram a estrutura
da cromatina, e subsequentemente melhoram a competéncia do desenvolvimento de
embrides clonados (Oh et al., 2012).

Assim, a busca por drogas que atuem reduzindo a metilagdo e aumentando a
acetilacdo tanto nas células doadoras quanto nos embrides clonados passaram a ser foco
de estudos para auxiliar a maquinaria endégena modificadora do epigenoma e aumentar
a velocidade e extensdo da reprogramacdo nuclear (Schmittgen e Livak, 2008) e, por
consequéncia, melhorar a eficiéncia da clonagem.

Mais especificamente, a eficiéncia da TNCS foi melhorada com introducdo de
drogas inibidoras de histona desacetilases (HDACI) (Whitworth et al., 2015), tanto na
ativacdo como no cultivo dos embrides reconstruidos (Oh et al., 2012). Porém, Akagi e

colaboradores (2011) afirmam que ainda ndo esta claro como o tratamento com HDACi
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melhora a competéncia do desenvolvimento dos embrifes TNCS. Uma possivel
explicacdo é que HDACI pode levar a correcdo de modificacGes epigenéticas anormais,
seguida pela expressdo normal de alguns genes relacionados ao desenvolvimento (Akagi
et al., 2011), ja que a inibicdo de HDAC levard a um aumento dos niveis globais de
acetilagéo das histonas, facilitando a transcricdo de uma forma generalizada (Cervera et
al., 2009).

Existe uma ampla variedade de HDACI de origem natural e sintética, dentre eles
podemos citar &cido hidroxadmico suberoilanilida (SAHA), Scriptaid (Whitworth et al.,
2015), Apicidin (Darkin-Rattray et al., 1996), butirato de sodio (Liu et al., 2012),
tricostatina A (Sawai et al., 2012). A maior questdo a respeito da terapia transcricional
com HDAC:I é a esperada toxicidade desses componentes (Nervi et al., 2001).

A tricostatina A (TSA), um produto natural de Streptomyces hygroscopicus
(Withsorth et al., 2015) estd entre os mais potentes, estaveis e altamente especificos
inibidores de HDAC (Nervi et al., 2001). A droga tem sido usada no tratamento das
células doadoras de ndcleo e também no cultivo embrionario apos a fusdo do nucleo
somatico com o ovocito enucleado.

Existe uma correlacdo entre o nivel de acetilacdo e a atividade transcricional da
cromatina em que as histonas hiperacetiladas sdo associadas com dominios
transcricionalmente ativos enquanto histonas hipoacetiladas sdo principalmente
associadas com regides da cromatina silenciadas (Beyhan et al., 2007). A TSA, por ser
uma HDACI, atua causando hiperacetilacdo das histonas e, consequentemente,
melhorando o desenvolvimento de embrides apds a TNCS.

Segundo Kishigami et al. (2006), o tratamento com TSA na clonagem somatica
traz o nicleo somatico transferido proximo ao nucleo de célula-tronco embrionaria.

Tratando-se especialmente a célula doadora, houve melhoria na taxa de
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desenvolvimento de embrides em bovinos, que pode ter sido resultado de se apagar as
marcas epigenéticas pre-existentes nas células doadoras antes da TNCS (Enright et al.,
2003). Além disso, a TSA, usada por quatro horas durante a ativacdo quimica, também
aumentou os niveis de expressdo de genes ligados a pluripoténcia (Nanog e Oct4) em
embribes clonados comparados aos embrides controle (Oh et al., 2012).

Alguns trabalhos também verificaram e demonstraram o efeito positivo na
desmetilacdo do DNA que a TSA exerce (Kang e Roh, 2011), o que também ajudaria na
eficiéncia de producdo de embrides corretamente reprogramados, ja que o nucleo de
célula somética diferenciado esta em estado altamente metilado (Wee et al., 2007).

Apesar dos efeitos benéficos Obvios da TSA na eficiéncia da clonagem em
algumas espécies, a concentracdo e o tempo de exposi¢do O0timos para tratamento com
TSA ainda ndo estdo claros (Oh et al., 2012). Altas concentragdes ou longo tempo de
exposicdo ao tratamento com TSA levaram a reducdes significativas nas taxas de
sucesso da clonagem, sugerindo que uma overdose de TSA possa causar defeitos de
desenvolvimento apos a implantacéo (Kishigami et al., 2006).

Neste sentido, existe ampla variacdo de testes com diferentes concentraces de
TSA por diferentes periodos de tempo, porém a variabilidade de tipos celulares testados
ainda é limitada. Akagi et al. (2011) concordam que o tratamento com HDACi melhora
as taxas de formacdo de blastocistos, entretanto as condicdes Otimas para este
tratamento podem variar entre as linhagens de células doadoras. Corroborando com
essas informacdes Kishigami et al. (2006) observaram uma melhora na clonagem com
uso da TSA nas células do cumulus, fibroblastos, baco e células-tronco neurais, porém o
resultado ndo foi tdo satisfatorio quando foi realizado nas células-tronco embrionarias.
Desta maneira, torna-se necessario investigar o tempo Otimo de exposicdo e

concentracdo de HDACi em cada linhagem celular usada como doadora na TNCS.
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2.5 Células-tronco mesenquimais

A diferenciacdo é um processo altamente regulado pelo qual as células se tornam
especializadas a desempenhar fungdes especificas e perdem a habilidade de
desempenhar outras fungdes (Oback, 2009). Sendo que a reprogramacéo eficiente do
nlcleo somatico doador no citoplasma é amplamente dependente do status epigenético
do nucleo inserido (Li et al., 2008).

As células-tronco podem ser divididas em células-tronco embrionarias e células-
tronco adultas de acordo com a sua fonte. Células-tronco embrionarias, conhecidas
como celulas-tronco totipotentes, podem teoricamente se diferenciar em todos o0s tipos
celulares in vivo e in vitro. As pesquisas com células-tronco embrionarias tém sido
amplamente restritas por causa da dificuldade em obter as células, rejeicdo imunologica,
e questdes éticas e morais. Células-tronco adultas séo celulas indiferenciadas que
existem em tecidos diferenciados de um individuo maduro. Elas tem a habilidade de
auto-renovacdo e diferenciacdo pluripotente e sdo facilmente obtidas, sendo que o
autotransplante, por exemplo, pode ser realizado (He et al., 2016).

Esta claro que o uso de células-tronco embrionarias aumenta a eficiéncia da
clonagem (Wakayama et al., 1999; Jaenisch et al., 2002; Oback, 2009). Portanto, é
possivel que o uso de outros tipos de células-tronco pluripotentes tenham uma vantagem
sobre os tipos celulares mais diferenciados em produzir embrides clonados com maior
eficiéncia e menos anormalidades (Secher et al., 2017). A possibilidade de isolamento
de células-tronco mesenquimais de origem fetal e adulta abre uma nova possibilidade de
utilizacdo dessas células na TNCS.

As células-tronco mesenquimais - CTM (mesenchymal stem cell, MSC), tambem

chamadas de ceélulas progenitoras mesenquimais (Karahuseyinoglu et al., 2007),
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representam um arquétipo das células-tronco somaticas multipotentes. As MSC sdo uma
promessa para aplicacdo na medicina regenerativa em humanos (Wagner et al., 2005) e
também em animais domésticos (Cremonesi et al., 2011), principalmente devido sua
capacidade intrinseca de auto-regeneracdo e diferenciacdo em tipos celulares funcionais
(Baksh et al., 2004).

Novas fontes de MSC foram descobertas e estdo sendo estudadas, incluindo o
fluido amnidtico e o tecido adiposo (Silva et al., 2016b) e embora tenham sido testadas
em muitos trabalhos quanto a sua capacidade terapéutica para reparar ou regenerar
6rgdos (Ghorbani et al., 2014), seu uso na TNCS bovina é muito recente (Silva et al.,
2016).

A caracterizacdo das células quanto a sua origem mesenquimal esta ligada a
algumas condi¢Ges, como sua caracteristica plastico-aderentes quando em cultivo,
presenca de padrdo de expressdo de antigenos de superficie (CD29, CD44, CD73,
CD90, CD105) e auséncia de expressdao de marcador hematopoiético (CD34) e do
antigeno comum de linfocitos (CD45). Esses marcadores sdo descritos como essenciais
para afirmar que as células-tronco sédo de origem mesenquimal (Abdulrazzak et al.,
2010). Além disso, as células devem apresentar capacidade de diferenciagdo em, pelo
menos, ostedcitos, condrocitos e adipocitos, como Pittenger et al. (1999) descreveu
como um outro fator essencial para a caracterizacdo das CTMs.

A mesma classificacdo (marcadores) foi valida para classificar MSC de
diferentes fontes e diferentes espécies, tais como: tecido de granulacdo periodontal
(periodontal granulation tissue) em humanos (Zaganescu et al., 2015); células da geléia
de Wharton em bufalos (Sreekumar et al., 2014); membrana amniética em suinos
(Lange-Consiglio et al., 2015); medula dssea de equinos e tecido adiposo de cées (Clark

et al., 2016); fluido amnidtico em humanos (Benavides et al., 2012; Rota et al., 2012);
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tecido adiposo em humanos (Ahrari et al., 2013); medula 6ssea de bovinos (Lu et al.,
2013); tecido adiposo e fluido amnidtico em bovinos (Silva et al., 2016a); geléia de
Wharton de bovinos (Cardoso et al., 2012, 2017; Silva et al., 2016b, 2016c).

Neste trabalho hipotetiza-se que a associacdo de uma célula-tronco mesenquimal
que, supostamente, possui menos marcas epigenéticas com uma droga — a Tricostatina
A - que leva o embrido a um estado hiperacetilado e hipometilado resulte em melhores
taxas de desenvolvimento embrionario em laboratorio e apds a implantacdo no Utero

materno.

2.6 Associacao de célula doadora e droga inibidora de HDAC

O uso da TSA possui véarias descricdes em trabalhos na literatura, entretanto, na
maioria das vezes associada aos fibroblastos, tipo celular classicamente utilizado na
clonagem. Fica claro também que existe um tempo de exposi¢do e uma concentracao
Otima da droga a ser utilizada, e que essa combinacdo pode variar em decorréncia do
tipo celular utilizado como doador de nucleo.

Kishigami et al (2006) foram quem primeiro relataram a melhora da TN com o
uso de TSA em camundongos. Tratamentos com 5, 50 ou 500 nM por 10 h foram
semelhantes na producdo embrionaria. Enquanto que Lee et al. (2011) realizaram um
teste com varias concentracdes de TSA por variados tempos de exposi¢do a droga. Os
autores testaram 0,5, 5, 50 e 500 nM de TSA por 5, 10, 20 e 40 h no cultivo
embrionario. Os resultados mostraram que o tratamento com 50 nM foi o que
apresentou o desenvolvimento in vitro mais eficiente ao estagio de blastocistos bovinos.

Sawai et al. (2012) utilizaram 5 e 50nM de TSA para tratar embriGes clonados

com fibroblastos bovinos utilizados como doadores de nucleo pelo tempo de 14 horas.
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Sendo que o tratamento com 5 e 50nM de TSA foram semelhantes quanto a capacidade
de producdo embriondria e somente o tratamento com 50 nM foi superior quando
comparado ao tratamento sem TSA.

Akagi et al. (2011) utilizaram vérias concentracfes de TSA, sendo que 5nM de
TSA por 20h foi a superior para a formacdo de blastocistos, embora as taxas de
blastocistos fossem muito semelhantes entre este tratamento (29%) e do tratamento com
50nM (26%).

Beebe et al., (2009), ao tratar embrides suinos com 50nM TSA por 24h,
aumentaram taxa de blastocisto no D6 (64%) comparado ao controle (20%). Cao et al.,
(2017), também trabalhando com a espécie suina, mostram que o uso de TSA 50nM por
24h melhorou significativamente a producdo de blastocistos quando comparado ao
controle sem TSA.

Para muitos autores esta claro que a inibicio das HDAC durante a
reprogramacao aumenta a acetilacéo e altera a expressdo génica, entretanto um padréo
claro de quais alteracdes sdo importantes ndo tem sido bem estabelecido (Whitworth et
al., 2015). Realizar uma analise molecular mais aprofundada dos embrides produzidos
por transferéncia nuclear garante, como por exemplo a avaliacdo de expressdo génica,
leva-nos a um maior entendimento da acdo da droga HDACI e se este tratamento esta

realmente sendo efetivo.
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3. JUSTIFICATIVA

Perante as baixas taxas de desenvolvimento embrionario pos-implantacional e
poucos nascimentos de animais vivos e saudaveis obtidos por meio de clonagem por
transferéncia nuclear em bovinos, este projeto visa apresentar uma alternativa de uso de
células-tronco mesenquimais aliadas a uma droga inibidora de acetiltransferases. Sabe-
se que, na transferéncia nuclear, quanto menos marcas epigenéticas a célula doadora de
nlcleo apresentar, mais facilmente ela sera reprogramada para estabelecer o padrdo
epigenético embrionario totipotente. E que falhas na desprogramacédo e reprogramacao
das células resultam nas anormalidades frequentemente observadas nos bezerros clones
nascidos. Também é conhecido que células-tronco embrionarias sdo mais eficientes que
células somaticas diferenciadas em desenvolver embrides clones, porém a utilizacdo de
células-tronco embrionarias € limitada tanto por questfes éticas quanto por dificuldade
no cultivo desse tipo celular. A recente descoberta de populagdes de células-tronco
mesenquimais residindo em tecidos facilmente obtidos de animais vivos, torna a
utilizacdo dessas células atraente na clonagem, pois hipotetiza-se que também
carreguem menos marcas epigenéticas que outras células mais diferenciadas. Desta
forma, propomos a anélise do perfil epigenético das células-tronco mesenquimais e sua
utilizacdo conjunta com uma droga inibidora de histona desacetilase que também atuara
em nivel de reprogramacdo epigenética, a tricostatina A, no sentido de aumentar a
acetilacdo nos embrides, objetivando a obtencdo de um embrido clone com status

epigenético mais proximo ao natural.
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4. HIPOTESE

A associacdo de células doadoras de nicleo menos metiladas com uma droga que
leve 0 embridlo a um estado hiperacetilado resulta em melhores taxas de
desenvolvimento embrionério in vitro e in vivo e altera a expressdo de genes ligados a

epigenética?
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivos gerais

Testar o efeito da Tricostatina A no cultivo de embrides bovinos clonados
utilizando células-tronco mesenquimais provenientes do fluido amnidtico e do tecido

adiposo como doadoras de nucleo.

5.2 Objetivos especificos

Realizar a caracterizagdo das células isoladas como células-tronco mesenquimais
atraves de determinacdo de marcadores de superficie celular e diferenciacéo das células
em trés linhagens celulares (adipogénica, osteogénica e condrogénica);

Determinar o padrdo de metilacdo global das células isoladas;

Determinar o nivel de expressdo génica de marcadores de pluripotencialidade nas
celulas isoladas;

Realizar transferéncia nuclear com células tronco mesenquimais tratadas ou nao
tratados com a TSA;

Acompanhar o desenvolvimento embrionario e fetal a partir de transferéncias
embrionarias in vivo;

Determinar o nivel de expressdo génica de HDAC 1 e 3, HAT 1 e KAT2A em

embrides tratados e nao tratados com a TSA por 20 h.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Etica na experimentacéo

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Embrapa sob o numero de protocolo 578-2886-2/2017 e da

Universidade de Brasilia, sob o niimero de protocolo 151101/2013.

6.2 Local

O experimento foi realizado no Centro de Tecnologias em Ragas Zebuinas
Leiteiras - CTZL, fazenda experimental da Embrapa Cerrados e na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. Todos os centros s@o localizados em Brasilia, Distrito

Federal.

6.3 Isolamento in vivo e cultivo in vitro dos diferentes tipos celulares

6.3.1 Isolamento das células-tronco mesenquimais do fluido amniético (CTM-FA)

Foram estabelecidas duas gestacdes de animais da raca Gir para obtencdo dos trés
tipos de células. Para isolamento das células do fluido amniético nos animais no
periodo gestacional entre 60 e 74 dias, um procedimento de amniocentese transvaginal
adaptada foi realizado como descrito a seguir. A regido da vulva e vagina de cada
animal foi desinfetada com dalcool 70%, ap6s a inducdo de anestesia epidural com
lidocaina 2%. A vagina sofreu anti-sepsia com solucdo de Kilol®-L e em seguida um

transdutor convexo de 7,5 MHz conectado a um ecégrafo Honda (HS-1500V) foi
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coberto com uma camisinha sanitaria bovina e introduzida até o fundo vaginal. Em
seguida, o uUtero foi retraido manualmente através do reto, para que o corno gestacional
ficasse justaposto com a parede da vagina. O transdutor foi equipado com uma agulha
de 21 g com comprimento de 65 cm, localizada na ponta da sonda. Todo procedimento
foi monitorado através da imagem do ultrassom, para um correto posicionamento entre
a vesicula amnidtica-alantoideana e a guia da agulha. Quando a area ndo ecogénica,
representando liquido amni6tico foi observada claramente no monitor, a ponta da agulha
foi inserida por um técnico auxiliar, sob a coordenacdo do operador do ultrassom. Apds
a penetracdo da parede vaginal, a agulha foi introduzida na vesicula amniética-
alantoideana, tendo o cuidado de néo atingir o feto.

Logo que a agulha atingiu o liquido amniotico, cerca de 4 a 9,5 mL de fluido
amnidtico foi aspirado com o auxilio de uma seringa estéril de 60 mL. A correta
localizagdo foi definida pela confirmagdo das imagens das partes do corpo fetal,
membranas alanto-amnidtica e alanto-coridnica e parede uterina (Figura 5). Procurou-se

aspirar uma quantidade minima de liquido amnidtico para que a prenhez fosse mantida.

Figura 5. A) Sistema utilizado para aspiracao in vivo de liquido amniético; B) Imagem
ultrassonografica demonstrando o correto posicionamento do feto no momento da coleta

do liquido amniético, as trés linhas tracejadas apontam a orientacdo da saida da agulha.
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O material foi levado ao laboratdrio, centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante descartado. O sedimento foi resuspenso em 1 mL de meio Amniomax
Complete 1l (Gibco-BRL/Life Technologies, Rockville, MD, EUA). As células foram
cultivadas em placas de seis pocos com mais 1 mL de meio em estufa com 5% de CO,,
90% de umidade e temperatura de 38,5°C. O crescimento celular foi observado apds
uma semana de incubagéo.

Apos a coleta do fluido amnidtico, as gestacfes prosseguiram normalmente sem

prejuizo para o feto.

6.3.2 Isolamento das células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA)

O isolamento das células do tecido adiposo foi realizado nos dois bezerros (0s
mesmos das gestacdes que se retirou o liquido amniotico) quando eles atingiram dois
meses de idade. Uma bidpsia eliptica de pele e tecido subcutaneo com tecido adiposo
foi retirada na regido perineal das duas bezerras (BOV1 e BOV2), abaixo do anus e
acima da vulva (Figura 6), apos inducdo de anestesia epidural com lidocaina 2%. Da
mesma biopsia coletara tentou-se realizar o isolamento dos fibroblastos da pele,
entretanto, essa tentativa ndo obteve sucesso e optou-se pelo isolamento dos fibroblastos
provenientes da pele da orelha, posteriormente.

Apos a coleta, as biopsias foram imediatamente imersas em solu¢do de Dulbecco's
Phosphate-Buffered Saline (DPBS) aquecida a 37°C contendo gentamicina
(0,06mg/mL), estreptomicina (0,25mg/mL), penicilina (250UI/mL) e nistatina

(24pL/mL) e enviadas para o laboratorio.
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Figura 6. Coleta das bidpsias em regido perineal de bovino para isolamento das células

do tecido adiposo.

No laboratério, as bidpsias de tecido adiposo foram separadas da pele e cortadas
em pequenos fragmentos (cerca de 1 mm?) e depositados no fundo de placa de Petri
para aderéncia do material. Apo6s alguns minutos para o estabelecimento do contato
entre a placa e o material biolégico, foram adicionados 3 mL de Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) acrescido de 10% de SFB, gentamicina, penicilina,
estreptomicina e nistatina nas mesmas concentracdes ja citadas utilizadas para o DPBS,
para cobrir todas as biopsias. As placas foram transferidas cuidadosamente para
incubadora estabilizada a 38,5°C contendo 5% de CO, e umidade elevada. Apds o
cultivo por sete dias, as biopsias foram retiradas, o meio trocado, e as células isoladas
foram cultivadas por mais sete dias nas mesmas condicdes. Apds este periodo, as
células isoladas no fundo da placa foram resuspensas pela acdo de tripsina (0,25%) e
depositadas em garrafas de cultivo para aumentar seu nimero e atingirem confluéncia
celular para entdo serem criopreservadas e utilizadas posteriormente na transferéncia

nuclear ou para se proceder as avaliagdes.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjCoLn2ruzXAhWCFJAKHTGpB4cQFgg7MAI&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Fbr%2Fpt%2Fhome%2Flife-science%2Fcell-culture%2Fmammalian-cell-culture%2Fclassical-media%2Fdmem.html&usg=AOvVaw2YnXHw1f6cLV7R_dx7sJ_W
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjCoLn2ruzXAhWCFJAKHTGpB4cQFgg7MAI&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Fbr%2Fpt%2Fhome%2Flife-science%2Fcell-culture%2Fmammalian-cell-culture%2Fclassical-media%2Fdmem.html&usg=AOvVaw2YnXHw1f6cLV7R_dx7sJ_W
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6.3.3 Isolamento dos fibroblastos de pele da orelha (FIB)

Fibroblastos da orelha foram isolados para serem utilizados como controle nos
procedimentos de TNCS e metilacdo global. Os fibroblastos foram isolados da orelha
dos mesmos animais em que se procedeu a coleta do tecido adiposo e do fluido
amniotico.

Para o isolamento, uma bidpsia da orelha dos mesmos animais com um ano de
idade (Figura 7) foi coletado mediante anestesia local prévia, realizada com cloridrato
de lidocaina 2%. O fragmento da orelha de 3 cm de comprimento e 2 cm de largura
(Figura 8A) foi levado ao laboratério, onde a pele foi separada da cartilagem (Figura
8B) e cortada em pequenos fragmentos de 1 mm?, os quais foram cultivados por meio
de explante em meio DMEM acrescido de 10% de SFB, antibidticos e nistatina (Figura

8C). O cultivo foi 0 mesmo descrito para as células do tecido adiposo.

Figura 7. Fémeas bovinas da raca Gir Leiteiro com um ano de idade em que se
procedeu a coleta das células do fluido amniotico, células do tecido adiposo e
fibroblastos. A) Animal BOV1; B) Animal BOV2.
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Figura 8. Coleta e cultivo de bi6psia de pele para isolamento de fibroblastos bovinos.
A) Bibpsia de pele e cartilagem de orelha; B) Fragmento de pele separado da
cartilagem; C) Fragmentos de bidpsia de pele da orelha acrescidos de meio de cultivo

celular.

6.4 Criopreservacao das células

As CTM-TA e os FIB isolados e cultivados foram criopreservadas em DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), antibioticos e 10% de
dimetilsufoxido (DMSO). E as CTM-FA isoladas in vivo, foram congeladas em
Amniomax complete 11, suplementado com 10% de DMSO.

Quando atingiram o estado de confluéncia, as células em cultivo foram tratadas
com tripsina-EDTA durante 5 minutos. Apos o desprendimento do fundo da placa de
cultivo, as células suspensas foram centrifugadas a 2000 g por 5 minutos. O sedimento
obtido foi resuspenso com a solugdo crioprotetora. Em seguida, as células, em uma
concentracdo aproximada de 1 x 10° células/mL, foram alocadas em palhetas de 0,25
mL e armazenadas em freezer -80°C por 24 horas e finalmente mergulhadas em
nitrogénio liquido. As palhetas foram acondicionadas em botijées criogénicos, onde
permaneceram armazenadas até 0 momento de realizar o novo cultivo para transferéncia

nuclear ou para analise de metilagdo global.
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6.5 Caracterizacao das células-tronco mesenquimais

As células do fluido amnidtico e do tecido adiposo foram mantidas em cultivo até
a 112 passagem e, entdo, foram caracterizadas para a presenca de marcadores celulares
(fenotipagem) (Tabela 1) e pluripoténcia, e quanto a habilidade de diferenciagdo em

células adipogénicas, condrogénicas e osteogénicas.

Tabela 1. Especificacfes dos anticorpos primarios utilizados na citometria de fluxo

para caracterizar as células-tronco mesenquimais.

Clone Anticorpo Diluicéo Espécie Fabricante
CD34 5AE Precursor hematopoiético 1:50 Camundongo Sigma—AIdrich®_
CD45 MEM-28  antigeno comum de linfécitos 1:50 Camundongo Sigma-Aldrich®
CD90 5E-10 Anti-THy1 1:50 Camundongo Sigma-Aldrich®
CD105 MEM-226 Anti-endoglina 1:50 Camundongo Sigma-Aldrich®
CD29 MEM-101A Anti-integrina B1 1:50 Camundongo Sigma-Aldrich®
CD73 4D32G10 Anti-nucleotidase 1:25 Camundongo Sigma-Aldrich®

A fenotipagem foi realizada usando citometria de fluxo. As células foram
incubadas com os anticorpos primarios CD29, CD34, CD45, CD73, CD90, CD105,
considerados importantes para caracterizar a origem mesenquimal das células tronco.
Logo apos as células foram lavadas com PBS adicionado de 0,1% de Triton X-100.
Apos a lavagem, uma diluicdo de 1:25 (CD73) ou 1:50 (CD29, CD34, CD45, CD90,
CD105) de anticorpos secundarios, representados pelos anticorpos caprinos anti-
camundongo marcado com FITC (Sigma-Aldrich), foi adicionada a 100 pl de suspenséo
celular, e foram incubadas a 37°C por 30 min. O nucleo das células foi corado com o
corante DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol). A suspensdo de células foi lavada como
descrito anteriormente, e ap06s a lavagem final, as células foram fixadas com 4% de
paraformaldeido. Para o controle foram utilizadas células MDBK (Madin-Darby Bovine

Kidney).
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Os dados foram adquiridos e quantificados de acordo com os valores médios
obtidos (células imunoreativas) mais o desvio padrdo produzido pelo software do
equipamento Attune (Applied BiosystemsW, Foster City, CA, EUA). O padrdo negativo
foi examinado pela aplicagcdo da mesma suspenséo celular com a primeira incubacdo, e
o resultado foi incluido na compensacgédo para excluir a auto fluorescéncia.

As diferenciagdes adipogénica, osteogénica e condrogénica foram realizadas de
acordo com as instrucbes do fabricante (meios de diferenciagdo STEMPRO®,
Invitrogen, EUA). Para os procedimentos de diferenciacdo as células foram plaqueadas
na concentracdo de 1 x 10° célulassmL em placas de seis pocos, sob as mesmas
condicdes de cultivo descritas acima. Apos o cultivo por 48 h, o meio foi trocado pelo
meio STEMPRO® (2 mL/po¢o) para diferenciacdo osteogénica, e a cada quatro dias era
trocado por meio novo. Apos 20 dias de diferenciacéo, as células foram fixadas com 4%
de paraformaldeido (Sigma-Aldrich), e a mineralizacdo pelo célcio foi acessada pela
coloracdo de Alizarin Red (Sigma-Aldrich).

Para a diferenciacdo adipogénica, 1 x 10° células/mL foram plaqueadas nas
mesmas condi¢cdes descritas para a diferenciacdo adipogénica. O meio de cultivo foi
trocado por 2 mL do meio de diferenciacdo adipogénica STEMPRO®, que foi, entdo,
trocado a cada 24 h. Apos 15 dias de diferenciacéo, as células foram fixadas com 4% de
paraformaldeido e coradas com a solucdo de Oil Red (Sigma-Aldich) (0,3% de po6 de
Oil Red dissolvidos em isopropanol 60%) por 10 minutos. Depois disso, as células
foram lavadas com isopropanol 60%. A inducdo da diferenciacdo adipogénica ficou
aparente pelo acumulo de vacuolos lipidicos intracelulares que foram corados pelo Qil
Red.

Para induzir a diferenciacdo condrogénica, condi¢es de cultivo similares foram

seguidas como descritas para as inducdes adipogénica e osteogénica. Entretanto, 3 x 10°
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celulas/mL foram cultivadas, e o meio de diferenciagdo STEMPRO foi suplementado
com 100 pL de indutor condrogénico (Invitrogen). As células permaneceram sob essas
condi¢des de cultivo por uma semana, sendo o meio trocado a cada 24 h. as células
foram fixadas com 4% de paraformaldeido e coradas com Safranina O (Sigma-Aldrich)
para corar os glicosaminoglicanos.

Apds a indugdo nos diferentes tipos celulares, as células foram mantidas a -86°C
até a analise molecular de microarranjo, que foi realizadas de acordo com Cardoso et al.
(2017). O RNA total foi isolado das CTM-FA e CTM-TA (5 x 10° células) em triplicata
apods a tripsinizagdo, de acordo com o manual do fabricante Qiagen RNeasy System™
(Qiagen, Hilden, Germany). O RNA total foi tratado com DNAse e reversamente
transcrito em DNA complementar (cDNA) usando o Superscript 111 (Life Technologies,
Inc., Carlsbad, CA). O arranjo Axiom® Genome-Wide BOS 1 foi usado para as analises
de transcriptoma (Affymetrix, Santa Clara, CA). Apoés hibridizacgdo, os chips de genes
foram lavados e corados com SA-PE. A leitura foi realizada em um scanner de estacdo
fluida Affymetrix Gene Chip. Os genes analisados, correspondentes aos marcadores
positivos de CTM, genes imuno relacionados e pluripoténcia de CTM, estdo detalhados
na Tabela 2. A expressdo média foi calculada, e transformada para Log2 para cada gene

pelo software Affymetrix Microarray Suite 5.0.
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Tabela 2. Especificagdes do nome dos genes bovinos (Bos taurus) marcadores positivos
de pluripotencialidade de células-tronco, sua descricdo e localizacdo pesquisados por

microarranjo e gRT-PCR.

Simbolo do gene/ID  Descrigdo Localizagéo

LEP 280.836  Leptin Chromosome 4, AC_000.161.1
FABP4 281.759  Fatty acid-binding protein 4, adipocyte Chromosome 14, AC_000.171.1
PPARD 353.106  Peroxisome proliferator-activated receptor ~ Chromosome 23, AC_000.180.1

delta

COL1A1 282.187 Collagen type 1, alpha 1 Chromosome 19, AC_000.176.1
SOX9 353.115  SRY (sex-determining region Y)-box 10 Chromosome 5, AC_000.162.1
GFAP 281.189  Gilial fibrillary acidic protein Chromosome 19,AC_000.176.1
NES 522.383  Nestin Chromosome 3, AC_000.160.1
OMD 280.885  Osteomodulin Chromosome 8, AC_000.0149.1
POST 281.960  Osteoblast-specific factor Chromosome 12, AC_000.034.1
OSTF1 281.961  Osteoclast-simulating factor 1 Chromosome 8, AC_000.0610.1

6.6 Padrao de metilacéo e hidroximetilacdo global das células

6.6.1 Extracdo de DNA gendmico

O DNA gendmico de todas as células foi extraido de acordo com o protocolo
salting out (Wu et al., 2011). As celulas foram retiradas das garrafas de cultivo com
auxilio de tripsina e lisadas por 10 min a 55°C com solucéo de lise nuclear (50mM Tris
pH 7,8; 25 mM EDTA; 400 mM NaCl; 1% SDS). Apos a lise, foi adicionada a solugédo
de precipitacdo de proteina (6 M NaCl) e as amostras foram agitadas por 30 segundos e
incubadas em gelo por mais 5 min. Apos centrifugacéo, o sobrenadante, que continha o
DNA, foi misturado com isopropanol e incubado overnight a -20°C, para recuperacao
do DNA genbémico por precipitacdo. No dia seguinte, a amostra foi centrifugada a
14000 g por 30 min a 4°C e o pellet foi lavado com etanol 70%. Apds lavagem, todo
etanol foi removido por centrifugacdo e secagem. Os alcoois precipitam o DNA e
deixam no sobrenadante tudo que ndo for DNA. O pellet foi reidratado com TE (10 mM
Tris pH 7,8; 1 mM EDTA) e incubado a 55°C por 1 h. Apos esta Gltima incubacéo as
amostras encontravam-se prontas para serem utilizadas ou para serem armazenadas a -

20°C.
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Para mensuracdo da pureza e quantidade de DNA por observacdo, as amostras
foram submetidas a eletroforese em corrente elétrica constante de 50 mA em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etidio (10 mg/mL) em meio TBE 0,5 X. Utilizou-
se 0 marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder® (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA). O gel foi fotografado em um fotodocumentador Image Capture 300® (GE). Em
seguida as amostras foram quantificadas em espectrofotdometro NanoDrop® (ND-100)

(Thermo Scientific, Asheville, NC, EUA).

6.6.2 Metilacédo e hidroximetilagao global

Para mensuracdo da metilacdo e hidroximetilacdo global dos fibroblastos, células
do tecido adiposo e do fluido amniotico coletadas dos dois animais, foram utilizados os
sequintes Kits, respectivamente: MethylFlash™ Methylated DNA Quantification
(Colorimetric) e o MethylFlash™ Hydroxymethylated DNA Quantification
(Colorimetric) (Epigentek). As amostras de DNA foram diluidas para concentracgéo final
de 25 ng/uL a fim de se utilizar 100 ng para metilagdo e 200 ng para hidroximetilacédo.

Os ensaios foram realizados segundo as recomendacdes do fabricante e segundo
Biggar e Storey (2014). Primeiramente adicionou-se a solucdo para fixacdo das
amostras ao fundo da placa. Em seguida, os po¢os foram incubados por 60 min em
temperatura ambiente com o anticorpo de captura, que se liga ao DNA metilado. O
anticorpo de deteccdo foi entdo adicionado seguido pela solucdo reveladora para
produzir uma solucdo quimica colorimétrica (a solucdo fica azul em presenca de
quantidade significativa de DNA). Para interromper a reacdo enzimatica foi adicionada
a solucdo de parada; neste momento a solucdo dentro dos pocos passa da cor azul para
amarela. A absorbancia foi lida em espectrofotdmetro com leitor de microplacas (Bio-

Rad® 3550) a 450 nm em um intervalo de 2 a 15 min.
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6.7 Preparacgdo da TSA

A tricostatina A (Sigma-Aldrich, T8552) foi utilizada na concentracdo de 50 nM
nos meios de ativacéo e cultivo embrionério, totalizando 20 h ou 25 h. Para se chegar a
esta concentracdo, um miligrama de TSA foi diluido em 6,62 mL de DMSO. Desta
solucdo preparada retirou-se 1 mL, que foi adicionado a 9 mL de DMSO, obtendo-se,
desta forma, a solucdo final para diluicdo no meio a ser utilizado na proporgéo de 1 puL

da solucdo final de TSA para cada 1 mL de meio (ativacdo ou cultivo dos embrides).

6.8 Transferéncia nuclear de célula somatica

6.8.1 Maturagdo in vitro dos ovocitos

Ovérios bovinos foram obtidos de um abatedouro proximo ao CTZL e mantidos
em solugdo fisiologica (0,9% de NaCl em agua destilada, 1 pl/mL de solucdo de
penicilina/estreptomicina) a 35°C durante o transporte até o laboratorio. Complexos
cumulus-ovécitos (CCO) foram aspirados de foliculos de 3 a 8 mm de didmetro na
superficie do ovario, com uma agulha hipodérmica (diametro interno de 1,2 mm) e
seringa de 10 mL e colocados dentro de tubos conicos estéreis de 15 mL. Os tubos
foram mantidos em banho-maria a 37°C, onde o aspirado folicular permaneceu por 10 a
15 minutos. O material folicular que sedimentou foi coletado e diluido em meio de
lavagem (LAV) (TCM 199 Sais de Hank’s com Hepes acrescido de 10% de SFB e 1
uL/mL de solugdo de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA), e entdo
transferido para placa de Petri de 100 x 20 mm. Os CCO foram identificados e
capturados sob estereomicroscépio (Nikon SMZ-10). Complexos com no minimo duas

camadas de células do cumulus compactas e ndo-atrésicas, citoplasma homogéneo e
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escuro foram selecionados e transferidos para as gotas do meio de maturacdo (MIV),
composto de meio TCM 199 sais de Earl’s, suplementado com 10% de SFB, 12 uL/mL
de LH, 10 pL/mL de FSH, 10 uL/mL de L-glutamina ¢ 1 uL/mL de solucdo de
penicilina/estreptomicina, cobertas com 6leo mineral. Cerca de 30 a 35 CCO foram
maturados em gotas de 200 pL de MIV, por 18 h em incubadora a 38,5°C e tensdo de

5% CO5 no ar.

6.8.2 Tratamentos experimentais

Foram realizadas as seguintes combinagfes experimentais: 1) Transferéncia
nuclear (TN) com ceélulas do fluido amniotico sem TSA; 2) TN com células do fluido
amniotico submetidas a 20 h em TSA; 3) TN com células do tecido adiposo sem TSA;
5) TN com células do tecido adiposo submetidas a 20 h em TSA. Para o controle foi
realizada TN com fibroblastos da orelha sem TSA.

Nos tratamentos que receberam TSA, os embrides foram expostos a este HDACI
durante a ativagéo por 4 h, e adicionalmente no meio de cultivo (CIV) por mais 16 h até

completar o tempo total de 20 h (Figura 9).

Ativagdo (4h) Cultivo (7 dias)
Ativagdo (4h) Cultivo (7 dias)

TSA 20h - CIV + TSA (16h) av

Figura 9. Esquema do procedimento de Transferéncia Nuclear e exposicdo dos

Ty

Néo-tratado 6-DMAP av

embrides a tricostatina A (TSA) nos meios de ativacdo com 6-dimetilaminopurina (6-

DMAP) por 4 horas e adicionalmente por 16 horas no cultivo in vitro (CIV).
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6.8.3 Transferéncia nuclear com os trés tipos celulares

Foram realizadas de trés a sete repeticdes de procedimentos de TN para cada
tratamento utilizando-se apenas as células dos dois animais, da seguinte forma:

Desnudamento. Apos as 18 h de maturacgdo, os ovécitos foram desnudados pela
acdo de hialuronidase 0,2% por 5 minutos e repetidas pipetagens por mais 5 minutos.
Foram selecionados os ovécitos que apresentaram o primeiro corpusculo polar evidente.
Os ovocitos selecionados foram incubados em citocalasina D (2,5 mg/mL) e Hoescht
33342 (1 mg/mL) diluidos em 1 mL de meio MIV, por oito minutos para marcacgdo do
ndcleo dos ovacitos.

Preparacdo das células. As células de ambos os tipos celulares permaneceram
em confluéncia por no minimo dois dias antes do procedimento de TN, para
sincronizacao nos estagios GO/G1 do ciclo celular. Os tipos celulares foram descolados
por acdo da tripsina e uma pequena quantidade de solucdo contendo as células foi
adicionada as placas contendo os ovocitos ja com o nacleo marcado. Essa placa foi
levada ao micromanipulador para as etapas subsequentes.

Enucleacdo. O procedimento de transferéncia de nucleos foi realizado com
auxilio de micromanipulador (dois sistemas de microinjecdo hidraulicos e dois sistemas
de micromanipulacgéo eletrdnicos (Narashige, Japan). Os ovacitos foram enucleados em
meio de lavagem (LAV), com uma micropipeta de vidro com 20 um de didmetro, por
aspiracdo do primeiro corpusculo polar e da placa metafasica. A enucleacdo foi
confirmada pela exposicdo do material a luz ultravioleta (UV) e observacdo do nucleo
corado em azul fluorescente.

Microinjecdo e reconstrucdo. Os ovdcitos finalmente foram reconstruidos com

os tipos celulares (células do tecido adiposo, do fluido amnidtico e fibroblastos). A
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reconstrucdo foi realizada depositando com a micropipeta, pelo mesmo orificio da
enucleacdo, uma unica célula no espago perivitelino.

Eletrofusdo. Os conjuntos ovécitos-células somaticas foram depositados em meio
com manitol 0,3 M em uma camara com dois eletrodos conectados ao eletrofusor (Cell
fusion and activation system Voltain EP-1, Australia). As estruturas reconstruidas foram
manualmente alinhadas para que a superficie de contato entre a membrana do ovocito e
a célula doadora estivesse paralela aos eletrodos. A fusédo celular foi induzida por dois
pulsos elétricos de 2,5 kV/cm por 65 ps. Apds o estimulo elétrico, os embrides
reconstruidos foram lavados em meio LAV e levados para estufa por no minimo 30
min. ApOs este periodo, a taxa da primeira eletrofusdo foi avaliada. As estruturas
degeneradas foram retiradas e as que ndo incorporaram a células doadoras ao citoplasma
foram submetidas a outro ciclo de fusdo, executado da mesma maneira que o primeiro.
Apo6s, no minimo, 30 min, as estruturas foram verificadas e a taxa da segunda
eletrofusdo avaliada. Ap6s 30 min a 1 h da fusdo, as estruturas foram ativadas
guimicamente.

Ativacdo quimica dos embrifes. Os embribes reconstruidos do grupo néo-
tratado com TSA e 0s ovocitos do grupo partenogenético (controle do sistema de
cultivo) foram ativados em meio contendo 5 uM de ionomicina por 5 min e em seguida
foram incubados em 1,9 mM de 6-dimethylaminopurine (6-DMAP) por 4 h. J& os
embrides tratados passaram pela ativacdo com 6-DMAP ja acrescido de TSA por 4 h e
adicionalmente foram colocados no cultivo por mais 16 h em TSA (total de 20 h de
tratamento).

Cultivo. Finalmente, as estruturas foram cultivadas em meio Fluido de Oviduto
Sintético (SOF) com 5% de SFB e com co-cultura de células do cumulus por até oito

dias. A taxa de clivagem foi avaliada no segundo dia de cultivo (D2), e a taxa de
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blastocisto no sétimo e oitavo dia de cultivo (D7 e D8). Blastocistos provenientes dos
tratamentos TN com CTM-TA acrescido de TSA por 20, e sem TSA; e TN com CTM-
FA sem TSA foram inovulados em fémeas receptoras sincronizadas.

Um resumo dos procedimentos envolvidos na transferéncia nuclear esta

apresentado na Figura 10.

Animal que se deseja clonar
Coleta e maturagao ovocitaria (18h) (doador de células)

Ovécito receptor

=

Enucleagao do ovécito receptor

Introdug@o da célula do animal a
ser clonado no ovdcito receptor

Célula somatica - g "
% LV g )
Wi o o g9
Eletrofusdo mfn A N T |

Ovdcito reconstruido

Citoplasma —
\l"’ Nucleo

Transferéncia de embrides Nascimento de produto clonado

Figura 10. Sequéncia de eventos utilizados para producdo de um clone bovino por

Transferéncia de Nucleos.
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6.9 Inovulacédo dos embrides e monitoramento da gestacio

As receptoras foram sincronizadas por meio de protocolo de transferéncia de
embrides em tempo fixo (TETF). Os cios de vacas provenientes desse protocolo e
também cios naturais foram observados no dia da TN. No sétimo dia seguinte do estro
(estro = DO = dia da TN), dependendo da qualidade embrionéria e da quantidade de
receptoras disponiveis, um ou dois blastocistos em LAV foram envasados em palheta de
0,25 mL e transferidos ndo cirurgicamente dentro do limen uterino ipsilateral ao corpo
liteo.

Usando ultrassonografia, o diagnostico de gestacdo das fémeas receptoras foi
determinado no D35 da gestacdo e o desenvolvimento da gestacdo foi monitorado nos

dias 45 e 60.

6.10 Congelamento de embrides destinados a expressdo génica

Apos a verificacdo da taxa de desenvolvimento embrionario no sétimo dia de
cultivo dos embrides de cada tratamento, parte deles foi inovulada em receptoras
sincronas e outra parte foi congelada para avaliacdo de expressdo génica. Para isto,
grupos de até cinco embrides de cada tratamento e manipulacdo foram transferidos para
gotas de 40 pL de PBS sem calcio e sem magnésio e posteriormente lavados
individualmente em gotas de 20 pL do mesmo tipo de PBS. Cada embrido foi
transferido para tubo cdnico de 0,2 mL imerso em 2 pL de PBS e coberto em 4 pL de
RNAIlater (RNAlater Stabilization Solution — AM7020, Life Technologies). Todo o

procedimento foi executado em gelo. Os tubos contendo os embrides foram
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acondicionados a temperatura de 4°C overnight e, em seguida, armazenados a -20°C,

onde permaneceram até 0 momento da avaliacéo.

6.11 Analise de expressdo de KAT2A, HDAC1 e HDAC?2

Para a analise de expressdo génica foram utilizados embriGes provenientes dos
tratamentos ja citados e também embrides produzidos com fibroblastos adicionados a
TSA por 20 h no meio de cultivo, do animal BOV2. O RNA total foi extraido de trés
pools de quatro embrides para cada tratamento utilizando o Kit PicoPure® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) de acordo com as instrucfes do fabricante. O total
de RNA foi utilizado para a sintese de DNA complementar (cDNA) utilizando o Kit
First Strand cDNA (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e tratadas com DNase PureLink
(Invitrogen), de acordo com as instrucées do fabricante. As amostras foram incubadas a
65 °C por 5 minutos, 50 °C por 50 minutos, e 85 °C por 5 minutos. As reacdes em cadeia
da polimerase guantitativa em tempo real (RT-qPCRs) foram realizadas usando o kit
Fast SYBR Green Master Mix® (Applied Biosystems). As reacdes foram realizadas em
um volume final de 25 pL, utilizando o equivalente a 0,26 embrido do cDNA por
reacdo. As condigcdes de gPCR foram 95°C durante 5 minutos seguido de 50 ciclos de
desnaturacdo a 95°C durante 10 segundos e depois anelamento e extensdo a 60°C
durante 30 segundos.

Os genes quantificados pela gPCR estdo envolvidos com a acetilacdo de histonas
em ovocitos. Os genes referidos sao: lisina acetiltransferase 2 A (KAT2A), histona
desacetilase 1 (HDACL), histona desacetilase 3 (HDAC3). As andlises de real time RT-
PCR foram realizadas utilizando 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied

Biosystem). As sequéncias dos primers, tamanho do fragmento e temperatura de
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anelamento estdo listados na Tabela 3. As reacOes foram realizadas em triplicata para
cada gene, com eficiéncia de amplificacdo entre 85 e 110%. O gene enddgeno utilizado
para as réplicas foi a B-actin (ACTB). A expressdo relativa de cada gene foi calculada

utilizando o método AACt com corregao da eficiéncia de Pffall.

Tabela 3. Informacédo dos primers especificos usados para amplificacdo dos fragmentos

de genes para analise em qPCR tempo real.

Tamanho Temperatura

Genes Sequéncia o GenBank
a (pb) (°0)
F: ATCGGTTAG GTTGCT TCAATCTG
1 NM _001037444.2
HDACL R: GTT GTATGG AAG CTC ATT AGG GA 88 60 00103
F: GAA GAG GCC ATT AGT GAA GAG
HDAC3 297 60 NM_001206243.1

R: TCAGTCCTG TCG TAG GTT AG

F: TGG GAT TTGCTT CCG CAT GTT TCC
KAT2A 81 60 XM_003587447.4
R: TTGACCTGC TCATTG GAG GTG ACA -

F: GGC ACC CAG CAC AAT GAA GAT CAA
ACTB 126 60 XM_010845770.1
R: ATC GTACTCCTG CTT GCT GAT CCA -

6.12 Analise estatistica

O delineamento experimental foi o Inteiramente Casualizado (DIC), com trés a
sete repeticdes para os procedimentos de transferéncia nuclear e trés a cinco para a
metilacdo global. As fontes de variacdo foram os trés tipos células (CTM-AF, CMT-TA
e FIB) e/ou presenca ou auséncia de TSA. As variaveis no formato de porcentagem
foram transformadas para “raiz de arcoseno (x/100)”. A verificacdo estatistica da
significancia dos tratamentos foi feita pela analise de variancia (ANOVA). O teste de
Tukey foi usado para comparar as médias a 5% de probabilidade.

Todas as médias foram testadas para homogenidade e normalidade pelos testes de
Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. O modelo usado para analisar os dados foi o

PROC GLM — Procedure GLM: Generalized Linear Models. Para avaliar a
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hidroximetilagdo global uma analise descritiva foi realizada. Todas estas analises
estatisticas foram realizadas usando o software estatistico SAS verséo 9.1.2.

Para a andlise de expressdo génica foi adicionado um tratamento, embrides
reconstruidos com FIB cultivados com TSA por 20 h. Para comparacdo das médias foi

realizado o teste de Tukey e o programa estatistico Prophet 5.0®.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacdo das Células-Tronco Mesenquimais (CTM)

As células-tronco mesenquimais derivadas do fluido amni6tico e do tecido
adiposo revelaram resultados negativos para CD34 e CD45 nas analises de citometria de
fluxo. Entretanto, resultados positivos para CD29, CD73, CD90 e CD105 foram obtidos
em diferentes percentagens entre os grupos analisados (Figura 11).

Cerca de 80,4% e 81,3% das células do fluido amni6tico foram positivas para
CD29, 61,2% e 62,7% para CD73, 69,4% e 79,5% para CD90 e 49,7% e 51,6% para
CD105, para as amostras do animal BOV1 e animal BOV2, respectivamente. Cerca de
61,6% e 61,2% das células do tecido adiposo foram positivas para CD29, 70,2% e
65,8% para CD73, 62,7% e 59,2% para CD90 e 60,2% e 60,2% para CD105, para
amostras de BOV1 e BOV?2, respectivamente.

Desta forma, comprova-se que as células isoladas tanto do fluido amnidtico
quanto do tecido adiposo tratavam-se de celulas tronco mesenquimais por expressarem

0 padréo de antigenos de superficie necessarios para essa caracterizacao.
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Figura 11. Porcentagem de cada marcador de superficie obtido por transformacdo dos
resultados da citometria de fluxo e imunocoloracdo em média geométrica do logaritimo
de cinco repeticdes com intervalo de confianca de 95%. *Médias estatisticamente
diferentes (p < 0,005). Resultados para células do fluido amnidtico de BOV1 (A) e
BOV2 (B); resultados para células do tecido adiposo de BOV1 (C) e BOV2 (D).

Controle realizado com células MDBK.
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A pluripoténcia foi confirmada pela habilidade das CTM em expressar dez genes
ligados a capacidade de se diferenciar em diferentes tipos celulares, como demonstrado
na Figura 12. Os genes LEP, FABP4 e PPARD estdo ligados a diferenciagdo
adipogénica; COL1Al e SOX9 ligados a diferenciacdo condrogénica; GFAP e NES
estdo ligados a diferenciacdo neurogénica; e, por fim, OMD, POST e OSTF

relacionados a diferenciacdo osteogénica.

124 r12 o CTM-FABOVI

10 = CTM-FABOV2
Lg mm CTM-TABOV1

| ¢ E= CTM-TABOV2

-4

Mean of Log, intensities

Figura 12. Anélise de transcriptoma de marcadores de pluripoténcia de células-tronco
mesenquimais derivadas do fluido amniético (CTM-FA) e tecido adiposo (CTM-TA). A
expressdo geénica relativa esta representada como média + desvio padrdo obtida de
quatro experimentos diferentes. A linha pontilhada estd posicionada na média dos
marcadores conhecidamente negativos de célula-tronco mesenquimal. Genes com
valores de expressdo relativa acima dessa linha foram considerados upregulated e foram
analisados em comparacdo ao controle compreendendo a populacdo de linfocitos T

bovinos.

Além da expressdo génica, a pluripoténcia da CTM-FA e CTM-TA também foi
confirmada pela sua diferenciacdo em trés tipos celulares distintos. A diferenciacéo
osteogénica foi detectada pela calcificacdo da matriz mostrada pela coloracdo de
Alizarin Red. Apdés a inducdo, a diferenciacdo adipogénica foi visualizada com um

grande numero de pequenos vacuolos lipidicos que coraram positivamente usando a
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solugéo de Oil Red. A diferenciacdo condrogénica foi confirmada pela observacéo dos

glicosaminoglicanos (Figura 13).

Figura 13. Diferenciacdo das células-tronco mesenquimais em linhagens celulares. Para
cada protocolo de diferenciacéo, células indiferenciadas foram mantidas para o controle
(A). B) Diferenciacdo em condrocitos confirmada pela coloracdo de Safranina O,
revelando glicosaminoglicanos; C) Diferenciacdo em adipocitos confirmada pela
coloracdo de Oil Red, destacando os depositos lipidicos em vermelho; D) Diferenciacédo

em ostedcitos com depositos de calcio confirmada pela coloracdo de Alizarin Red.

7.2 Extracdo de DNA genbémico

O gel de eletroforese resultante das extracbes do DNA das CTM-FA, CTM-TA e
fibroblastos (FIB) por meio do método de salting out esta na Figura 14. Pode-se
observar uma diferenca na quantificacdo de DNA por observacdo e por meio do
NanoDrop®. Isto se deve ao fato de que o espectrofotbmetro conta algumas moléculas

gue ndo se tratam de DNA. Para todas as amostras foram obtidas quantidades
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suficientes de DNA para realizacdo das avalia¢fes posteriores, comprovando a eficacia
do método de salting out, 0 que dispensou gastos extras com a aquisicdo de um kit de

extracdo de DNA.

Amostras M emana | || ememy || emexs, (jemsra, | BB | FIB | FIB FIB | omes CTMFA
1 kb P6* P6* P6** | P6** | P6* P6* | P6** P6** P7* P6**

Quantidade 40 33 500 250 270 350 200 270 83 833
de DNA! ng/ul | ng/uL | ng/uL | ng/uL | ng/uL | ng/uL | ng/puL ng/uL ng/ul | ng/pL

Quantidade 325 767 1554 537 727 539 565 728 606 660
de DNA2 ng/ul | ng/uL | ng/uL | ng/uL | ng/uL | ng/uL | ng/puL ng/uL ng/ul | ng/uL

Figura 14. Gel de eletroforese (0,8% de agarose) resultante da extracdo do DNA das
células-tronco mesenquimais do fluido amniético (CTM-FA), células-tronco
mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA) e fibroblastos (FIB). M: marcador
molecular de 1 kb. *Animal BOV1; **Animal BOV2. *Quantidade de DNA mensurada
por observagdo do gel; 2Quantidade de DNA mensurada pelo NanoDrop®. P6: células

utilizadas na sexta passagem; P7: células utilizadas na sétima passagem.

A partir do DNA gendmico extraido por salting out foram realizadas as avaliacGes
de metilacdo e hidroximetilacdo global das amostras com um método de Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). Para a avaliagdo de metilacdo foram utilizados 100 ng
de DNA e para a hidroximetilacdo foram utilizados 200 ng de DNA, sendo a
quantificacdo realizada por observacdo do gel a utilizada para o calculo da quantidade

de amostra dos tipos celulares.
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7.3 Metilacdo e hidroximetilagdo global dos tipos celulares

As células-tronco mesenquimais do fluido amniético e do tecido adiposo do
animal BOV1 apresentaram percentagem significativamente maior para metilagdo
global (1,59 £ 0,33% e 2,09 + 0,26%, respectivamente) do que os fibroblastos (0,43
0,12%) (Figura 15). O que sugere um melhor desempenho na clonagem bovina dos

fibroblastos da orelha, por se apresentarem menos metilados.

Metilacdo global

2,50%

a

2,00% d

1,50%

mBOV1

1,00%

b

CTM-FA CTM-TA FIB

0,50%

0,00%

Figura 15. Porcentagem de metilagdo global do DNA das células-tronco mesenquimais
do fluido amnidtico (CTM-FA), células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-
TA) e fibroblastos (FIB) para o animal BOV1. *°Letras diferentes nas barras

representam diferenca estatistica (p < 0,05).

Entretanto, nas células do animal BOV2 o oposto aconteceu com as CTMs
apresentando taxas de metilacdo similares entre as duas fontes de obtencdo (1,04 +
0,40% e 1,29 + 0,18% para CTM-FA e CTM-TA, respectivamente), sendo que as CTM-
FA foram significativamente menos metiladas do que FIB (1,59 £ 0,25%) (Figura 16).
Este resultado sugere que as CTM-FA poderiam apresentar um melhor desempenho na

clonagem, quando comparadas aos fibroblastos.
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Figura 16. Porcentagem de metilacdo global do DNA das células-tronco mesenquimais
do fluido amniético (CTM-FA), células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-
TA) e fibroblastos (FIB) para o animal BOV2. *"Letras diferentes nas barras

representam diferenca estatistica (p < 0,05).

Neste experimento, a hidroximetilacdo global entre as células analisadas
apresentou 0 mesmo padrdo para ambos 0s animais analisados (Figuras 17 e 18). Tanto
para o animal BOV1 quanto para 0 BOV2 as células provenientes do fluido amniético
foram as menos hidroximetiladas (0,008 e 0,002%, respectivamente), seguidas dos
fibroblastos (0,013 e 0,009%, respectivamente) e, finalmente, as CTM-TA apresentaram

a maior porcentagem de 5-hmc no DNA (0,072 e 0,03%, respectivamente).

Hidroximetilagcao global
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0,010%

T T
CTM-FA CTM-TA FIB

Figura 17. Porcentagem de hidroximetilacdo global do DNA das células-tronco
mesenguimais do fluido amniético (CTM-FA), células-tronco mesenquimais do tecido
adiposo (CTM-TA) e fibroblastos (FIB) para o animal BOV1.
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Figura 18. Porcentagem de hidroximetilagdo global do DNA das células-tronco
mesenguimais do fluido amnidtico (CTM-FA), células-tronco mesenquimais do tecido
adiposo (CTM-TA) e fibroblastos (FIB) para o animal BOV2.

7.4 Desenvolvimento embrionario apés Transferéncia Nuclear

Para testar a competéncia na clonagem bovina das CTM-FA, CTM-TA e dos FIB
associadas a TSA, a transferéncia nuclear foi realizada usando micromanipuladores com
células de duas diferentes linhagens celulares/animais (BOV1 e BOV2).

Os resultados referentes as quantidades de estruturas manipuladas (estruturas
reconstruidas, fusionadas, degeneradas) e embrides produzidos em D2, D7 e D8,
utilizando cada tipo celular dos animais BOV1 e BOV2 encontram-se nas Tabelas 4 e 5,
respectivamente. Ao todo foram produzidos 134 blastocistos TNCS a partir de 397
estruturas submetidas ao cultivo in vitro ap6s a fusdo, gerando uma taxa de eficiéncia
global da técnica de 33,75%, para o animal BOV1. Ja para o animal BOV2 essa taxa foi

de 28,37%, com producdo de 124 embrides, considerando todos os tipos celulares.
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Tabela 4. Quantidade de estruturas manipuladas para producdo de embrides bovinos clonados a partir de células-tronco mesenquimais
provenientes do fluido amnio6tico (CTM-FA) e do tecido adiposo (CTM-TA), e fibroblastos da orelha (FIB) do bovino da linhagem 1 (BOV1) na

presenca de tricostatina A por 20 horas (h) em cultivo ou sem a tricostatina A (ST).

Tratamento Ovécitos Estruturas Estruturas Estruturas  Estruturas Estruturas Blasto' em Blastoem  Blasto
selecionados reconstruidas degeneradas fusionadas cultivadas clivadas D72 D8? total
CTM-FA-20h 751 221 110 68 57 53 22 0 22
CTM-FA-ST 440 112 33 40 38 37 19 1 20
CTM-TA-20h 1109 307 120 152 118 102 36 5 41
CTM-TA-ST 890 275 116 98 87 71 27 0 27
FIB-ST 925 232 128 99 97 75 24 0 24

! Blastocisto
2 3étimo dia de cultivo
% Oitavo dia de cultivo
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Tabela 5. Quantidade de estruturas manipuladas para producdo de embriGes bovinos clonados a partir de células-tronco mesenquimais
provenientes do fluido amnio6tico (CTM-FA) e do tecido adiposo (CTM-TA), e fibroblastos da orelha (FIB) do bovino da linhagem 2 (BOV2) na

presenca de tricostatina A por 20 horas (h) em cultivo ou sem a tricostatina A (ST).

Tratamento Ovécitos Estruturas Estruturas Estruturas  Estruturas Estruturas Blasto' em Blastoem  Blasto
selecionados reconstruidas degeneradas fusionadas cultivadas clivadas D72 D8? total
CTM-FA-20h 536 163 82 58 55 49 24 1 25
CTM-FA-ST 796 220 67 85 82 68 22 2 24
CTM-TA-20h 563 151 52 73 51 42 19 0 19
CTM-TA-ST 892 259 121 111 99 80 24 2 25
FIB-ST 1223 396 154 187 150 122 30 1 31

! Blastocisto
2 3étimo dia de cultivo
% Oitavo dia de cultivo
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As taxas de maturacéo, eletrofusdo, clivagem e produgéo de blastocistos (em D7,
D8 e total) em relacdo ao nimero de estruturas fusionadas ou clivadas, expressos em
porcentagem, encontram-se nas Tabelas 6 e 7.

Na Tabela 6, que sumariza as taxas obtidas da TN com as células do BOV1, pode-
se notar que a taxa de fusdo foi superior no tratamento com CTM-TA-20h quando
comparado a CTM-FA-20h e similar a todos os outros. Em adicéo, o tratamento CTM-
FA sem TSA mostrou-se superior a CTM-TA também sem TSA no cultivo, para a taxa
de clivagem. Entretanto, nenhuma diferenca significativa foi encontrada para a
producdo embrionaria no sétimo e oitavo dias de cultivo.

Os resultados obtidos no experimento com BOV2 estdo disponiveis na Tabela 7.
As CTM-FA-20h produziram 44,92 + 8,88% de blastocistos clonados. Esse resultado
foi superior a outros tratamentos sem TSA na producdo de blastocistos no sétimo dia de
cultivo.

Quando a producdo embrionaria foi avaliada até o oitavo dia de cultivo, CTM-
FA-20h permaneceu superior a CTM-TA e FIB sem TSA, mas também foi similar aos
tratamentos CTM-FA sem TSA e CTM-TA-20h. Ambas as taxas demonstram a maior
eficiéncia na producéo embrionaria quando CTM-FA foram usadas sem ou com TSA ou
quando CTM-TA sdo usadas em associacdo com TSA.

A Figura 17 mostra que ndo houve diferencas morfologicas aparentes entre os
embrides, independente do tipo celular e uso da TSA, ressaltando a importancia de uma
avaliacdo mais profunda, como analise de expressdo génica, para detalhar os efeitos do

uso da TSA no cultivo de embrides clonados.
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Tabela 6. Taxas de fuséo, clivagem e blastocistos bovinos obtidos por transferéncia
nuclear utilizando células-tronco mesenquimais provenientes do fluido amniotico
(CTM-FA) e do tecido adiposo (CTM-TA), e fibroblastos da orelha (FIB) do bovino da
linhagem 1 (BOV1) na presenca de tricostatina A (TSA) por 20 horas (h) em cultivo ou
sema TSA (ST).

BOV1 Fuséo Clivagem Blastocisto no Blastocisto
Tratamento dia7 total
CTM-FA-20h 30.80 + 5.27° 92.66 + 5.24% 38.72+£10.02 38.72+£10.02
CTM-FA-ST 35.94 +2.21% 06.88 + 4.42° 48.30 + 15.27 51.42+10.85
CTM-TA-20h 49.54 + 4,05 87.25 + 8.41% 32.14+£17.09 36.21+14.11
CTM-TA-ST 36.11 + 9.25% 81.60 + 4.33° 32.42+£9.24 32.42+9.24

FIB-ST 43.80 +6.56®  84.98+8.63"°  28.24+16.17  28.24+16.17

Letras diferentes nas colunas representam diferenca estatistica (p < 0,05).

Tabela 7. Taxas de fuséo, clivagem e blastocistos bovinos obtidos por transferéncia
nuclear utilizando ceélulas-tronco mesenquimais provenientes do fluido amniotico
(CTM-FA) e do tecido adiposo (CTM-TA), e fibroblastos da orelha (FIB) do bovino da
linhagem 2 (BOV2) na presenca de tricostatina A (TSA) por 20 horas (h) em cultivo ou
sema TSA (ST).

BOV2 Fuséo Clivagem Blastocisto no Blastocisto
Tratamento dia7 total
CTM-FA-20h  35.95 + 15.69 89.79 +9.13 44.92 + 8.88° 46.39 + 8.53°
CTM-FA-ST 39.69 + 14.83 82.57 +7.21 26.15 + 7.06* 28.32 + 7.52%
CTM-TA-20h 46.12 +9.38 79.63+1156  37.96+15.80°  37.96 + 15.80®
CTM-TA-ST 43.66 + 17.37 79.21+7.76 21.67+9.57°  2254+11.13°

FIB-ST 47.74 +17.86 80.16 + 9.59 19.47 + 3.74° 20.36 + 5.58°

Letras diferentes nas colunas representam diferenca estatistica (p < 0,05).
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Figura 19. Embribes com sete dias de desenvolvimento, clonados a partir de células-
tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA), células-tronco mesenquimais do
fluido amniotico (CTM-FA) e fibroblastos da pele (FIB) sem uso de Tricostatina A no

meio de cultivo (A, C e E), e com Tricostatina A por 20 horas no cultivo (B, D e F).
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7.5 Desenvolvimento dos embrides apos inovulagédo

Os embribes produzidos em meios com adi¢do de TSA por 20 h provenientes de
CTA resultaram em duas gestacOes de animais clonados (Tabela 8). Entretanto, essas
gestacBes foram perdidas até o 60° dia de gestacéo.

Ao analisar as gestacdes por meio de ultrassonografia, observou-se que aos 35
dias elas aparentavam ser normais, no entanto, a partir do 45° dia de desenvolvimento,
apenas observou-se a vesicula sem o embrido ou um embrido sem batimento cardiaco,
ambas as situacOes sugestivas de aborto, que foi confirmado aos 60 dias. Essas
observacGes nos remetem ao efeito toxico que a TSA possui e que pode ser prejudicial
se a droga for utilizada em doses excessivas, entretanto, como poucos embrides foram
transferidos, uma avaliagdo mais detalhada e completa dos efeitos da TSA no

desenvolvimento embrionario pés-implantacional deve ser realizada.

Tabela 8. Prenhezes resultantes da transferéncia de embrifes bovinos clonados a partir
de células-tronco mesenquimais do fluido amniotico (CTM-FA) e do tecido adiposo
(CTM-TA), e fibroblastos da orelha (FIB) do bovino da linhagem 1 (BOV1) na
presenca de tricostatina A (TSA) por 20 horas (h) em cultivo ou sem a TSA (ST).

Tratamento N° de N° de 35diasde  45diasde 60 diasde Nascido
embrides receptoras  gestacdo (N°  gestacédo gestacéo vivo
reconstruidos e %)
transferidos
CTM-TA-20h 6 5 2 (33,3%) 1 0 0
CTM-TA-ST 4 4 0 0 0 0
CTM-FA-ST 6 3 0 0 0 0
FIB-ST 1 1 1 1 1 1

Total 31 25
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Adicionalmente, uma gestacdo foi obtida de embrido produzido de fibroblastos
sem o tratamento com TSA. A gestacdo prosseguiu normal até o0 momento do parto. Por
se tratar de gestacdo de animal clonado optou-se pelo nascimento assistido por
cesariana. A bezerra nasceu saudavel aos 294 dias de gestacdo apresentando como
Unica alteracdo caracteristica de animais clonados o corddo umbilical muito espessado,
passando por cirurgia para correcdo. Atualmente a bezerra encontra-se com quatro

meses de idade e saudavel (Figura 18).

Figura 20. A) Bovinos da raca Gir utilizados e produzidos durante o experimento:
fémea bovina doadora de células (seta branca) e clone produzido a partir dessas células
(seta preta). B) Animal doador de material genético para a clonagem por Transferéncia
Nuclear, BOV1 (Calidora), aos trés anos de idade; C) Animal (Acécia) proveniente de

clonagem com fibroblastos da orelha do BOV1 aos quatro meses de idade.
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7.6 Analises de expressdo génica dos embrides clonados

Uma outra avaliagdo adotada nesse estudo para verificar o efeito da TSA na
clonagem bovina foi a anélise de expressao de genes ligados a epigenética. Por meio do
real time PCR quantitativo foi estabelecido o perfil de RNAmM para uma histona
desacetilase (HAT), a KAT2A, e duas HDACs, que podem estar envolvidas na
reprogramagdo do nicleo e na ativacdo ou silenciamento da cromatina. O RNAm da B-
actin (ACTB) um constituinte do nucleossomo, também foi verificado e empregado
para padronizar os resultados.

Para o gene HDAC1 ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos.

Para HDACS3 foram obsevadas diferencas significativas entre os tratamentos com
CTM-FA com e sem TSA (p=0,0624), sendo que o tratamento com TSA foi efetivo em

reduzir a expressdo dessa histona-desacetilase (Figura 19).
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Figura 21. Abundancia relativa de RNAmM do gene HDAC3 em blastocistos bovinos
clonados a partir de células-tronco do fluido amniético tratados por 20 h no meio de
cultivo com tricostatina A (CTM-FA-20h) ou ndo tratados (CTM-FA-ST). Letras

diferentes nas colunas representam diferenca significativa (P=0,0624).
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Ainda para HDAC3, quando se comparou os trés tipos celulares, no tratamento
sem TSA, os embries reconstruidos com fibroblastos apresentaram menor nivel de
expressao desse gene, estatisticamente semelhante aos reconstruidos com células do
tecido adiposo (Figura 19). Quando a droga inibidora de HDAC foi utilizada no cultivo
dos embriGes, essa diferenca desapareceu e os niveis de expressdo de HDAC3 foram

semelhantes entre os tratamentos.
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Figura 22. Abundancia relativa de RNAmM do gene HDAC3 em blastocistos bovinos
clonados a partir de fibroblastos da orelha (FIB-ST), células-tronco mesenquimais do
fluido amniotico (CTM-FA-ST) e células-tronco mesenquimais do tecido adiposo
(CTM-TA-ST) ndo tratados com tricostatina A. Letras diferentes nas colunas

representam diferenca significativa (P=0,0625).

Para 0 gene KAT2A somente foi observada diferenca estatistica quando se
comparou os trés tipos celulares, no tratamento com a TSA, 0s embrides reconstruidos
com fibroblastos apresentaram menor nivel de expressao desse gene comparativamente
aos reconstruidos com células do fluido amnidtico e do tecido adiposo, que foram

semelhantes entre si (Figura 21).
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Figura 23. Abundancia relativa de RNAm do gene KAT2A em blastocistos bovinos
clonados tratados com tricostatina A por 20 h no meio de cultivo utilizando fibroblastos
da orelha (FIB-20h), células-tronco mesenquimais do fluido amniético (CTM-FA-20h)
e células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTM-TA-20h). Letras diferentes nas

colunas representam diferenga significativa (P=0,0484).
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8. DISCUSSAO

No presente estudo, foi examinado se o uso de células-tronco mesenquimais do
tecido adiposo e do fluido amniético como fonte de células doadoras de ndcleos, em
associacdo com o tratamento dos embribes com Tricostatina A, pode melhorar o
desenvolvimento de embriGes bovinos clonados por transferéncia de nucleos. Os
resultados observados indicam uma melhora significativa na producdo de embrides
bovinos clonados quando foi feita a associacdo da TSA, um potente inibidor de HDAC,
e as células-tronco mesenquimais derivadas de duas fontes distintas, quando essas
células-tronco se apresentavam menos metiladas e mais hidroximetiladas do que os
fibroblastos da orelha, o que aconteceu no animal BOV2.

Muitos estudos em diferentes espécies animais tém descrito o comportamento dos
fibroblastos como doadores de ndcleo associado com alguma droga que atue no ambito
epigenético, tais como em suinos (Whitworth et al., 2015), camundongos (Kishigami et
al., 2006; Kang and Roh et al., 2011) e bovinos (Enright et al., 2003; Akagi et al., 2011;
Lee et al., 2011; Wang et al., 2011; Oh et al., 2012; Sawai et al., 2012). O atual trabalho
descreve, pela primeira vez, o uso de CTMs em conjunto com 50 nM de TSA por 20 h,
um potente inibidor de HDAC na producdo de embribes bovinos clonados. A
concentracdo e o tempo de exposicdo a TSA foram usados baseados em diferentes
resultados na literatura em algumas espécies (Beebe et al., 2009; Akagi et al., 2011; Lee
et al., 2011; Sawai et al., 2012; Cao et al., 2017).

Akagi et al. (2011) verificaram que houve diferencas na producdo embrionaria
quando a TSA foi utilizada até mesmo entre linhagens do mesmo tipo celular. Neste
caso foi verificado que o uso de uma linhagem de fibroblastos ndo melhorou o

desenvolvimento de blastocistos quando usada em associacdo com TSA, comparado
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com duas outras linhagens, onde o efeito foi positivo. Da mesma forma, Beyhan et al. e
Poehland et al. descreveram, em 2007, o efeito da linhagem nas taxas de embrides,
entretanto sem o uso da TSA. Estes trabalhos citados ressaltaram os efeitos individuais
no desempenho na transferéncia nuclear, contudo nenhum deles fornece uma explicagéo
para tal fato. Os achados deste trabalho suportam a hip6tese de que essas diferengas na
producdo embrionaria entre animais sejam devido ao status de metilacdo global dos
tipos celulares e que isso talvez seja um fator determinante relacionado ao sucesso da
TNCS.

Os resultados indicam a ocorréncia de influéncia individual na metilagdo global
dos diferentes tipos celulares e que essas diferencas no status de metilagdo podem afetar
a producdo embrionaria na clonagem, ja que diferentes resultados puderam ser
observados nas linhagens celulares de dois bovinos diferentes (BOV1 e BOV2). A
melhora na eficiéncia de producdo de blastocistos no sétimo dia de cultivo associada
com o uso da TSA e CTMs foi observada no BOV2, que apresentou as CTMs de fluido
amniotico e do tecido adiposo menos metiladas e mais hidroximetiladas. Entretanto,
quando a metilacdo foi maior nos FIB comparado as CTMs, que foi encontrado no
animal BOV1, o uso da TSA ndo foi suficiente para aumentar a producdo embrionaria.

Por outro lado, ao analisar os dados obtidos do animal BOV1 observou-se que o
uso da TSA ndo resultou em uma diferenca na producéo de embrides, similarmente ao
que ocorreu na clonagem na espécie suina, utilizando outro HDACIi, o SAHA
(Whitworth et al., 2015). Entretanto, 0 uso da droga aumentou a acetilacdo das histonas
a niveis similares aqueles observados nos embrifes produzidos por fertilizacdo in vitro,
que sugere que, embora ndo haja alteracdo na eficiéncia da técnica, os embrides

clonados foram capazes de produzir descendentes saudaveis.
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Neste estudo, algumas gestacdes foram obtidas com o uso da TSA com as células
do animal BOV1, porém foram interrompidas em diferentes periodos de
desenvolvimento. Segundo Sawai e colaboradores (2012), o uso da TSA na
concentracdo de 50 nM nao foi efetivo em superar os abortos que sdo uma caracteristica
comum dos fetos produzidos por TNCS, concluindo que o tratamento com TSA ndo tem
efeito no completo desenvolvimento dos embrides clonados apés a transferéncia.
Devido as poucas transferéncias de embrifes, os resultados obtidos neste estudo ndo séo
suficientes para confirmar que a TSA é uma droga com efeito toxico, apesar de que
nenhum nascimento tenha ocorrido.

O dnico nascimento obtido deste animal foi o proveniente de reconstrucdes
embrionarias com os fibroblastos da orelha que, neste animal, foram o tipo celular
menos metilado. A taxa de producdo embrionaria obtida com os fibroblastos menos
metilados foram estatisticamente semelhantes as taxas de todos os outros tratamentos,
onde nem a TSA nem o uso de células-tronco foi suficiente para aumentar a produgéo
de blastocistos, sugerindo que a metilacdo da célula doadora possa ter sido um fator
determinante para o sucesso da TNCS neste caso.

Esses resultados sdo corroborados por aqueles obtidos em TNCS de bufalos, onde
0 uso da TSA (Selokar et al., 2015) e &cido valpréico — outro HDACI — (Selokar et al.,
2017) nao foi efetivo em melhorar a competéncia de desenvolvimento in vitro dos
embrides produzidos por transferéncia nuclear ou clonagem por hand made,
respectivamente.

Da mesma forma, Secher et al. (2017) trabalhando com suinos observaram mais
problemas de desenvolvimento quando da utilizacdo de células embrionarias

germinativas (EGC) do que com fibroblasto. Desta forma, os autores ndo relatam
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nenhuma vantagem de se utilizar ECG sobre fibroblastos, a ndo ser o tempo de vida in
vitro melhorado das ECG.

A melhora na taxa de producdo de blastocistos associado com o uso de 50 nM de
TSA por 20 h no meio de cultivo embrionario foi reportado em nosso experimento
quando a TSA foi usada em associagdo com CTM-FA provenientes do animal BOV2,
resultando em 44,92% de produgdo de blastocistos. Similarmente Lee et al. (2011)
observaram a producdo de 43,5% de blastocistos, quando fibroblastos foram utilizados
na TN em associagdo com TSA. No presente estudo, o uso de fibroblastos sem a
exposi¢cdo do embrido a TSA, proporcionou a producdo de 19,47% de blastocistos. Da
mesma forma que Lee et al. (2011) encontraram 21,7% de blastocistos e Akagi et al.
(2011) obtiveram 16% usando os fibroblastos sem nenhuma exposicao as drogas. Estes
resultados demonstram o efeito benéfico da TSA na formacdo de embrides TNCS
quando a droga foi associada com celulas menos metiladas, como as CTM-FA para este
animal. Além disso, a alta eficiéncia da producéo de blastocisto in vitro na clonagem
bovina foi atingida com o tratamento com 50 nM de TSA por 14 h (Sawai et al., 2012) e
por 24 h em suinos (Beebe et al., 2009; Cao et al., 2017).

Quando se testou 0 uso de 50 nM de TSA no cultivo embrionario com FIB como
doador de nucleo, Akagi et al. (2011) atingiram 26% de blastocistos, similar ao atingido
com o BOV2 neste experimento sem o uso da TSA mas com CTM-FA (26,15%),
demonstrando a eficiéncia do uso de células menos metiladas na TNCS.

O efeito benéfico da TSA nos embribes reconstruidos com as células do animal
BOV?2 ficou evidente também na expressao dos genes ligados a epigenética mensurados
nos embribes clonados. A expressdo de KAT2A nos blastocistos clonados neste
experimento ndo diferiu entre os grupos tratados com TSA e 0s grupos ndo tratados, da

mesma forma que no experimento de Lee et al. (2011). Somente dentre os embrides
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tratados com TSA por 20 h foi evidenciada uma maior expressdo de KAT2A quando
foram utilizadas células-tronco mesenquimais como doadoras de nucleo. Possivelmente
a TSA tenha representado um efeito benéfico na producdo dos embrides, pois, quando
ela ndo foi utilizada a expressdo de KAT2A nos embrides ndo diferiu entre os
tratamentos com os diferentes tipos celulares.

Neste experimento, quando ndo foi utilizada a TSA no cultivo dos embrides, foi
observada uma maior expressdo da HDAC3 nos embribes reconstruidos com CTM-FA,
o tipo celular menos metilado, entretanto, quando adicionou-se a droga inibidora de
HDAC ao cultivo desses embrides reconstruidos com CTM-FA, a droga teve acao
suficiente para reduzir a expresséo da HDAC3 comparado aos embrides que néo
receberam o tratamento com TSA.

Somando-se a isso, a maior taxa embrionéria para 0 BOV?2 foi atingida quando se
utilizou justamente CTM-FA e TSA por 20 h no meio de cultivo, o que corrobora o que
Lee e colaboradores (2011) ja haviam afirmado, sendo provavel que a regulacdo da
acetilacéo das histonas afete a taxa de sucesso na clonagem animal.

Recentemente Qiu et al. (2017), usando células do cumullus como doadoras de
nacleo, reportaram que o tratamento com 5 nM de TSA por 10 h em embrides de
camundongo promoveu a melhora da eficiéncia do desenvolvimento embrionario,
sugerindo uma otimizacdo de concentracdo e tempo de tratamento com a droga. Em
adicdo, 0os mesmos autores testaram em camundongos uma nova HDACI, a PXD101,
onde reportaram que esta droga efetivamente melhorou a capacidade de
desenvolvimento in vitro dos embriGes de camundongo clonados.

Além da TSA e de PXD101, o Scriptaid — outro inibidor de HDAC — é também
conhecido por melhorar o desenvolvimento dos embrides clonados em bovinos (Akagi

et al., 2011) e mini porcos (Zhao et al., 2009). Todos esses estudos sugerem que o
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tratamento com HDACI melhoram a taxa de formacdo de blastocistos em diferente
espécies.

Fica claro que a variacdo entre resultados de diferentes animais e grupos de
pesquisa a respeito os efeitos da TSA sobre a producdo embrionaria na clonagem pode
estar relacionada aos efeitos espécie-especificos da TSA, a concentracdo usada, 0
momento do tratamento com a droga ou a célula somatica utilizada como doadora de
nlcleo (Cervera et al., 2009).

Os achados deste trabalho suportam a hipdtese que essas diferencas na producéo
embrionaria entre animais sdo devidas ao status de metilacdo global dos tipos celulares
e que isso talvez seja um fator determinante relacionado ao sucesso da TNCS. Além
disso, o tempo em cultivo e o nimero de passagens sao suficientes para alterar o nivel
de metilacdo e acetilagcdo das histonas dos fibroblastos bovinos (Giraldo et al., 2007).

E aceito que a integridade nuclear das células sométicas usadas como doadoras
tém papel importante no sucesso da TN (Mastromonaco et al., 2006), em adicdo a
sincronizacao entre nucleo doador e citoplasma recipiente (Campbell, 1999). O ndcleo
doador deve estar na fase GO ou G1 do ciclo celular no momento da transferéncia
nuclear, pois garante uma correta condensacdo dos cromossomos e correta manutengdo
da ploidia dos embrides subsequentes (Campbell et al., 1996). Se a célula doadora
estiver nas fases S ou G2, o alto nivel do fator promotor de maturacdo (maturating
promoter factor — MPF) ira causar a pulverizacio do DNA ou blastdmeros com
incorreta ploidia, respectivamente (Campbell et al., 1993).

Entretanto, poucos estudos tém caracterizado o status epigenético dessas células
antes da TN. Os estudos existentes realizaram a caracterizacdo epigenética dos

fibroblastos bovinos (Enright et al., 2003; Giraldo et al., 2007; Poehland et al., 2007).
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Nosso estudo demonstrou pela primeira vez o status global de metilagéo e
hidroximetilagdo das CTM do tecido adiposo e do fluido amni6tico.

Neste estudo, as CTM-TA foram o tipo celular mais hidroximetilado,
acompanhado por FIB e CTM-FA, com a menor porcentagem, independente do animal
wStado. Deste modo, pode-se sugerir que as CTM-TA s&o o tipo celular que mais
facilmente seria reprogramado pela presencga de 5-hmc no DNA.

Neste estudo, as células isoladas do tecido adiposo e do fluido amniético foram
caracterizadas como células-tronco mesenquimais por suas caracteristicas plastico-
aderentes nas condi¢cdes de cultivo, presenca de padrdo de expressdo de antigenos de
superficie (CD29, 44, 73, 90, 105) e auséncia de expressdo de marcadores
hematopoiéticos (CD34) e antigeno comum de linfocitos (CD45). De acordo com
Abdulrazzak et al (2010), a combinacdo entre presenca e auséncia desses marcadores
celulares € essencial para afirmar se as células-tronco s@o de origem mesenquimal.
Além disso, as células do tecido adiposo e fluido amnidtico apresentaram capacidade de
diferenciagdo em ostedcitos, condrocitos e adipocitos. Este potencial de diferenciacéo
também é um fator essencial para caracterizacdo das CTMs (Pittenger et al.1999).

A mesma classificacdo baseada em marcadores foi valida para comprovar a
presenca de CTM obtidas em diferentes fontes e em diferentes espécies, tais como:
tecido de granulacdo periodontal (periodontal granulation tissue) em humanos
(Zaganescu et al., 2015); células da geléia de Wharton em bufalos (Sreekumar et al.,
2014); membrana amniotica em suinos (Lange-Consiglio et al., 2015); medula 6ssea de
equinos e tecido adiposo de cédes (Clark et al., 2016); fluido amniético em humanos
(Benavides et al., 2012; Rota et al., 2012); tecido adiposo em humanos (Ahrari et al.,

2013); medula 6ssea de bovinos (Lu et al., 2013); tecido adiposo e fluido amni6tico em
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bovinos (Silva et al., 2016b); geléia de Wharton de bovinos (Cardoso et al., 2012, 2017;

Silva et al., 2016¢).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Evidenciou-se diferenca entre individuos (linhagens) na producdo embrionaria por
transferéncia nuclear.

O uso de células menos metiladas (células-tronco do fluido amni6tico e do tecido
adiposo) associado & TSA foi efetivo em aumentar a eficiéncia de producéo de embrides
clonados, em um animal (BOV2). Quando as células-tronco foram mais metiladas que
os fibroblastos, o uso da TSA ndo foi suficiente para aumentar a taxa de producdo de
blastocistos, 0 que ocorreu em outro animal (BOV1).

O tratamento com TSA resultou em maior nimero de gestacdes de embrides
TNCS, mas ndo promoveu sua competéncia para o completo desenvolvimento.

O uso da TSA foi efetivo em reduzir a expresséo de HDAC3 quando foram
utilizadas células do fluido amniotico como doadoras de nicleo em comparacdo ao
mesmo tipo celular ndo tratado, para o animal BOV2. A expressao de HDAC3 foi
menor nos embribes reconstruidos com fibroblastos da orelha, resultado
estatisticamente semelhante aos reconstruidos com células do tecido adiposo, quando
ndo se utilizou TSA no cultivo embrionario.

A expressdo de KTA2A foi maior em embrides tratados com TSA por 20 h
quando foram utilizadas células-tronco mesenquimais, independente da fonte, como
doadoras de nucleo.

Estudos adicionais devem ser realizados direcionados ao desenvolvimento in vitro
dos embribes clonados com o uso da TSA. Além disso, deve ser verificada a expressao
de um maior nimero de genes nos embrides clonados, ligados ndo somente a
epigenética (outras HATs e DNMTs) como também a qualidade embrionaria e a

placentacdo (tais como: CDX2 — desenvolvimento embrionario precoce, formacdo do
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trofectoderma e subsequente formacdo da placenta; FGF4 — formagdo funcional da
massa celular interna; IGF-I1 e IGF-II: desenvolvimento embrionario e crescimento

fetal).
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11.1 Anexo A — Exame de DNA do animal BOV1 (Calidora), doador de

células para realizacdo da clonagem por transferéncia de nucleos

RELATORIO DE ENSAIO BOVINO (TRIO)

N° 7639166

Proprietario: EMBRAPA CERRADOS - DF - CPF/ICNPJ: 00.348.003/0039-93
Endere¢o - BR 020 KM 18 ROD BRASILIA - ZONA RURAL - BRASILIADF
Propriedade: CENT. DE TRANS. DE TECNOLOGIA DE R. ZEBUINA APT LEITEIRA

Pagina 01/01

IDENTIFICAGAO
Regisirado sob Nimero  |B\245662 BV4T137 B'/56868
Nome do Animal CALIDORA DIAMANTE TE BRAS. AMA
N° de registro BRGY43 RRP5640 BRGR&
Sexo F M F
Rata do Animal GIR GIR GIR
Data de Nascimento 11/072014 05/12r2004 30/04/2009
Tipo de Amostra PELO LAUDO EXTERMNO LAUDC EXTERNO
Responsdvel pela Coleta |MARCELO RICARDO DE TOLEDO CRMV DF0S8Z | Amostra coletada em: 150202017

[Data de Entrada: 24/03/2017

Ensaio realizado em: 06/04/2017 - 15:33:44 |

Liberado em: 06/04/2017 |

| RESULTADO OBTIDO |
BM1B16 | BM1524 | BM2113 [CSRMED| ETH3 | ETHID | ETH22S | INRAZ2 |ILSTS00E| SPS115 | TGLASS | TGLA1ZZ | TGLAT2G| TGLAZZT

180 | 139 213 | 154 | 208 248 137 | 119 | 77

KRP5640 180 139 213 154 214 248 153 123 L

268 | 178 | 129 209 | 154 | 210 248 137 | 121 | 77

270 | 180 | 135 213 | 158 | 214 250 137 | 125 | 79

PN 65 | 180 | 135 | o2 | 115 | 208 | 154 | 214 248 | 160 | 137 | 118 | 77

268 | 180 | 139 | 102 | 115 | 213 | 154 | 214 250 | 160 | 137 | 125 | 79
CONCLUSAO:

A amosfra de PELO identificada como CALTDORA - BRGY 43, por teste de exclusio,

"QUALIFICA” com o toure DIAMANTE TE BRAS, - RRP5640. (Relatorio cedido pelo LAB. VR GEN - Identificado pelo 27 ).
"QUALIFICA" com a vaca AMA - BRGRS. (Relatario cedido pelo LAB. GENE GENEATLOGICA - Idensificado pelo N* ).

Tendo como verdadeiras as mformagdes de identificagdo e origem das amostras recebidas.

) Relatorio W™ 7532165, revoga os sezuintes relatorios anteriores: 763815, 7632161, 7632162, 7639163, 7639164, 7638145
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11.2 Anexo B — Exame de DNA do clone bovino (Acacia) demonstrando

completa similaridade com alelos do animal BOV1

RELATORIO DE ENSAIO BOVINO (GENOTIPAGEM)
N° 8436015

Proprietario: EMBRAPA CERRADOS - DF - CPFICNPJ: 00.348.003/0039-93
Endereco : BR 020 KM 18 ROD BRASILIA - ZONA RURAL - BRASILIA/DF Pagina 01/01
Propriedade: CENT. DE TRANS. DE TECNOLOGIA DE R. ZEBUINA APT LEITEIRA

IDENTIFICAGAO
ANIMAL TESTADO

Registrado sob Nimero Bv270811
Nome do Animal ACACIA DA CERRADOS
N° de registro ACACIADACERRADOS
Sexo F
Raca do Animal GIR
Data de Nascimento 00/00V0000
Tipo de Amostra PELO
Responsavel pela Coleta

|Data de Entrada: 22/08/2017 Ensaio realizado em: 30/08/2017 - 08:25:29 | Liberado em: 31/08/2017 |

| RESULTADO OBTIDO |

BMIE1E | BMi524 | BM2113 [ CSRMED | ETH3 | ETHID | ETH22S | INRA23 | SPE11S | TGLASS | TGLAT22 | TGLAIZE | TeLA2ET
268 | 180 | 135 52 115 | 209 | 154 | 214 | 248 | 160 | 137 | 119 7
268 | 180 | 139 | 102 115 | 213 | 154 | 214 | 250 | 160 | 13F | 125 79

ACACIADACERRADOS

CONCLUSAD:
A amostra de PELO 1dentificada como ACACIA DA CERRADOS - ACACIADACEREADOS e portador dos alelos acima.

Tendo como verdadeiras as informagdes de identificacdo ¢ arigem das amostraz recebidas.

O relatarie de W° 8436015 revoga os saguintes relatorios anterieres; 843401, 2436011, 8436012, 3436013, B435014.



