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RESUMO

REMIAO, Mariana Harter. Reprogramac&o Celular e Produc&o de Embrides por
Transferéncia Nuclear. 2012. 59f. Trabalho de Conclusao de Curso de Graduacéo

em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Este documento tem por objetivo relatar as atividades realizadas para a disciplina de
Estagio Supervisionado de Conclusdo de Curso, do curso de graduacdo em
Biotecnologia da UFPel. A realizagdo do estdgio se deu de marco a agosto de 2012
e foi desenvolvido na McGill University, campus McDonald, localizado na cidade de
Sainte-Anne-de-Bellevue, Quebec, Canada. A principal linha de pesquisa
acompanhada durante este periodo compreende a area de reprogramacao celular e
epigenética. Os experimentos realizados tém como finalidade aumentar a eficiéncia
da técnica de clonagem, através de tratamentos nas células doadoras de nudcleo que
atuassem no epigenoma dessas células e as reprogramassem a um estagio mais
pluripotente, aumentando a possibilidade de dar origem a um embrido normal.
Fibroblastos fetais suinos foram expostos a trés moléculas descritas por atuarem no
epigenoma celular: Scriptaid, DZNep, e Vitamina C. As células foram cultivadas por
12 dias, tendo amostras coletadas para extracdo de RNA nos dias 3, 6 e 12. Foi
construido cDNA para cada tratamento, e avaliada a expressdo génica para 0s
genes de pluripoténcia Sox2, Nanog e Oct4, e para 0os genes de senescéncia celular
p53 e p15. Como controle, foi extraido RNA de embribes produzidos pela técnica de
ativacdo partenogenética. Além disso, outras atividades foram acompanhadas
durante este periodo, como a técnica de clonagem por handmade, fertilizacdo in
vitro de odcitos suinos seguindo de cultivo na presenca de DZNep, além de
atividades semanais do laboratério como esterilizacdo de materiais, preparacdo de

meios, e coletas de ovarios em frigorifico.

Palavras-chave: Clonagem. DZNep. Epigenoma. Reprogramagéo celular. Scriptaid.

Vitamina C.



ABSTRACT

REMIAO, Mariana Harter. Reprogramac&o Celular e Produc&o de Embrides por
Transferéncia Nuclear. 2012. 59f. Trabalho de Conclusdo de Curso de Graduacéo

em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

This paper aims to report the activities carried out for the discipline of Supervised
Internship of Course Conclusion,of the graduation course in Biotechnology at UFPel.
The internship has been accomplished from March to August of 2012 and was
developed at McGill University, McDonald Campus, located in Sainte-Anne-de-
Bellevue, Quebec, Canada. The main research line in this period comprises the area
of cell reprogramming and epigenetics. The experiments intended to increase the
efficiency of cloning techniques, throught a treatment in the nuclei donor cells. These
treatments would be done with molecules previously described to act in epigenome,
reprogramming the cells to a pluripotent stage, and so, increasing the possibility of
giving rise to a normal embryo. Porcine fetal fibroblasts were exposed to three
molecules: Scriptaid, DZNep, and Vitamin C. Cells were cultured for 12 days and
samples were collected for RNA extraction on days 3, 6 and 12. The cDNA was
constructed for each treatment, and evaluated the gene expression for the
pluripotency genes, Sox2, Nanog and Oct4, and genes of cellular senescence p53
and pl5. As a control, RNA was extracted from embryos produced by
parthenogenetic activation technique. In addition, other activities were accompanied
during this period, as the cloning handmade technique, the in vitro fertilization of pig
oocytes following cultivation in the presence of DZNep, and laboratory weekly
activities, as sterilization of materials, preparing of culture mediuns and solutions,

and collecting ovary in the slaughterhouse.

Keywords: Cell reprogramming. Cloning. DZNep. Epigenome. Scriptaid. Vitamin C.
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1. INTRODUCAO

Este relatorio descreve as atividades realizadas durante o periodo destinado a
disciplina de Estagio Supervisionado de Conclusdo de Curso, do curso de
Graduacdo em Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas. O estagio foi
realizado no laboratério do professor Vilceu Bordignon, Departamento de Ciéncia
Animal, no MacDonald campus da McGill University localizado na cidade de Sainte-
Anne-de-Bellevue, Quebec, Canada. O inicio das atividades préticas se deu no dia
26 de margo de 2012.

1.1. McGill University

A McGill University € uma instituicdo fundada em 1821, considerada em 2011
a melhor universidade do Canada, e a décima sétima melhor do mundo (QS World
University Rankings). O campus principal, chamado de Downtown Campus, fica
situado na cidade de Montreal, e 14 se localizam a maioria dos cursos de graduacéo

e pos-graduacdao oferecidos pela instituicdo (Fig.1).
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Figura 1. Departamento de Linguas, Literatura, e Cultura da McGill University, Campus Downtown.
Fonte: BAUER, K. 2012.

O segundo campus, chamado MacDonald campus, esta localizado na cidade
de Sainte-Anne-de-Bellevue, a 30km de Montreal, e 14 encontram-se a Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Ambientais, a Faculdade de NutricAo Humana, o Instituto de
Parasitologia, e a Escola do Meio Ambiente da McGill. Dentro da Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Ambientais encontra-se o Departamento de Ciéncia Animal,

local onde foi realizado este estagio (Fig. 2).

Figura 2. Raymond Building. Prédio localizado no campus MacDonald, onde estdo instalados os

laboratérios do Departamento de Ciéncia Animal.
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1.2. Departamento de Ciéncia Animal

Localizado no campus MacDonald da McGill University, o Departamento de
Ciéncia Animal conta com 12 professores pesquisadores que atuam nas areas de
Reproducdo Animal, Genética Animal, Nutricdo Animal, e Biologia Molecular. As
pesquisas vdo de pequenos a grandes animais, pois além deste departamento
possuir um biotério para abrigar camundongos e ratos, e ainda possui a fazenda da
universidade, que se encontra dentro do campus MacDonald. Esta fazenda abriga
tanto animais para ensino e pesquisa, quando disponibiliza lotes de terras para este
mesmo fim, para os estudantes do Departamento de Ciéncia Vegetal. Este € um
grande diferencial da universidade, pois as pesquisas vao desde o laboratério até a

sua aplicacdo a campo.

1.3. Experimento com Reprogramacéao Celular

A principal atividade desenvolvida durante o periodo de estagio foi um
experimento que testou diferentes moléculas adicionadas no meio de cultivo de
fibroblastos fetais suinos (FFS) em diferentes tempos. O objetivo desse experimento
€ de que estas moléculas atuem no epigenoma celular e ajudem no processo de
reprogramacdao celular, quando realizada a técnica de clonagem por transferéncia
nuclear de célula somética (TNCS) utilizando as células tratadas como doadoras de
nucleo.

A técnica de clonagem abriu novos caminhos para a ciéncia nao s6 quanto a
producdo de um nuamero ilimitado de animais de alto mérito genético, mas também
animais com alteracdes genéticas introduzidas no genoma (HOUDEBINE, 2000),
animais em extincdo (OH et. al. 2008; PINA-AGUILAR et. al., 2009), animais
utilizados como modelos biologicos (NIEMANN; RATH; WRENZYCKI, 2003), cultivo
de células-tronco para terapias e engenharia tecidual (KOH; ATALA, 2004). Além
disso a clonagem é uma ferramenta de extremo valor cientifico utilizada em estudos
de gendmica, biomedicina, biotecnologia, embriologia, dentre outros. Esta técnica ja
vem sendo estudada e aplicada desde o inicio do século XX, porém a transferéncia
nuclear de célula soméatica (TNCS) s6 foi consolidada em 1997, através do trabalho

inovador do pesquisador Wilmut com clonagem da ovelha Dolly. Wilmut (1997)
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provou para a comunidade cientifica que era possivel gerar um individuo a partir de
uma célula somatica de um individuo adulto.

Apesar do grande interesse e da concentracdo de esforcos para tornar a
técnica de TNCS mais eficaz e reprodutiva, muitos problemas ainda séo relatados a
cerca da clonagem. Com certeza dentre todos os problemas o que gera mais
preocupacdo sdo devido as anormalidades que os clones apresentam: desde
problemas com a manutencdo da prenhez, do desenvolvimento embrionario e
placentario, até defeitos funcionais pos-natais. Acredita-se que essas anormalidades
ocorram devido uma reprogramacao ineficiente das marcas epigenéticas da célula
somatica doadora de nucleo durante o desenvolvimento embrionario (PERECIN,
2007; BUI et. al., 2011).

Muitas estratégias tém sido buscadas para tentar melhorar a reprogramacao
celular do embrido clonado, como a sincronia entre o estagio do ciclo celular das
células doadoras e dos odcitos recipientes (DU, TIAN, YANG; 2002); e o uso de
células somaticas de varias origens teciduais (WELLS et. al. 2003), passagens (LIU
et. al. 2001), condicBes de cultivos (ZAKHARTCHENKO et. al., 1999), e de doadores
de diferentes idades (XUE et. a., 2003). Porém nos ultimos anos investiu-se em
novas estratégias, como a tentativa de reverter uma célula somética a um estagio
mais pluripotente, j& que se acredita que uma célula doadora de nucleo com menos
marcas epigenéticas seja mais eficiente para a clonagem do que uma célula
diferenciada. Para isso tem sido utilizadas células-tronco para a TNCS, ou entdo
drogas e infeccbes vetoriais para promover modificacbes epigenéticas na célula
doadora (TIAN et. al., 2003, NISHISHITA et. al. 2012).

Algumas moléculas ja foram descritas por atuarem no epigenoma celular e
aumentar a eficiéncia da clonagem, como as inibidoras de deacetilase (HDACI)
tricostatina A (TSA), o acido suberoilanilide hidroxamico e a oxamflatin (ONO et. al.,
2010; KISHIGAMI et. al., 2006; RYBOUCHKIN; KATO; TSUNODA, 2006). Para este
estudo escolhemos outras trés moléculas que estdo sendo bastante descritas por
otimizarem o processo de reprogramacao: o Scriptaid, o DZNep, e a Vitamina C.

O Scriptaid é outra HDACI, que além de ser menos toxica a célula comparada
ao TSA, possui ainda certa atividade de histona acetilase. Em suinos, a adicéo de
Scriptaid no meio de cultivo dos embrides foi relacionada a um aumento na
eficiéncia de clonagem em mini-pigs de 0 para 1,3% (ZHAO et. al., 2009); enquanto

para a linhagem Landrace a eficiéncia da clonagem passou de 0,4 para 1,6%
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utilizando fibroblastos fetais, e de 0 para 3,7% utilizando fibroblastos extraidos da
orelha (ZHAO et al., 2010).

A molécula 3-deazaneplanocina A (DZNep) € uma inibidora da histona
metiltransferase (HMT), e inibe principalmente a metilacdo de algumas histonas
como H3K27me3, H3K4me3, e H4K20me3 (MIRANDA et. al., 2009; HE et. al.,
2012). Estudos recentes em células cancerosas, indicam que esta molécula reprime
uma variedade de modificacdes de histonas através de mecanismos que ainda nao
sao claros (MIRANDA et. al., 2009).

J& a Vitamina C tem sido cogitada nos ultimos anos como indutora de células-
tronco pluripotentes induzidas (CTPi) em fibroblastos humanos e murinos, induzindo
a célula somatica a sair do estagio de senescéncia através da repressao parcial da
atividade da proteina p53 (ESTEBAN et. al., 2010). Além disso, sabe-se que a
vitamina C atua como cofatora de algumas histonas demetilases (WANG et. al.,
2011).

O tratamento em fibroblastos fetais suinos (FFS) doadores de nucleo
utilizando moléculas que exercem efeito no epigenoma poderia aumentar 0 sucesso
de clonagem por TNCS. Para isso, essas células devem alcancar um estagio mais
pluripotente e expressarem o0s genes Nanog, Oct4, e Sox2 ap0s o tratamento.
Portanto, os FFS foram expostos as moléculas DZNep, Scriptaid e Vitamina C e
suas diferentes combinacdes, em diferentes tempos de cultivo, e avaliadas quanto a

sua expressao génica.



2. REVISAO DE BIBLIOGRAFIA

2.1. A Técnicade Clonagem

A clonagem € um mecanismo de propagacao que ocorre naturalmente em
plantas e bactérias. O termo ‘clone’ foi criado pelo botanico Webber em 1903 que o
definiu como uma populacdo de moléculas, células ou organismos originadas de
uma matriz comum, sendo estas, idénticas a célula que Ihes deu origem (ZATZ,
2004). Esse evento chamou a atencéo dos cientistas que com o passar do tempo
adaptaram e desenvolveram ferramentas para obterem a clonagem de forma
artificial em laboratério. Esse avanco trouxe uma série de alternativas para estudos
em biotecnologia, biomedicina, embriologia, genémica, dentre outros.

A clonagem realizada artificialmente foi empregada pela primeira vez em
animais pelo pesquisador Hans Driesch no final dos anos 1880, onde este
acidentalmente criou um clone quando tentava provar que o material genético ndo
se perdia ao ocorrer a divisdo celular. Ja no comeco do século XX, o pesquisador
Hans Spemman, considerado o pai da embriologia experimental, bipartiu
blastbmeros de embrides de salamandra Triturus taeniatus; € em 1924 transferiu
células de gastrulas de salamandra em embrides em diferentes estagios de
desenvolvimento, o que lhe rendeu o Prémio Nobel de Fisiologia/Medicina, em 1935
(TAGARELLI et. al., 2004). Baseados nos achados de Spemman, Robert William
Briggs e Thomas Joseph King (1952) transferiram nucleos de blastulas de embrides
de sapo-leopardo Rana pipiens em ovos enucleados. Os clones nascidos
apresentaram anormalidades e fizeram os pesquisadores hipotetizarem que néo

seria possivel criar um clone a partir de uma célula somatica.
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Porém a técnica de transferéncia nuclear foi sendo aprimorada e Wilmut
(1997), com o nascimento da ovelha Dolly, demonstrou pela primeira vez que era
possivel gerar um embrido a partir de uma célula totalmente diferenciada. Esse
trabalho foi um marco na histéria da clonagem, pois demonstrou que genes
inativados durante a diferenciacdo celular poderiam ser completamente reativados
pelo processo chamado reprogramacgdo nuclear, e um nucleo diferenciado poderia
ser revertido para o estado de totipoténcia (TIAN et. al., 2003). Foi estabelecida
entdo a técnica de transferéncia nuclear de célula somatica (TNCS), a qual o ndcleo
de uma célula adulta é transferido a um od6cito enucleado no estagio de metafase |l
do ciclo celular, gerando um novo individuo geneticamente idéntico ao doador da
célula.

A clonagem a partir de células somaticas - principalmente em mamiferos -
abriu portas para uma série de possibilidades: a recuperacdo de espécies em perigo
de extincdo (OH et. al. 2008; PINA-AGUILAR et. al., 2009); a multiplicacdo de
animais de mérito genético superior; e a multiplicacdo de animais transgénicos,
principalmente os produtores de proteinas heter6logas com propriedades
farmacéuticas, os utilizados para experimentacdo animal, e os utilizados para
xenotransplantes (HOUDEBINE, 2000; NIEMANN; RATH; WRENZYCKI, 2003). Em
humanos essa técnica ainda ndo estd legalizada para fins reprodutivos, e muito
ainda precisaria ser feito para que ela fosse estabelecida, devido as anormalidades
funcionais e fisiol6gicas que muitos clones animais apresentam, além da questao
ética que o assunto aborda. Porém, € bastante interessante estudar e aprimorar a
técnica para uso humano a fim de aplica-la a terapia celular e regenerativa. Além
disso, a técnica de clonagem em animais tem demonstrado ser uma eficiente
ferramenta para o estudo de funcéo de genes, imprinting gendmico, reprogramagao
gendmica, doencas genéticas, terapia génica, podendo estas serem estendidas a
compreensao de doencas, disfuncdes e terapias voltadas a humanos (RIDEOUT llI;
EGGAN; JAENISCH, 2001; TIAN et. al., 2003).

2.2. O Suino como Modelo Animal
Na escolha de um modelo animal muitos critérios sdo levados em conta,

como a praticidade de manuteng&o e manejo do animal (por exemplo, alimentacéo,

requisitos de habitacdo, custos, caracteristicas fisicas e comportamentais do
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animal); a similaridade do animal em relacdo ao humano para estudos de doencas
(por exemplo, semelhancas fisiolégicas, anatbmicas, patoldgicas); e quanto as
guestdes éticas, as leis de governo e as restricbes associadas ao modelo animal. Os
roedores, por terem um tamanho pequeno, baixo custo, reproducéo rapida e tempo
de vida curto, tém sido historicamente os modelos animais mais utilizados em
pesquisas, porém estes ndo possuem grande semelhanca fisiologica aos humanos.
Como alternativa, buscaram-se novos modelos animais como primatas e caninos,
mas estes tem sido cada vez menos utilizados devido as questdes éticas e os altos
custos associados a suas utilizagdes e manutencdes (SWANSON et. al., 2004).

Portanto, o suino tem sido um modelo animal bastante requisitado em
pesquisas cientificas. Aléem de ser um animal domesticado, docil, e de custo de
manutencdo relativamente baixo, ele tem se mostrado o melhor modelo para
humano (PUY et. al. 2011). A insulina produzida pelo suino foi por anos utilizada
para tratar diabetes humana; as vélvulas do coracdo de suinos tém sido
transplantadas para humanos a mais de 50 anos; a pele suina tem sido
transplantada a vitimas de queimaduras a mais de 30 anos (SCHUURMAN;
PIERSON I, 2008); e ele tem sido um modelo muito utilizado em pesquisas
cirdrgicas. Tudo isso porque 0s suinos sao fisiologicamente muito parecidos aos
humanos, como no sistema cardiovascular, renal e gastrointestinal; além do
tamanho e da anatomia.

O suino também tem sido bastante reportado em pesquisas na area da saude
humana com obesidade, nutricdo, e doencas transmissiveis (ZHAO; WHYTE;
PRATHER, 2010; KUSMUK; SCHOOK, 2011). Além disso, ele também esta sendo
muito estudado e geneticamente aprimorado para utilizacdo em xenotransplantes,
técnica que tem a finalidade de utilizar érgdos de animais para transplantes em
humanos. Estudos utilizando células-tronco embrionarias suinas também tém
crescido como alternativa as células-tronco embrionarias humanas, ja que o

estabelecimento desta Ultima tem sido considerado imoral e antiético (HALL, 2011).
2.3. Epigenética e sua Relagcdo com a Eficiéncia da Clonagem
A técnica de clonagem por TNCS, principalmente em mamiferos, traz uma

série de alternativas e beneficios para as mais diversas areas da ciéncia, porém a

expansdo dessa tecnologia ainda se encontra limitada devido esta apresentar uma
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série de problemas. Clones de mamiferos gerados por transferéncia nuclear
possuem uma baixa taxa de sobrevivéncia devido a alta incidéncia de perdas
gestacionais, morte neonatal, anormalidades no desenvolvimento, e defeitos pos-
natais (SHEN et. al., 2011; TIAN et. al., 2003). Muitas espécies mamiferas ja foram
clonadas com sucesso, porém a reprodutibilidade e a eficiéncia desta técnica ainda
se encontram limitadas.

Tem sido proposto que as anormalidades encontradas em clones de animais
seriam atribuidas as modificacbes epigenéticas presentes no genoma da célula
doadora, que teriam sido reprogramadas de forma irregular ap6s a técnica de TNCS
(BUI et. al., 2011). J& foi relatado que as anormalidades observadas em animais
clonados ndo sdo transmitidas para as progénies, indicando que a causa dessas
deficiéncias ndo sdo devido as alteracdes cromossdmicas ou mutacdes do DNA,
mas sim as falhas de reprogramacéo das caracteristicas epigenéticas das células
somaticas doadoras, causando alteracfes na expressao génica global e nos genes
imprinted (SHIMOZAWA et. al, 2002). Portanto, é fundamental entender o processo
de diferenciacdo e reprogramacao celular a fim de otimizar e melhorar o sucesso da

clonagem a partir de uma célula ja diferenciada.

2.4. Reprogramacdo Celular: Alterar o Epigenoma de uma Célula

Programar uma célula somatica a se tornar novamente uma célula
indiferenciada tem sido o objetivo de muitos grupos de pesquisa por todo o mundo.
Pela diferenciagdo ser geralmente irreversivel sob contextos fisiol6gicos, muitos
métodos tem sido desenvolvidos para reprogramar células adultas, com o objetivo
de reverté-las a um estagio menos diferenciado ou um estagio de célula-tronco
(FENG et. al.,, 2009). Estudos em genética ja demonstraram que além da fita
primaria de DNA, a identidade celular pode ser influenciada por outro tipo de
informacdo, chamada de epigenética (PERECIN, 2007). Mudancas epigenéticas
como a metilacdo de DNA e as modificagbes em histonas, alteram padrbes da
expresséo génica, regulando a diferenciagéo celular e fazendo com que cada célula
desempenhe seu papel no organismo. Essas marcas epigenéticas devem ser muito
bem reguladas durante o desenvolvimento embriondrio para permitir as transi¢cdes

préprias dos diferentes tipos celulares (ONO et. al., 2010).
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Nas células eucarioticas, o DNA gendmico esta arranjado em uma estrutura
compacta conhecida como cromatina. A unidade fundamental da cromatina é o
nucleossomo, que € composto de duas copias de cada histona, envoltas por em
torno de 146 pb de DNA. Sao quatro as histonas que compdem um nucleossomo:
H2A, H2B, H3 e H4 (GARCIA; SHABANOWITZ; HUNT,; et. al., 2007). Os
nucleossomos, por sua vez, estdo ligados entre si por comprimentos variaveis de
DNA e histona linker H1. As caudas N-terminal das histonas podem ser submetidas
a varias modificacbes pés-traducionais tais como acetilacdo, metilacéo, fosforilacao,
ubiquitinacdo, e ADP-ribosilagao (LI, 2002). Estas modificagbes de histonas séo as
responsaveis pela remodelacdo da cromatina: elas controlam a sua compactacao
estrutural regulado a transcricdo do gene, alterando o posicionamento e 0
espacamento dos nucleossomas, e mediando 0s contatos entre histonas e DNA
(GAN et. al., 2007).

A acetilacdo de histonas é a mais estudada das modificagcbes de histonas.
Vérias histona acetiltransferases (HATSs) ja foram descritas como catalizadoras da
adicdo de um grupo acetil (CH3CO) a residuos lisina das cadeias laterais dos
octameros de histonas. Quando ocorre a acetilagdo das caudas de histonas, as
aminas sao convertidas a amidas, neutralizando a carga positiva que havia
anteriormente. Com a carga neutra, a interacao entre as histonas e os grupos fosfato
€ dificultada, promovendo consequentemente o desdobramento da cromatina
compactada e a exposicao da fita de DNA para os fatores de transcricdo (GAN et.
al., 2007). Assim como ocorre a acetilacdo das histonas, existem enzimas que
podem as desacetilar: as histona desacetilases (HDACs). Estas realizam funcéo
oposta as HATs, removendo os grupos acetila, devolvendo a carga positiva a cauda
da histona. Com isso haverd o aumento da interacdo entre a histona e o DNA,
causando uma represséo do processo de transcricdo (ZHU et. al, 2001). A metilagéo
de histonas é promovida por algumas metiltransferases que tem como alvo
determinados residuos de arginina e lisina nas histonas. Metilacdo de arginina em
histonas H3 (Arg2, 17, 26) e H4 (Arg3) tem sido relacionadas a ativacdo da
transcricdo; enquanto a metilacdo da lisina pode estar relacionada tanto a ativacéo
transcricional (H3 Lys4, 36, 79) quanto ao silenciamento génico (H3 Lys9, 27, H4
Lys20) (LI, 2002; HE et. al., 2011). As cadeias laterais de lisina podem ser mono-, di-
ou tri-metiladas, enquanto que a cadeia lateral de arginina pode ser mono-metilada
ou di-metilada (simétrica ou assimetricamente) (GARCIA; SHABANOWITZ; HUNT,;
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et. al., 2007). E possivel que a metilagdo induza a alteracbes na arquitetura da
cromatina, no entanto um grupo metil é relativamente pequeno e sua adicdo aos
residuos de lisina ou arginina ndo neutralizam a sua carga. Por esse motivo é
improvavel que a metilacdo sozinha ira afetar significativamente a estrutura da
cromatina, e sim que ela crie locais de ligacdo para as proteinas reguladoras que
contém dominios de ligacdo especializados (BANNISTER; KOUZARIDES, 2005).

A metilacdo do DNA é outra marca epigenética e consiste na adicdo de um
grupo metil a citosina. E uma das mais estaveis modificacbes epigenéticas
conhecidas e a principal candidata a coordenar a heranca epigenética entre as
geragbes (PERECIN, 2007). As enzimas metiltransferases do DNA s&o as
responsaveis por adicionarem o grupo metil ao carbono 5 da citosina, gerando a 5-
metilcitosina. Esse fenbmeno ocorre quase que exclusivamente nas repeticées de C
(citosina) ao lado de G (guanina), exceto nas chamadas ilhas CpG (CEDAR,;
BERGMAN, 2009). Em embrides clonados, os defeitos de metilagdo do DNA sé&o
provavelmente muitas vezes causados pela expressdo anormal de metiltransferases
de DNA (XING et. al., 2009). Durante o desenvolvimento embrionario a metilacao do
DNA é controlada por um processo de ‘ligamento’ e ‘desligamento’. Esse evento
epigenético tem sido bastante estudado em relacdo ao desenvolvimento embrionéario
de roedores, porém em grandes mamiferos, existe ainda pouca informacao (GAO;
HYTTEL; HALL, 2011).

2.5. Estratégias e Alternativas a Reprogramacéao Celular

Células somaticas podem ser reprogramadas apenas pela transferéncia de
seu conteudo nuclear em odcitos, ou seja, por TNCS; ou pela fusdo da célula
diferenciada a uma célula-tronco. Isso indica que odcitos infertilizados e células-
tronco contém fatores que conferem totipoténcia e pluripoténcia a células somaticas
(COWAN et. al., 2009; WILMUT et. al., 1997). Provavelmente esses fatores capazes
de causar a reprogramacdo da célula somética, também desenvolvam um papel
importante na manutencdo da identidade da célula-tronco, e possuam também
importancia na inducdo da pluripoténcia em uma célula que ja se encontra
diferenciada (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006).

Vérias estratégias tém sido empregadas para aumentar a eficiéncia do

procedimento de transferéncia nuclear e fazer com que o0 processo de
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reprogramacao ocorra de forma mais regular. A maioria dos esforgos tem se voltado
para as células doadoras de nudcleo. Isso inclui a sincronia do estagio do ciclo celular
das células doadoras e dos odcitos recipientes (DU, TIAN, YANG; 2002); uso de
células somaticas de varias origens teciduais (WELLS et. al. 2003), passagens (LIU
et. al. 2001), condicdes de cultivos (ZAKHARTCHENKO et. al., 1999), doadores de
diferentes idades (XUE et. a., 2003); uso de células-tronco com baixos niveis de
marcadores epigenéticos (NISHISHITA et. al. 2012); e uso de drogas para promover
modificacdes de marcadores epigenéticos da célula doadora (SHI et. al. 2008).

Até hoje, a técnica mais citada e utilizada para reprogramar e induzir
pluripoténcia em células sométicas tem sido a proposta por Yamanaka e Takahashi
(2006). A técnica € baseada na transcricdo direta de quatro fatores - Oct4, Sox2,
KLF4, e c-myc (OSKM) - utilizando infec¢do retroviral. Porém, a inducdo de
pluripoténcia por retrovirus ou lentivirus apresenta algumas limitacbes como a
inducdo de tumorigénese por mutacdo insercional, e o risco de reativacdo do
transgénese durante a diferenciacdo das células tronco pluripotentes induzidas
(CTPi), que poderia afetar a identidade da linhagem celular e o funcionamento das
células derivadas destas (YU et. al., 2011).

Como alternativa as técnicas que utilizam vetores virais, algumas moléculas ja
foram sugeridas por influenciarem na reprogramacdo epigenética das células
somaticas, e entdo otimizarem o processo de reprogramacdo celular. A molécula
tricostatina A (TSA), € um dos exemplos: € uma inibidora de histona desacetilase
(HDACI), que ja foi relatada por aumentar a eficiéncia na clonagem por TNCS de
embrides de camundongo (KISHIGAMI et. al., 2006; RYBOUCHKIN; KATO;
TSUNODA, 2006). Outras moléculas HDACi, como o &cido suberoilanilide
hidroxamico e a oxamflatin, tiveram como resultado no tratamento de embribes, a
reducdo significativa na taxa de apoptose em blastocistos, aumentando a taxa de
desenvolvimento de clones de camundongos, e aumentando o estabelecimento de
linhagens de células-tronco embrionarias derivadas de transferéncia nuclear sem
apresentar anormalidades (ONO et. al., 2010).

Novas moléculas tém sido propostas por atuarem no epigenoma e na
reprogramacao celular, dentre elas, as moléculas que utilizamos neste trabalho e

serao descrita a seguir:
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2.5.1. DZNep

A molécula 3-deazaneplanocina A (DZNep) € uma inibidora da histona
metiltransferase (HMTi), enzima esta que catalisa a transferéncia de grupos metil a
residuos de proteinas histonas. O DZNep foi identificado por inibir principalmente a
metilacdo de histonas como H3K27me3, H3K4me3, e H4K20me3 (HE et. al., 2012).
A metilacdo das histonas € uma forma de regulacdo epigenética onde ocorrem
modificacdes em residuos lisina e arginina pela adicdo de um, dois ou trés grupos
metil (mono, di e trimetilacdo, respectivamente). Esse fendmeno epigenético esta
normalmente associado com a repressao transcricional, porém a metilacdo de
alguns residuos de lisina e arginina de histonas podem resultar em ativacao
transcricional (CHAO, 2012).

Proteinas do grupo Polycomb (PCG) desempenham um papel chave no
silenciamento de genes de diferenciacdo em células estaminais embrionéarias. Elas
mantém a regulacdo génica por meio de modificacdes de histonas, e portanto estao
bastante envolvidas na regulacdo celular. A enzima EZH2 (Enhancer of Zeste
homolog 2), € uma histona metiltransferase que faz parte do Complexo Repressiva
Polycomb 2 (PRC2), e trimetila a histona H3 na lisina 27 (H3K27me3)
(MOMPARLER et. al. 2012). DZNep foi originalmente identificado por reduzir os
niveis celulares de EZH2 e, consequentemente, remover H3K27me3 do genoma
(PEREZ et. al., 2012). Estudos recentes em células cancerosas, indicam que DZNep
tem um efeito global sobre a cromatina, reprimindo uma variedade de modificagcdes
de histonas, tanto ativas quanto repressivas, através de mecanismos que ainda ndo
sao claros. Além disso alguns estudos sugerem que o DZNep atue de outra forma,
nao somente no epigenoma (MIRANDA et. al., 2009; XIE et. al., 2011).

2.5.2. Scriptaid

Scriptaid € uma molécula descoberta recentemente, inibidora de histona
desacetilase (HDACI), com certa atividade de histona acetilase e baixa toxicidade
celular em comparacdo a TSA (SU et. al, 2000). Ao inibir a HDAC, permite com que
a acetilacdo das caudas de histonas sejam mantidas, e estas permane¢gam com a

carga neutra. Neutralizadas, as caudas sdo impossibilitadas de interagir com a fita
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de DNA, que acaba se mantendo exposta, facilitando a transcricdo (ZHU et. al.,
2001; GAN et. al., 2007).

Van Thuan (2009) relatou um aumento no desenvolvimento in vitro e in vivo
de embribes clones de camundongo utilizando um tratamento com Scriptaid
adicionado no meio de ativacdo e no meio de cultivo. Em bovinos, o tratamento com
Scriptaid aumentou a taxa de clivagem e de blastocistos, em comparacao ao grupo
controle (WANG et. al, 2011). Em suinos, a adicdo da molécula também foi
relacionada a um aumento na eficiéncia de clonagem em mini-pigs de 0 para 1,3%,
que significou o aumento no namero de leitdes vivos de 0 para 14 (ZHAO et. al.,
2009); enquanto para a linhagem Landrace a eficiéncia da clonagem passou de 0,4
para 1,6% utilizando fibroblastos fetais para a clonagem, e de 0 para 3,7% utilizando
fibroblastos extraidos da orelha para a clonagem (ZHAO et al.,, 2010). Esses
resultados aumentam mais a hipotese de que o aumento da acetilacdo e a inibicao
da desacetilagdo das histonas pelo Scriptaid ajudam em um remodelamento e uma

reprogramacao mais adequada apos a técnica de TNCS.

2.5.3. Vitamina C

A Vitamina C € um nutriente essencial na regulacdo do metabolismo e na
prevencdo do estresse oxidativo no organismo de muitos seres vivos (PADAYATTY
et. al, 2003). Essa molécula também participa de muitas reacdes enzimaticas, tendo
papel essencial em reacdes na sintese de colageno (VAN ROBERTSON;
SCHWARTZ, 1953). Também tem sido reportada em estudos, atribuindo papel na
prevencdo e no tratamento do cancer (GANN, 2009; FUKUMURA et. al, 2012), do
Alzheimer (HARRISON et. al., 2009; PARACHIKOVA et. al., 2010), entre outros.

Nos ultimos anos, a vitamina C tem sido cogitada como indutora de células-
tronco pluripotentes induzidas (CTPi) em fibroblastos humanos e murinos. Apesar da
atividade antioxidante da vitamina C ser bastante importante para o processo, ja que
existe 0 aumento de espécies reativas de oxigénio durante a reprogramacao celular,
nao € esta a principal atuacdo em reprogramacao, ja que outros antioxidantes como
vitamina E, N-acetilcisteina, acido lipdico, ja foram testados e ndo apresentaram
outro efeito em células a ndo ser a reducdo de radicais livres (ESTEBAN et. al.,
2010; WANG et. al., 2011).
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A senescéncia celular ja foi atribuida como um obstaculo a reprogramacgéao
celular, aumentando o interesse cientifico por encontrar compostos que revertam
esse estagio celular sem aumentar o risco de mutacdo (BANITO et. al., 2009).
Esteban (2010) demonstrou em fibroblastos humanos e murinos, que a vitamina C
melhora a eficiéncia da reprogramacdao, pois esta faz com que a célula somatica saia
do estagio de senescéncia, através da repressao parcial da atividade da proteina
p53. A atividade totalmente reprimida da proteina p53 tem sido atribuida a mutacdes
e geracao de tumores, portanto a sua atividade parcialmente reprimida tem sido
considerada uma alternativa segura para a reprogramacao (HUANG et. al., 2011).

J4 Wang (2011) mostrou que a vitamina C aumentou a geracao de CTPi
murinas por facilitar a atividade de duas proteinas histona demetilase, a Jhdmla e a
Jhdm1b. Foi relatada a diminuicdo de H3K36me2/3 nos dias 5 e 7 apds o tratamento

com a vitamina.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Otimizar a técnica de transferéncia nuclear de célula somatica, tratando as
células doadoras de nucleo com drogas previamente descritas por serem

modeladores epigenéticos.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar expressédo de genes de pluripoténcia em fibroblastos fetais suinos
tratados com as moléculas DZNep, Vitamina C, e Scriptaid;

- Produzir embries pela técnica de ativacdo partenogenética, a fim de utiliza-
los como controle na avaliagdo da expressao;

- Produzir clones pela técnica de ‘handmade cloning’, utilizando oécitos
suinos, bovinos, ou os dois juntos, a fim de avaliar migracdo mitocondrial;

- Produzir e fixar em paraformaldeido, embribes suinos fertilizados tratados
com DZNep durante o cultivo, a fim de avaliar por imunohistoquimica o

desenvolvimento embrionario.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Producdao de Partenotos

4.1.1. Coleta de Ovarios, Puncdo e Maturacdo dos Odcitos

Ovérios suinos foram obtidos de frigorifico localizado na cidade de Saint
Esprit, a 80km do campus MacDonald da Universidade McGill. Os ovarios conforme
eram coletados, foram mantidos em garrafa térmica junto de 200mL de Solucéo
Salina (NaCl) 0,9% adicionado antibidtico Gentamicina 1mg/L a 37°C. O transporte
foi feito em caixa térmica.

A temperatura foi aferida apds a chegada ao laboratério, e os ovarios foram
imediatamente lavados com Solucdo Salina 0,9% adicionado antibiético Gentamicina
1mg/L, previamente mantido a 32°C. Apos lavados, os ovarios foram mantidos em
banho-maria & 32°C durante a puncao.

A puncéo dos foliculos foi realizada utilizando seringa de 10mL e agulha 20G1
% (Fig. 3). Somente os foliculos entre 3 e 6mm foram puncionados, e o liquido
folicular foi sendo armazenado em tubos falcon de 50mL. Apds a puncédo de todos
0s ovarios, o liquido folicular foi centrifugado por 3 min a 300 x g. O sobrenadante foi
aliquotado e congelado para utilizacdo na preparacao posterior de meios. O pellet foi
lavado adicionando 20mL de Meio de Manipulagdo (TCM-199 Invitrogen; 25mM de
HEPES; 26,19mM Bicarbonato de Sédio; 0,5% Gentamicina; e 1% Liquido folicular)

seguindo de centrifugacdo, nas mesmas condi¢cdes anteriores, por mais duas vezes.
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Figura 3. Puncéo do ovario suino com seringa de 10mL e agulha 20G1 %.

Apos a lavagem dos odcitos do liquido folicular, estes foram ressuspendidos
com Meio de Manipulacdo e colocados em Placa de Petri para ser feita a busca dos
oocitos. A busca foi feita através de selecdo dos odcitos viaveis utilizando lupa
estereomicroscopica e aspirador de odcitos bucal (modelo segundo De Ben). Os
oocitos selecionados eram lavados em placa de 35mm de diametro, contendo Meio
de Maturacdo | sem cAMP (TCM-199 Invitrogen; 100ug/mL Cisteina; 0,9mM NaPy;
3,06mM D-Glucose; 0,5mg/mL FSH; 0,5mg/mL LH; 100ng/mL EGF; 50ug/mL
Gentamicina; 20% Liquido Folicular), e posteriormente passados para o Meio de
Maturacdo | (TCM-199 Invitrogen; 100ug/mL Cisteina; 0,9mM NaPy; 3,05mM D-
Glucose; 0,5mg/mL FSH; 0,5mg/mL LH; 100ng/mL EGF; 50ug/mL Gentamicina; 20%
Liquido Folicular; 1mM cAMP), em gotas de 100uL cobertas pro 6leo mineral. Foram
distribuidos em torno de 20 a 25 odcitos por gota, e posteriormente mantidos em
estufa a 38,5°C e 5% de CO.,.

Passadas 22 a 26 horas, os odcitos foram lavados em Meio de Maturacéo |l
(TCM-199 Invitrogen; 100ug/mL Cisteina; 0,9mM NaPy; 3,05mM D-Glucose;
100ng/mL EGF; 50ug/mL Gentamicina; 20% Liquido Folicular;) em placa de 35mm.
Os odcitos foram novamente selecionados quanto & maturacdo, viabilidade, e
homogeneidade do citoplasma, para serem incubados em gotas de 100uL de Meio
de Maturacéo Il, por 22 a 26 horas em estufa a 38,5°C e 5% de CO..



31

4.1.2. Ativacdo Partenogenética, Cultivo e Congelamento dos Blastocistos
Os oocitos maturados (no total de 48horas) foram passados para uma

cavidade de placa NUNC, contendo 400uL de Meio de Manipulagdo com 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB), para serem desnudados. O processo de desnudamento se
deu através de pipetagens consecutivas utilizando de micropipeta de 200uL. A
ativacdo partenogenética se deu de acordo com o protocolo descrito por Che et. al.
2007. Os odcitos desnudos foram expostos por 5 minutos & TCM 199 adicionado
15uM de ionomicina e 2mg/mL de albumina de soro bovino (BSA), seguido de
lavagem no mesmo meio sem ionomicina e 3mg/mL de BSA. Os odcitos foram
transferidos para PZM-3 (YOSHIOKA et. al. 2002) sem calcio, adicionados 10mM de
cloreto de estroncio (SrCly), 7,5ug/mL de citocalasina B (CtB), e 10ug/mL de

cicloheximida por 4 horas (Fig. 4).

Figura 4. Placa de ativagcao partenogenética. No primeiro pogo somente meio TCM 2; no segundo
TCM 2 adicionado ionomicina; no terceiro TCM 3; e no quarto PZM-3 adicionado cloreto de

estréncio, citocalasina B e cicloheximida.

Apés as 4 horas, os presumiveis zigotos foram lavados em cavidades de
placa NUNC com 400uL de PZM-3 (YOSHIOKA et. al. 2002), e posteriormente
passadas para placa de cultivo contendo gotas de 100uL de PZM-3, cobertas por
0leo mineral. Os presumiveis zigotos foram mantidos em cultivo em estufa a 38,5°C

e 5% CO; por seis dias, havendo um feeding em torno de 96 horas apds os o cultivo.
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O feeding foi feito retirando 50uL de meio da gota onde estdo os embrides e
adicionando 50pL de meio PZM-3 com 20% SFB, para que a gota tivesse no final
10% de SFB.

No dia 7 apds o cultivo, os blastocistos foram selecionados e congelados em

tubo contendo 5uL de agua RNAse e DNAse free para posterior extracdo de RNA.

4.2. Cultivo Celular

4.2.1 Descongelamento dos Fibroblastos e Cultivo Celular
Foram descongelados fibroblastos fetais suinos (FFS) - passagem 3 no

primeiro experimento e passagem 2 no segundo experimento - previamente
aliguotados em criotubos e estocados em nitrogénio liquido no laboratério do
professor Vilceu Bordignon no Departamento de Ciéncia Animal da McGill University.
O criotubo foi incubado a 37°C até descongelar, e posteriormente foi adicionado 1mL
de meio DMEM (Gibco®). As células foram transferidas a um falcon de 15mL,
completando até o volume maximo do falcon com meio DMEM segundo de
centrifugagdo por 5 minutos a 1700xG. O sobrenadante foi retirado e o pellet
ressuspendido em 2mL de meio DMEM, que foram distribuidos igualmente entre as
placas de cultivo de 35mm de didmetro no primeiro experimento, e de 60mm no
segundo experimento, previamente identificadas. Cada placa de cultivo teve o
contetdo de meio DMEM completado para 2mL para as placas 35mm e 4mL para as
de 60mm, e foram incubadas em estufa a 38,5°C e 5% de CO, até as células

atingirem 50% de confluéncia.

4.2.2. Exposicao dos Fibroblastos Fetais Suinos aos Tratamentos
ApoOs as células atingirem 50% de confluéncia, elas foram expostas aos

tratamentos: Vitamina C a 50ug/mL (HUANG et. al., 2011); Scriptaid a 500nM
(ZHAO et. al., 2010); e DZNep a 5uM (TAN et. al., 2007). Ao mesmo tempo, células
do grupo controle foram cultivadas utilizando somente o meio DMEM. Todos os

grupos tinham o meio trocado no maximo a cada 72 horas.

No primeiro experimento as células foram expostas as moléculas durante os
12 dias, tendo amostras coletadas para extracdo de RNA nos dias 3, 6 e 12 ap0s o
comeco do tratamento, assim como o0 grupo controle. Na repeticdo 1 do primeiro

experimento, foram cultivadas trés placas de cada tratamento para ser congelada a -
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80°C com 250uL de Trizol nos dias 3, 6 e 12. Ja na repeticdo 2, as células foram
tripsinizadas por cerca de 3 minutos, centrifugadas junto de cerca de 12 mL de
DMEM em falcon por 5 minutos a 1700xG. O pellet era ressuspendido em 1mL de
DMEM, onde 500uL voltavam a serem cultivados, e os outros 500uL eram
centrifugados novamente, e este segundo pellet era ressuspendido em Trizol e
congelado a -80°C (Fig. 5).

No segundo experimento as células foram cultivadas combinando as
moléculas da seguinte forma: a) Vitamina C + Scriptaid; b) Scriptaid + DZNep; c)
DZNep + Vitamina C; d) Vitamina C + Scriptaid + DZNep; e) Controle. Nesse
experimento as células foram expostas as combina¢gbes das moléculas pelos
primeiros 3 dias, e posteriormente mantidas apenas com o meio DMEM. Foram
coletadas amostras para a extracdo de RNA nos dias 3, 6 e 12 ap6s o comeco dos

tratamentos, da mesma forma feita na repetigdo 2 do primeiro experimento (Fig. 5).

Repeticdo 1

(P3, placas de 35mm, sem
tripsinizagdo)

Experimento 1 . o
(células expostas as moléculas por 12 - \
dias -
) Repeti¢ao 2 Amostras coletadas
(P2, placas de 60mm, ~ dias3,6e12 para
tripsinizadas a cada 3 dias) extracdo de RNA
. A
's A
Experimento 2 Combinagoes das
moléculas

(células expostas as combinagtes das

moléculas por 3 dias) (P2, placas de 60mm,

tripsinizadas a cada 3 dias)
. »

Figura 5. Desenho esquematico do experimento com reprogramacao celular. No experimento 1, as
células ficaram 12 dias em contato com as moléculas separadamente, e foram feitas duas
repeticdes. Na repeticdo 1 as placas de 35mm eram congeladas no dia de coletar a amostra
para extracdo de RNA, e na repeticdo 2, a placa era tripsinizada e somente metade das
células eram congeladas, enquanto a outra metade voltava para o cultivo. No experimento 2
foi feita somente uma repeticdo com a combinagdo das moléculas em contato com as
células somente por 3 dias. Até o dia 12 elas foram cultivadas apenas com DMEM, mas

tendo as células tripsinizadas nos dias 3, 6 e 12 para coleta das amostras.
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4.3. Construcao dos Primers

Foram construidos primers para os genes: Nanog, Oct4, e Sox2, genes
usados para avaliar pluripoténcia, ja que estes sdo expressos somente neste tipo de
célula (GAN et. al., 2007); e para 0s genes das proteinas pl15 e p53, ja que estas
estdo envolvidas com o processo de senescéncia celular (ESTEBAN et. al. 2010,
WANG et. al., 2011).

Utilizou-se o software Primer3 para a construcdo, a partir das sequéncias
nucleotidicas depositadas no GeneBank apresentadas na Tabela 1.

Como controle positivo da reagao de construcdo dos cDNAs, foram utilizados
primers que ja haviam no laboratério para amplificar o gene housekeeping,
Ciclofilina-A.

Todos os primers tiveram as sequéncias testadas no programa BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool), demonstrando homologia com os respectivos genes.

Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos primers construidos para avaliacdo de expressao
génica dos FFS e embrides partenogénicos.

Gene Referéncia no Tm Tamanho Sequéncia
GeneBank fragmento

Nanog NM_001129971.1 60°C 116pb F: TTCCTTCCTCCATGGATCTG
R: TGGGACCTTTTCCTCCTTCT

Oct4 NM_001113060.1 60°C 80pb F: GCAGTGACTATTCGCAACGA
R: CGCCAGAGGAAAGGATACTG

Sox2 NM_001123197.1 60°C 108pb F: ATGGGCTCAGTGGTCAAGTC
R: GCTGATCATGTCCCGTAGGT

pl15 NC_010443.4 61°C 88pb F: AGGCTTTAAGCGCCTCTGTC
R: TGGTCAAGATGCTGGTAGGG

p53 NM_213824.3 59°C 83pb F: TCAGGAACAGGTTACCACCA
R: TCAGGGAAAGGCACTCTTCT

Ciclofilina-A  NM_214353.1 58°C 230pb F: ATTCCAGGATTTATGTGCCAG
R: TTCACTTTGCCAAAGACCAC
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4.4. Extracdo de RNA, Quantificacéo, e Construgédo do cDNA

Para a extracdo de RNA das células tratadas, utilizou-se o protocolo de
extracdo Mini-Trizol segundo as instru¢des do fabricante. Para extracdo de RNA dos
blastocistos foram feitos dois pools com 100 blastocistos: em um utilizou-se o kit
RNAspim Mini (GE Healthcare®), e o outro foi extraido com o método de Mini-Trizol.
O RNA extraido de cada grupo foi quantificado utlizando o equipamento NanoDrop
2000, com a pureza mensurada através da relacdo 280/260 nm. Cada amostra, de
acordo com a sua quantificacdo foi diluida em &gua para que todos atingissem a
mesma concentragdo, de 500ng/amostra. Posteriormente todas as amostras foram
tratadas com DNAse, seguindo as instru¢des do kit DNase |, Amplification Grade
(Invitrogen®).

Foi construido o cDNA das amostras utilizando o Kit Omniscript RT

(Invitrogen®).

4.5. Reacdo em Cadeia da Polimerase e Eletroforese

A reacédo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando Tamp&o 10x
(Sigma®) na concentracdo final de 1x, 0,05unidades/uL Tagq DNA Polimerase
(Sigma®), 0,2 mM de cada dNTP, 0,2mM de cada primer, e 1uL de cDNA, em
reacoes de 50uL. Utilizou-se o termociclador Eppendorf 5345, operando nas
seguintes temperaturas: 95°C por 30 segundos; 40 ciclos de 95°C por 30 segundos,
a temperatura de anelamento de cada primer (Tabela 1) por 30 segundos, e 72°C
por 40 segundos; e por fim 72°C por 5 minutos.

Os produtos das reac¢fes foram corridos por eletroforese, em géis de agarose
de concentracbes entre 1,5% a 2%, e 6% de Brometo de Etidio. Durante a
eletroforese, as amostras foram corridas acompanhados de Marcador 100bp
(BioLabs®). Os géis foram expostos em luz ultravioleta para visualizacdo das bandas

e captura da imagem (AlphaDigiDoc® Multiimage® Light Cabinet).



5. RESULTADOS

5.1. Crescimento Celular

Com excecédo do tratamento utilizando somente DZNep no meio de cultivo,
todas as células foram possiveis de serem cultivadas juntos das moléculas até o dia
12. As células tratadas com DZNep demonstraram atraso no crescimento apos o dia
6, portanto no dia 7 ela passou a ser cultivada com o meio DMEM sem adicao da
molécula. Enquanto isso o tratamento com a Vitamina C demonstrou em todas as
repeticbes acelerar o crescimento das células, apresentando confluéncia
significantemente maior que os demais tratamentos.

De forma simbdlica, € possivel perceber esta diferenca na quantificacdo de

RNA ap06s a extracdo (Tabela 2).
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Tabela 2 — Resultados das quantificacdes apds o processo de extracdo de RNA. R1, Repeticao 1; R2,

Repeticdo 2; 3d, 3 dias; 6d, 6 dias; 12d, 12 dias; no experimento das combinacdes: V,

vitamina C; D, DZNep; S, Scriptaid.

Amostra RNA ng/pl Pureza

Controle R1 3d 176,50 1,87
Controle R1 6d 317,90 1,98
Controle R1 12d 416,30 2,03
Scriptaid R1 3d 231,10 2,06
Scriptaid R1 6d 83,00 1,92
Scriptaid R1 12d 72,30 1,89

= Vitamina C R1 3d 232,40 1,95
zg Vitamina C R1 6d 229,80 1,78
O Vitamina CR1 12d .070,40 2,00
@ DZNepR1 3d 128,40 1,91
3‘ DZNep R1 6d 123,00 1,88
x DZNep R1 12d 21,80 1,83
Controle R2 3d 350,20 1,95
Controle R2 6d 314,70 1,96
Controle R2 12d .654,80 1,99
Scriptaid R2 3d 361,80 1,90
Scriptaid R2 6d 63,60 1,90
Scriptaid R2 12d 124,40 1,95

~ Vitamina C R2 3d 294,20 1,96
zg Vitamina C R2 6d 280,90 1,85
O  Vitamina CR2 12d .798,40 1,97
@ DZNep R2 3d 322,50 1,96
& DzNep R2 6d 19,80 1,83
€ DZNep R2 12d 21,40 1,59
Controle 3d 250,10 1,94
Controle 6d 227,20 1,99
Controle 12d 258,10 1,94
S+D 3d 194,70 1,92
S+D 6d 21,30 1,61
S+D 12d 123,50 1,88
V+D 3d 173,20 1,84
V+D 6d 33,80 1,80

w V+D12d 71,50 1,80
zg V+S 3d 336,50 1,85
o V+S 6d 104,20 1,87
£ Vv+S12d 206,10 1,93
-g V+S+D 3d 181,40 1,94
o V+S+Deéd 36,40 1,87
O v+s+D12d 213,00 1,72

guando utilizado o DZNep. Xie e colaboradores (2011) demonstraram que a

Alguns trabalhos parecem explicar essa redugdo no crescimento celular

molécula DZNep possui efeito apoptético em células de mieloma, porém esse efeito

nao foi causado pela inibicdo de EZH2 nem por inibir a trimetilacdo de H3K27,

sugerindo que ela atue de outra forma que ndo epigeneticamente. Além disso, Zhou
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e colaboradores (2011) demonstraram que o DZNep aumenta a producdo de
espécies reativas de oxigénio em células de leucemia mieloide aguda, mostrando
gue existe certa toxicidade celular por parte dessa molécula.

Ja a vitamina C provavelmente esteja favorecendo o crescimento e

multiplicagao celular devido o seu efeito antioxidante.

5.2. Extracao de RNA dos Blastocistos

Os dois métodos de extracdo utilizados foram eficientes e produziram cDNA
capaz de ser utilizado como controle nas reagdes de PCR. Mesmo apresentando na
quantificacdo uma concentracdo por microlitro inferior a extracdo utilizando Trizol, a
extracdo com kit se mostrou mais interessante, pois enquanto no método com Trizol
o RNA foi eluido em 10uL, com o kit a eluicédo foi feita utilizando 40uL (Tabela 3).
Além disso, a pureza do produto foi muito maior utilizando o kit, em vista que a
coluna é mais eficiente em reter proteinas e solugbes, que no método de Trizol

dificilmente se consegue com a mesma eficacia.

Tabela 3 — Resultado da quantificacdo na extracdo de RNA em pools de 100 blastocistos, pelo

protocolo de Mini-Trizol, e pelo kit de extrac&o.

Amostra RNA ng/pl Pureza
Embrides (Kit de extragao) 5,20 3,40
Embrides (Trizol) 24,10 1,52

5.3. Reacgbes em Cadeia da Polimerase

Para o gene da Ciclofilina-A, foram realizadas as reacbes de PCR para todas
as amostras, a fim de confirmar se o cDNA foi construido corretamente. Para o0s

demais genes, as reac0es foram realizadas apenas para as repeticdes 1 e 2.
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5.3.1. Ciclofilina-A

Quase todas as amostras amplificaram para o gene da Ciclofilina-A. As
amostras que nao demonstraram amplificacdo foram repetidas em uma nova reagao
junto de controle positivo, para confirmar que provavelmente o cDNA nao havia sido
bem construido. As amostras que ndo amplificaram para Ciclofilina foram Vitamina C

+ DZnep 12 dias, Vitamina C + Scriptaid + DZNep 12 dias, e DZNep 12 dias
Repeticdo 2 (Fig. 6).

Figura 6. Gel de agarose a 1,5%, com amostras amplificadas para o gene da Ciclofilina-A. A)
Amostras amplificadas: 1- Marcador 100pb (Biolabs); 2- Controle negativo; 3- Embrides
extraido com Trizol; 4- Embrifes extraido com kit; 5- Controle 3 dias R1; 6- Controle 6 dias
R1; 7- Controle 12 dias R1; 8- Vitamina C 3 dias R1; 9- Vitamina C 6 dias R1; 10- Vitamina
C 3 dias R1. B) Reacdo com as amostras que ndo amplificaram. 1- Controle negativo; 2-
Embrides; 3- Vitamina C + Scriptaid + DZNep 12 dias; 4- Vitamina C+ DZNep 12 dias; 5-
DZNep 12 dias R2.
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5.3.2. Oct4

As reac0Oes para o primer de Oct4 foram realizadas apenas para as repeticdes
1 e 2. Nao houve amplificacdo no controle negativo da PCR, mas houve

amplificagao no controle dos tratamentos nas duas repeti¢cdes (Fig. 7).

Figura 7. Géis de agarose a 2% demonstrando o resultado da técnica de PCR para o gene Oct 4. No

gel A as amostras sao para a repeticdo 1 e no gel B, para a repeticdo 2. M, Marcador 100pb
(Biolabs); -, Controle negativo; E, embrides; S, Scriptaid; V, Vitamina C; D, DZNep; C,
Controle; 3, 3 dias; 6, 6 dias; 12, 12 dias.

Em ambas repetices é possivel ver uma banda mais forte no tratamento com
Vitamina C 12 dias, demonstrando que a Vitamina C pode estar induzindo a
expresséo de Oct 4 no dia 12. Na repeticdo 2 existe uma banda no tratamento com
Vitamina C 6 dias, demonstrando que talvez a expressao tenha sido acelerada pela
tripsinizacdo que acontecia a cada 3 dias na repeticdo 2, estimulando a divisdo
celular e replicagdo do genoma.

O tratamento com Scriptaid também demonstrou estar expressando Oct 4: na
repeticdo 1 podemos ver bandas nos trés dias de tratamento, enquanto na repeticao

2 podemos ver mais claramente nos dias 3 e 6.
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Na repeticdo 1 houve amplificagdo no tratamento com DZNep apenas em 3
dias, enquanto na repeticdo 2 ndo houve. Na repeticao 2, a falta de amplificagéo na
amostra D12 pode ser dada pelo cDNA nao ter sido bem construido pois este nao
amplificou para Ciclofilina-A.

5.3.3._Nanog

A técnica de PCR para o gene Nanog foi repetida algumas vezes, e em todas
elas ndo houve uma amplificacédo eficiente, podendo os primers ou a temperatura
estarem inadequados (Fig. 8).

Figura 8. Géis de agarose a 2% demonstrando o resultado da técnica de PCR para o gene Nanog. No
gel A as amostras sdo para a repeticdo 1 e no gel B, para a repeticdo 2. M, Marcador 100pb
(Biolabs); -, Controle negativo; E, embrides; C, Controle; V, Vitamina C; 3, 3 dias; 6, 6 dias;
12, 12 dias.

534 Sox?2

Nas amostras amplificadas para Sox 2 podemos ver que na repeticao 1

todos os tratamentos apresentaram bandas (Fig. 9-A), enquanto na repeticdo 2

podemos ver apenas no RNA dos embrides, no DZNep 3 dias, no Scriptaid 6 dias,
em todos os dias do controle, e na Vitamina C nos dias 6 e 12 (Figura 9-B).

A amplificacdo do DZNep apenas no dia 3, demonstra que essa molécula

possui um efeito imediato de modelamento epigenético, e posteriormente um efeito

toxico para as células. A falta de amplificagdo na amostra DZNep 12dias pode ser
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dada pelo cDNA nado ter sido bem construido, pois esta ndo demonstrou
amplificacéo para o gene da Ciclofilina-A.

A molécula Scriptaid apresentou uma banda no dia 6, demonstrando que ela
atua mais lentamente nas células, porém parece ser toxica a longo prazo.

J& a vitamina C, teve amplificacdo somente no dia 6, mas esse se estendeu
até o dia 12.

A amplificacdo das bandas no Controle do tratamento ndo era esperada, e 0
gue acredita-se € que o tratamento com DNAse ndo tenha sido eficiente e os
primers tenham sido desenhados para um mesmo éxon, 0 que nos impede de
diferenciar o que € DNA do que € mRNA.

Figura 9. Géis de agarose a 2% demonstrando o resultado da técnica de PCR para o gene Sox 2. No
gel A as amostras sdo para a repeticdo 1 e no gel B, para a repeticdo 2. M, Marcador 100pb
(Biolabs); -, Controle negativo; E, embrides; C, Controle; V, Vitamina C; S, Scriptaid; D,
DZNep; 3, 3 dias; 6, 6 dias; 12, 12 dias.
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5.3.5. p15

Nas reacdoes de PCR para o gene da proteina pl5, tanto na repeticdo 1
quanto na repeticdo 2 os embribes tiveram o mesmo padrdo de banda, sem
amplificacdo, demonstrando que esta proteina ndo estd expressa em blastocistos
(Fig. 10).

Na repeticdo 1, os tratamentos com DZNep tiveram uma alta expressao nos
dias 3 e 6, enquanto no dia 12 houve uma diminuicdo. Isso concorda com a hipotese
de que o DZNep seja uma molécula de acdo rapida e de certa toxicidade. A
diminuicdo da expresséo no dia 12 pode ser devido a molécula ter sido retirada do
meio de cultivo no dia 7 (Figura 10-A). Ja na repeticdo 2 a expressao da pl5 parece
ter demorado mais para acontecer, tendo uma amplificacdo apenas no dia 6. A
diminuicdo da amplificacdo no dia 12 pode ser explicada na repeticdo 1, pela
retirada da molécula do meio de cultivo dos fibroblastos (Fig. 10-A); ja na repeticao
2, a falta da banda DZNep 12 dias pode ser devido esta ndo ter o cDNA, pois nao
amplificou corretamente para Ciclofilina-A.

Na repeticdo 1 o Controle expressa a proteina apenas nos dias 6 e 12,
provavelmente porque nos primeiros dias ela estd estimulada ainda a se dividir. Na
repeticdo 1 as células foram cultivadas separadas para serem congeladas na prépria
placa, cada uma no respectivo dia (Figura 10-A). Ja na repeticdo 2 houve estimulo
para que as células se dividissem, pois a cada 3 dias elas eram tripsinizadas,
explicando a diminuicdo da expressao de p15 nos dias 6 e 12 (Fig. 10-B).

O fato de haver a tripsinizacao na repeticdo 2 também parece explicar o que
acontece no tratamento com a Vitamina C, que demonstra estar expressando o gene
da p15 em todos os dias na repeticdo 1 e apenas no dia 12 para a repeticéo 2.

Pelo resultado apresentado na repeticdo 1, a molécula Scriptaid parece ter
um efeito tOxico quando exposta as células por muitos dias, enquanto na repeticéo 2

nao houve expressao em nenhum dos dias (Fig. 10).
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Figura 10. Géis de agarose a 2% demonstrando o resultado da técnica de PCR para o gene p15. No

gel A as amostras sdo para a repeticdo 1 e no gel B, para a repeticdo 2. M, Marcador 100pb
(Biolabs); -, Controle negativo; E, embriées; C, Controle; V, Vitamina C; S, Scriptaid; D,
DZNep; 3, 3 dias; 6, 6 dias; 12, 12 dias.

5.3.6. p53

As amostras amplificadas para o gene da p53, tanto para a repeticdo 1 quanto
para a repeticdo 2, tiveram o mesmo padrao em todos os tratamentos e no controle.
Todas expressaram p53, porém com a PCR convencional ndo é possivel quantificar
e dizer se algum tratamento esta diminuindo ou n&o a expressao desta proteina (Fig.
11).
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Figura 11. Géis de agarose a 2% demonstrando o resultado da técnica de PCR para o gene p53. No

gel A as amostras sé@o para a repeticdo 1 e no gel B, para a repeticdo 2. M, Marcador
100pb (Biolabs); -, Controle negativo; E, embrides; C, Controle; V, Vitamina C; S,
Scriptaid; D, DZNep; 3, 3 dias; 6, 6 dias; 12, 12 dias.

5.4. Perspectivas Futuras

Estdo sendo cultivadas novamente as células tratadas para Vitamina C +
Scriptaid + DZNep, DZNep + Vitamina C, e DZNep, para serem congeladas no dia
12 e terem 0 RNA extraido, ja que estas ndo amplificaram para o gene da Ciclofilina-
A.

Novos primers ja foram construidos para os genes de pluripoténcia, Sox 2,
Nanog e Oct 4, de forma que cada primer esteja em éxons diferentes do gene. As
reacOes serdo feitas novamente com os cDNAs dos tratamentos. Caso nas reagdes
com o0s novos primers o controle do tratamento ainda esteja apresentando
amplificacdo, os primers serdo testados em outras linhagens de células que o
laboratorio possui, para confirmar se estd havendo expresséo desses genes nesta
linhagem de fibroblastos.

Se os resultados com os novos primers forem condizentes, serdo feitas as

reacoes para as duas repeticdes do primeiro experimento e para o experimento das
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combinacdes. Caso exista mesmo expressdo dos genes nos tratamentos, sera feito
um PCR quantitativo, a fim de confirmar que algum tratamento em um certo tempo
auxilia na reprogramacao celular.

Posteriormente, serdo feitos clones por TNCS, utilizando estas células
tratadas, mesmo que elas ndo demonstrem expressao dos genes de pluripoténcia.
No processo de clonagem a reprogramacao é feita de forma muito mais intensa pelo
oocito e o fato do FFS ndo expressar os genes de pluripoténcia anteriormente
durante o cultivo e o tratamento ndo quer dizer que este nao otimizara a

reprogramagéao do embrido.



6. OUTRAS ATIVIDADES ACOMPANHADAS

6.1 Clonagem por Handmade

A técnica de clonagem por handmade foi estabelecida por Peura, Lewis, e
Trounson em 1998, e modificada por Vajta e colaboradores no ano de 2001. Esta
técnica € reconhecida por ser mais barata, mais facil por dispensar habilidades em
micro-manipulacéo, e mais rapida de ser realizada em comparacdo a transferéncia
nuclear tradicional, pois ndo requer o uso de micromanipulador.

O experimento acompanhado faz parte da tese de mestrado do aluno Lain
Uriel Ohlweiler, que teve por objetivo analisar a migragdo mitocondrial em zigotos
criados por handmade nas seguintes combinacdes de odcitos: suino/suino,
suino/bovino e bovino/bovino (Fig. 12). Para isso odcitos suinos foram puncionados,
selecionados e maturados assim como descrito no item 4.1.1. Odcitos bovinos foram
obtidos de abatedouro local, puncionados os foliculos de 2 a 8 mm de diametro,
selecionados da mesma forma descrita para os o6citos suinos, porém a maturacao
se deu através de cultivo em Meio de Maturacdo de bovinos (TCM-199; 25mM
Hepes; 26,2mM bicarbonato de sddio; 0,2 mM piruvato de sédio; 0,01 Ul/mL FSH;
0.5 yg/mL LH; 10% SFB) por 22 a 26 horas, a 38,5 °C e 5% CO..
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Figura 12. Desenho esquematico do experimento realizado com clonagem pela técnica de handmade.
Foi testada a fusdo entre metades de odcitos suinos, com uma metade de suino e outra

de bovino, e com duas metades de odécitos bovinos.

ApOs a maturacdo, os odcitos foram desnudos através de sucessivas
pipetagens, e tiveram a zona peldcida parcialmente removida em Meio de
Manipulagcdo com 0,5% de pronase para bovinos, e Meio de Maturagcdo com 25% de
SFB e 0,2% de pronase para suinos; seguido de lavagens em Meio de Manipulacao
adicionado 10% de SFB para bovinos e 20% de SFB para suinos, para inativacéo da
pronase. Para que a pronase seja inibida de forma mais eficiente, em odcitos suinos
é feita uma lavagem em soro puro apos a primeira lavagem no Meio de
Manipulagdo. Os odcitos sem a zona pellcida foram entéo divididos ao meio com a
ajuda de uma lamina especial para bidépsia de embribes bovinos (Bioniche).
Posteriormente, as metades de odcitos foram corados com Hoescht 33342 a 10
ug/mL, e distribuidos individualmente em gotas de 3uL de Meio de Manipulacdo +
Hoescht 33342 para visualizacdo em microscopio de fluorescéncia. As metades de
oocitos foram avaliadas quanto a presenca de cromatina e viabilidade celular. S&o
utilizados somente as metades que nao apresentam fluorescéncia. Duas metades de
oocitos selecionadas sédo colocadas proximas a célula doadora de nucleo, e estas
sofrem choque elétrico por corrente alternada de 15V, duas vezes de corrente
continua a 1,2V por 25 microssegundos, para que aconteca a fusdo. Posteriormente

o prezumivel zigoto sofre ativacdo partenogenética e é cultivado assim como

descrito no item 4.1.2.
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6.2. Fertilizagdo In Vitro, Cultivo dos Embrides em DZNEP e Fixag&o das

Estruturas

Para a fertilizac&o in vitro (FIV) de odcitos suinos, estes foram puncionados,
selecionados e maturados assim como descrito no item 4.1.1, em pocgos de placa
Nunc (de 60 a 80 odcitos por pogo). Passado o tempo de maturacao | e Il, os odécitos
foram desnudos através de pipetagens consecutivas.

Enquanto isso o sémen fresco foi centrifugado por 1700xG por 3 minutos,
ressuspendido em BTS (0,2M glicose; 0,02M citrato de sodio; 0,015M NaHCOg;
3mM EDTA; 0,01M KCI; pH 7,3) e mantido por 20 minutos entre 15 e 18°C. Passado
este tempo, ele foi imerso em banho-maria a 38,5°C por 20 minutos.

Posteriormente, o sémen foi selecionado pelo método Gradiente de Percoll
segundo Machado e colaboradores (2009). Esta técnica funciona como uma
ferramenta de separacao por densidade, em que apenas 0s espermatozéides mais
viaveis, com maior motilidade e vigor € que vao ao fundo do tubo na centrifugacéo.

Posteriormente o pellet formado no tubo foi colocado em 500uL de TBM-BSA
(2,5 mLTBM + 15mg de BSA), centrifugado por 45 segundos a 9,0xG, tendo o
sobrenadante removido e o pellet ressuspendido em torno de 30uL de TBM-BSA.
Para estimar a concentracdo de espermatozéides, 5uL do pellet € colocado em 95uL
de agua, e as células sao contadas em Camara de Neubauer. Com o numero obtido
na contagem é feito o célculo para estimar concentracdo e ajustado para que fique
na concentracao de 100.000 espermatoziodes méveis por mililitros.

Apbs o processamento do sémen,s o odécitos desnudos (de 50 a 80 o6citos)
sdo passados para pocos de placas Nunc contendo 500uL de TBM - BSA/Cafeina
(2,5 mL de TBM com 15mg de BSA e 0,9mg de cafeina), para entdo ser adicionada
a quantidade de sémen calculada para que seja obtida a concentracdo de 50.000
espermatozoides moveis por poco. Os odcitos sdo mantidos em torno de 3 a 6 horas
em contato com o0s espermatozoides, em estufa a 38,5°C e 5% CO, Passado este
tempo, os odécitos foram vigorosamente pipetados para retirar 0s espermatozoéides
aderidos, e colocados em meio de cultivo (PZM-3) em placas Nunc de quatro pogos.
Os prezumiveis zigotos foram divididos em trés grupos: PZM-3 + DZNep com
feeding dias 2 e 4; PZM-3 + DZNep com feeding somente no dia 4; e Grupo Controle

sem DZNep. A concentracdo de DZNep se manteve em 5uM.
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No dia 8 ap6s a FIV, foram coletadas todas as estruturas e fixadas em
Paraformaldeido a 4% para posterior imunohistoquimica. As estruturas fixadas foram

estocadas a 4°C até o processo de montagem das laminas.
6.3. Atividades de Manutencao do Laboratorio
Além de todas as atividades de pesquisa, a aluna também participou de

atividades de manutencédo do laboratorio, como lavagem de vidrarias, autoclavagem

e esterilizacdo de materiais, preparo de meios e solugdes e idas ao frigorifico.



7. CONCLUSAO

O experimento utilizando moléculas para atuar no epigenoma de fibroblastos
fetais suinos doadores de nucleo foi iniciado e padronizado. Para um melhor
rendimento, os proximos pools de blastocistos deverdo conter mais de 100 odcitos,
seu RNA extraido por kit comercial, e eluido em menos do que 40pL.

Quanto ao tratamento, pouco pode ser concluido apenas com a analise feita
por PCR convencional e com primers construidos para amplificar os genes dentro do
mesmo éxon. Sabe-se que as células necessitam ser estimuladas a dividirem-se
pela tripsinizacdo e portanto o método utilizado na repeticdo 2 seria 0 mais
recomendado para as proximas repeticoes.

Esse periodo de estagio foi de grande aprendizado para mim que nunca havia
trabalhado com expressdo génica, epigenética, reprogramacao celular,
partenogénese, e ainda mais com a espécie suina. Cada dia que passou aqui
contribuiu enormemente para a minha formac&o: nos momentos em que tudo saiu
como planejado, e mais ainda, nos momentos em que problemas ocorreram e
tivemos que procurar pela solucdo. Fui muito privilegiada em poder contar nesses
momentos com a ajuda de estudantes e profissionais extremamente competentes.
Posso dizer que hoje sou uma pessoa mais critica, mais experiente, e que sei lidar
melhor com novas situacdes. Além disso, hoje tenho mais certo para mim que quero

seguir na area da Reproducédo e da Embriologia Molecular.
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