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RESUMO

EFEITOS DO CULTIVO IN VITRO PROLONGADO, CRIOPRESERVACAO E USO
DE AGENTES MODIFICADORES DE CROMATINA EM CELULAS DO
AMNIOTICO E DO CORDAO UMBILICAL DE FETOS BOVINOS PARA USO NA
TRANSFERENCIA NUCLEAR

Elisa Ribeiro da Cunhal’z, Sénia Nair Bao'
'Programa de Pos-graduagdo em Biologia Animal- UnB, DF,  Embrapa Cerrados -CTZL

Apesar de todo o potencial para o uso da transferéncia nuclear (TN) em bovinos, varios
parametros continuam limitantes para a melhor eficiéncia da técnica. Considerando essas
limitacdes, este trabalho propde o uso de modelos celulares que ndo passaram pela
gastrulagdo, sob influéncia do cultivo in vitro por longos periodos e diferentes formas de
criopreservacdo. Em seguida, o melhor tipo celular para a producdo de embrides por TN foi
avaliado sob o efeito de tratamentos que otimizem reprogramacao nuclear. Células do fluido
amniotico (CFA) e do corddo umbilical (CCU) foram utilizadas em comparacdo aos
fibroblastos da orelha (CFO) e foram submetidos ao cultivo celular por 20 passagens e
criopreservacdo em diferentes solu¢des contendo 10% de dimetilsulfoxido (DMSO), 5% de
dimetilformamida e 7% de glicerol. A viabilidade celular, ultraestrutura, fragmentagdo do
DNA e estabilidade cromossomal foram avaliadas para determinar o tipo celular mais
resistente. Em todos os animais, foi possivel avaliar as CFA e CCU por 20 passagens com
diferentes tempos de crescimento celular para atingir a fase de confluéncia. As solu¢des com
10% de DMSO garantiram a viabilidade de 90,33+5,58%, 90,56+4,40% e 81,90+3,31%,
respectivamente para CFO, CCU e CFA, sendo significativamente mais eficiente e com
menor variagdo para preservacao que as outras solugdes crioprotetoras. Nao houve alteragdes
no caridtipo e houve baixa fragmentacdo nuclear ao longo das passagens estudadas. Na
avaliagdo ultraestrutural, as CFA se mostraram mais sensiveis a criopreservagao em relagdo as
CCU e CFO, e apresentaram uma baixa viabilidade em P20 (17,2+8,87%). A partir deste
experimento, as CCU foram usadas na TN e submetidas a trés tratamentos: (T1) CCU foram
tratadas com 1,5 mM de procaina por dois ciclos de crescimento; (T2) tratadas com 50 nM de
tricostatina A (TSA) por 4h na ativacdo e 20 h no cultivo embrionario; (T3) tratadas com 50
nM de TSA por 4 h na ativagdo e 16 h no cultivo embrionario. Todos os tratamentos foram
comparados com o grupo sem tratamento (controle). O tratamento com procaina provocou
alteragdes na morfologia e teve baixa produgdo de blastocistos (4,4%). O tratamento com
TSA por 24 h teve baixa produgao de blastocistos (4,5%) e foi significativamente diferente da
TSA 20 h e do controle. O tratamento por 20 h (17,19%) viabilizou o uso da TSA, mas ndo
foi superior ao controle (21,73%). Os resultados demonstram que, em bovinos as CFA e CCU
podem ser isoladas, cultivadas in vitro e criopreservadas em 10% de DMSO, apresentando
estabilidade cromossomal e baixa fragmentacdo nuclear, sendo que as CCU sdo mais
resistentes que as CFA. O uso de 1,5 mM de procaina e de 50 nM de TSA por 24 h ndo foram
viaveis na producdo de embrides por TN. Porém, o uso de 50 nM TSA por 20 h ndo
comprometeu a produgdo de blastocistos produzidos por TN. No entanto, concentragdes e
tempo de exposicdo ao TSA diferentes devem ser testados para aumentar a produgdo
embriondria e o nascimento de bezerros saudaveis.

Palavras chave: células fetais; tecido extra-embrionario, tricostatina A; dimetilsulfoxido;
clonagem animal; reproducdo animal assistida.
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ABSTRACT

EFFECTS OF PROLONGED IN VITRO CULTURE, CRYOPRESERVATION AND
USE OF CHROMATIN MODIFYING AGENTS ON AMNIOTIC FLUID AND
UMBILICAL CORD CELLS FROM BOVINE FETUSES FOR USE IN NUCLEAR
TRANSFER

Elisa Ribeiro da Cunhal’z, Sénia Nair Bao'
'Programa de P6s-graduagdo em Biologia Animal- UnB, DF, > Embrapa Cerrados -CTZL

Despite all the potential of animal cloning by nuclear transfer (NT), some parameters still
limit the efficiency of this technique. Considering these limitations, the objective of this work
was to study the cellular types that did not participated in the gastrulation process, in
conditions of long-term culture and cryopreservation with different solutions. We also studied
the potential of these cell types to produce embryos by NT when recontructed zygotes were
treated with substances to optimize nuclear reprogramming. Amniotic fluid cells (AFCs) and
umbilical cord cells (UCCs) were used in a comparative study with ear fibroblast cells (EFCs)
that were cultured in vitro until 20 passages and cryopreserved in 10% Dimethyl sulfoxide
(DMSO), 5% Dimethyl formamide and 7% Glycerol solutions. The cellular viability,
ultrastructure, DNA fragmentation and chromosome stability were evaluated to determine the
most resistant cellular type. In all animals, it was possible to evaluate the AFCs and UCCs
until 20 passages with different periods of cellular growth to reach the confluence phase.
Solutions containing 10% DMSO ensured viability of 90.33+5.58%, 90.56 +4.40% and
81.90+3.31%, respectively for EFCs, AFCs and UCCs, being significantly more efficient and
with less variation than other cryoprotectant solutions. There was no changes in karyotype
and nuclear fragmentation was low at the cellular passages studied. In the ultrastructural
evaluation, AFCs were more sensitive to cryopreservation than UCCs and EFCs and
presented low viability rate at P20 (17.2+8.87%). From these results, the UCCs were used in
the NT and submitted to three treatments: (T1) UCCs were treated with 1.5 mM procaine in
two growth cycles; (2) reconstructed oocytes treated with 50 nM of trichostatin A (TSA) for 4
h in the activation phase and for 20 h in embryo development; (3) reconstructed oocytes
treated with 50 nM TSA for 4 h in the activation phase and for 16 h during initial embryo
culture. All treatments were compared with the untreated group (control). Treatment with
procaine caused changes in cellular morphology and resulted in low blastocysts rate (4.4%).
Treatment with TSA for 24 hours had low blastocyst production (4.5%) and was significantly
different from the control and TSA 20 h treatment. The treatment for 20 hours made feasible
the use of TSA (17.19% of blastocysts), but was not superior to the control group (21.73%).
The results demonstrate that in bovine, AFCs and UCCs can be isolated, cultured in vitro and
cryopreserved in 10% DMSO, not causing damage to DNA and chromosomes. The UCCs
were more resistant than AFCs in all aspects. The use of 1.5 mM procaine and 50 nM TSA for
24 hours was not viable for NT embryos production. However, the use of 50 nM TSA for 20
hours did not compromise the blastocysts production, but different concentrations and times
of exposure to TSA should be tested to enhance bovine NT embryo production and birth of
healthy calves.

Keywords: foetal cells; extraembrionic tissues, trichostatin A; dimethyl sulfoxide; animal
cloning; animal assisted reproduction



1. INTRODUCAO

A criopreservacdo e a estocagem de gametas e embrides de animais sdo a chave para os
bancos de germoplasma. Entretanto, gametas e embrides sdo finitos e precisam ser repostos
constantemente quando usados com regularidade, o que ndo ¢ possivel se o doador esta
inacessivel ou morto (Nel-Themaat ef al., 2007). Portanto, a criopreservacao de células viaveis
assume um papel de importancia nos bancos de germoplasma (Ryder, 2002). Apesar dessas
células serem também finitas quanto a coleta, elas podem ser propagadas usando culturas
celulares especificas e depois, criopreservadas e estocadas por muitos anos.

O nascimento do primeiro mamifero por transferéncia nuclear (TN) a partir de células
somaticas adultas (Wilmut ef al., 1997; Wakayama et al., 1998) demonstrou que o ntcleo de
uma cé¢lula somatica adulta mantém a totipoténcia e pode sofrer reprogramacao celular.

Apesar de todo o potencial para o uso da TN, varios parametros continuam limitantes
para a melhor eficiéncia da técnica. Um pré-requisito importante ¢ a disponibilidade de células
capazes de sofrer reprogramacao nuclear para suportar o desenvolvimento embrionério e fetal
(Mastromonaco et al., 2006).

Muitas pesquisas foram desenvolvidas evidenciando que células somaticas de diferentes
tecidos e idades podem ser utilizadas com sucesso em programas que necessitem de um
material genético viavel para serem reprogramados. Contudo, o modelo celular mais utilizado
continua sendo o de fibroblastos da pele obtidos de bidpsias de feto ou de animais adultos (Nel-
Themaat et al., 2007).

Quanto ao tempo de cultivo celular, a viabilidade das células sométicas adultas tem sido
amplamente limitada ao periodo de utilizacao das células doadoras, ou recém-colhidas, ou apds

o cultivo in vitro por periodos curtos (Kubota ef al., 2000).



A avaliagdo da qualidade e resisténcia celular ¢ necessaria para garantir a maxima
eficiéncia na TN como doadoras de seu material genético, que tem relacdo direta com o
desenvolvimento potencial do embrido (Mastromonaco et al., 2006).

Outro parametro limitante na TN ¢é a reprogramacdo nuclear relacionada com a
capacidade das células suportarem um desenvolvimento embriondrio e fetal adequado. As
modificacdes na estrutura da cromatina e alteragcdes epigenéticas sdo consideradas como os
principais fatores determinantes para o sucesso da TN (Suttevun et al., 2006).

A partir do conhecimento desses gargalos na transferéncia nuclear em bovinos, esta
pesquisa prop0Os estudar as células do fluido amniético e células do cordao umbilical, como
células com potencial para aumentar a eficiéncia da TN, uma vez que ¢ possivel que
apresentem uma menor diferenciagdo em relagdo as células somadticas adultas. Desta forma, o
trabalho teve o objetivo de avaliar o comportamento destes tipos celulares durante um longo
periodo de cultivo in vitro, a criopreservacao e ao tratamento com substancias que facilitem a

reprogramagao epigenética, visando a identificar melhorias na clonagem bovina.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Clonagem por transferéncia nuclear

A TN foi, inicialmente, proposta por Spermann (1938), sendo utilizada como ferramenta
para conhecer o papel do material genético na diferenciacdo celular em anfibios.
Posteriormente, foi realizada a primeira transferéncia nuclear em anfibios (Briggs e King,
1952) e, algum tempo depois, foi utilizada demonstrando o potencial de reprogramacao de
células diferenciadas utilizando Xenopus adultos (Gurdon e Uehlinger, 1966).

Em mamiferos, o desenvolvimento da TN ocorreu de maneira lenta, sendo relatada, a
partir de 1975 em coelhos (Bromhall, 1975). Em 1986, a técnica foi realizada em ovinos
(Willadsen, 1986) e em seguida em bovinos (Prather et al., 1987), sendo ambas realizadas a
partir da utilizagcdo de blastdmeros como fontes doadoras de nucleos.

Trabalhos subsequentes demonstraram que células completamente diferenciadas
poderiam ser usadas, como ficou demonstrado pelo nascimento da ovelha Dolly, o primeiro
mamifero clonado com células somatica da glandula mamaria coletada de animal adulto
(Wilmut et al., 1997). Posteriormente, a técnica foi estabelecida em bovinos (Cibelli et al.,
1998; Kato et al., 1998), caprinos (Baguisi ef al., 1999), gaur (Lanza et al, 2000), lhamas
(Sansinena et al., 2003), bubalinos (Shin et al., 2007) e cervos (Berg et al., 2007).

Atualmente, a TN ¢ uma técnica utilizada em diferentes espécies animais para estudos de
reprogramagdo celular e epigenética. A TN atende aos programas de melhoramento genético
com a rapida multiplicacdo de animais com caracteristicas genéticas desejaveis,
proporcionando uma diminuicdo no intervalo de geracdes e também possibilitando a
conservagao e regeneracao de recursos genéticos em vias de extingao.

Porém, o mais importante impacto desta biotécnica estd na producdo de animais
geneticamente modificados, pois essa tecnologia introduz genes especificos em linhagens

celulares que sdo utilizadas como doadoras de nticleo na TN, resultando na producao de clones



transgénicos. Estes animais, certamente, tém varias aplicagdes na geracdo de produtos
biomédicos (Rumpf, 2007).

Contudo, uma limitagdo potencial do uso de células de animais adultos transfectadas
como doadoras de nucleo consiste no periodo de cultivo prolongado necessario para a
programacao, transfeccdo, selegdo e expansdo da linhagem celular. Cada uma destas etapas
requer passagens repetidas, bem como periodos de cultivos longos que podem induzir
perturbagdes nas células doadoras, resultando numa redugdo na eficiéncia da TN (Forsberg et
al., 2001).

Apesar de varios estudos sobre o assunto e da grande quantidade de animais clonados,
inclusive comercialmente, a TN ainda apresenta baixa eficiéncia, resultados varidveis e
complicacdes observadas nos produtos obtidos. A taxa de produtos vivos na maioria dos
mamiferos esta abaixo de 5%, uma taxa inexpressiva, quando comparada com 40% de produtos
vivos na fecundagdo in vitro (Wang et al., 2011b). Em bovinos, apenas 4% a 8% dos embrides
transferidos resultam em bezerros clonados vivos aos 150 dias. Um estudo realizado no Japao
entre 1998 e 2007 revela que apenas 9,2% dos embrides transferidos se desenvolveram a termo
(Akagi et al., 2013).

Este fato pode ser relacionado com uma variedade de razdes, tais como o tipo de célula
doadora, a fonte e a qualidade do odcito ao inicio da maturagdo, o método de cultivo
embriondrio, as falhas da reprogramacdo nuclear, a variacdo entre laboratorios, as
metodologias empregadas para as etapas de enucleacdo oocitaria e reconstru¢do embrionaria

(Campbell et al., 2007).

2.2 Células doadoras de nucleo
A célula doadora de nucleo utilizada na TN tem efeitos importantes sobre a capacidade

de desenvolvimento de embrides reconstruidos até o estdgio de blastocisto e também sobre o



desenvolvimento pos-implantacdo. Apos a obtengdo do primeiro mamifero a partir de células
embriondrias (Campbell et al, 1996) e de linhagens fetais e adultas (Wilmut et al, 1997),
muitos estudos foram realizados para demonstrar que células sométicas de diferentes tecidos e
animais e idades podem ser utilizadas com sucesso. Como exemplos, tem-se o uso de
fibroblastos adultos e fetais de diversos tecidos, células do cumulus, epitélio do oviduto (Kato
et al., 1998), epitélio mamario (Wilmut et al., 1997), epitélio do utero e células do figado,
(Kato et al., 2000). Porém, o modelo celular mais usado continua sendo os fibroblastos adultos

obtidos de bidpsias da pele da orelha ou da cauda.

2.2.1 Tipos celulares

As células-tronco embriondrias sdo derivadas da massa celular interna do blastocisto e do
zigoto. As primeiras possuem capacidade ilimitada de auto-renovagdo e sdo pluripotentes
(capazes de se diferenciar em qualquer linhagem derivada dos trés folhetos embrionarios:
endoderma, mesoderma e ectoderma). Ja as células com origem a partir do zigoto sdo
classificadas como totipotentes, pois além de se diferenciar nas células dos trés folhetos
embriondrios, originam os tecidos extra-embriondrios. As células-tronco mesenquimais
(CTMs) adultas, aparentemente, tém capacidade de auto-renovag¢ao limitada e sdo denominadas
multipotentes, pela habilidade limitada de diferenciagdo em poucos tipos celulares.

Os tecidos extra-embriondrios originados diretamente do epiblasto, hipoblasto, e
trofoblasto ndo participam da gastrulacdo e, por isso, sdo menos diferenciados que as células
somaticas adultas e, devido a essa origem, sdo mais facilmente reprogramados (Cremonesi et
al., 2011).

Estas células ndo envolvem fatores éticos como as células-tronco embrionarias além de
serem mais faceis de serem obtidas. A Sociedade Internacional de Terapia Celular

(International Society for Cellular Therapy) prop0Os alguns critérios para a definicdo das



CTMs: a capacidade de crescimento in vitro, serem aderentes ao plastico, apresentarem auto-
renovagdo, capacidade de se diferenciar in vifro em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos.
Além da expressdo dos marcadores moleculares CD105, CD7 e CD90 e a auséncia de
expressdao dos marcadores moleculares CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79 ou CDI19 e
HLA-DR (Horwitz et al., 2005; Cremonesi et al, 2011).

As CTMs fetais tém potencial de diferenciagdo em multilinhagens, apresentam alta
cinética de crescimento e expressdo de marcadores de pluripotencialidade e
multipotencialidade, fornecendo assim a no¢do de que essas células sdo biologicamente
proximas das células-tronco embriondrias e sdo intermediarias as CTMs adultas (Cremonesi et
al.,, 2011; Dev et al., 2012b). Tais caracteristicas t€ém despertado o interesse no uso de células
para terapias e como doadoras de nucleo na TN (Dev ef al., 2012a).

Na medicina veterinaria, as CTMs tém sido isoladas com sucesso da medula-ossea, pele,
tecido adiposo e sangue periférico. Os tecidos que contém células unicas e primitivas, como os
extra-embriondrios, tecidos e sangue do corddo umbilical, tecidos da placenta e fluido
amnidtico, sdo candidatos a serem fontes de CTMs fetais. Essas células podem ser utilizadas
nas biotecnologias reprodutivas, tais como na clonagem por transferéncia nuclear e transgenia

e, na biomedicina, principalmente nas terapias celulares (Cremonesi et al., 2011).

2.2.1.1 Células do fluido amniético
O fluido amnidtico comega a aparecer no inicio da segunda semana de gestacdo, como
uma pequena quantidade de liquido entre as células do epiblasto. Este fluido aumenta e separa
o epiblasto -futuro embrido- do amnioblasto -futuro dmnio- formando a cavidade amnidtica
(Miki e Strom, 2006). O fluido amniodtico ¢ heterogéneo e contém varios tipos de células.

Acredita-se que algumas destas possuem propriedades de células tronco embriondrias, células



diferenciadas e indiferenciadas provenientes dos trés folhetos germinativos, sendo que a sua
composicao varia com a idade do feto (Dev et al., 2012a).

O fluido amnidtico, no ter¢o inicial da gestagdo, ¢ composto de CTMs fetais com
potencial de diferenciacdo em multilinhagens, apresentando alta cinética de crescimento e
expressdo de marcadores de pluripotencialidade (Dev ef al, 2012a). Uma pequena
porcentagem representa uma sub-populagdo de células-tronco que expressa o octamer-binding
transcription factor 4 (OCT-4), o principal marcador especifico de pluripotencialidade de
células tronco (De Coppi ef al., 2007; Kim et al., 2007). Essas células apresentam potencial
para se diferenciar em adipdcitos, condroblastos, osteoblastos, tecido osteogénico e linhagens
de musculo liso (Cremonesi et al., 2011).

As CTMs isoladas do liquido amnidtico humano ndo mostraram anormalidades no
caridtipo, sendo uma linhagem homogénea de células mesenquimais imaturas com longos
telomeros e com grande potencial de proliferagdo (Cremonesi et al., 2011).

As células do fluido amniotico foram caracterizadas como células tronco mesenquimais
em humanos (De Coppi et al., 2007), suinos (Zheng et al., 2009), ovinos (Mauro et al., 2010),
equinos (Park et al., 2011), caes (Filioli Uranio et al., 2011), bufalos (Dev et al., 2012ab) e
felinos domésticos (Iacono et al., 2012). Em bovinos, ainda ndo existem publicagdes sobre o

isolamento do fluido amniotico e sua caracterizagdo como CTMs.

2.2.1.2 Células do Cordao umbilical
No mesmo sentido, as células do corddo umbilical apresentam grande potencial para
utilizagdo como doadoras de material genético em processos de reprogramacao nuclear.
O cordao umbilical ¢ composto por veia e artéria umbilical; matriz perivascular e a geléia
de Wharton ou matriz do corddo umbilical. Os varios constituintes do corddo sdo circundados

por um tecido embriondrio gelatinoso chamado geléia de Wharton, que é composto por



miofibroblastos, fibras de colageno e proteoglicanos. As células do corddao umbilical tem sido
isoladas de diferentes partes do cordao umbilical: do sangue (lacono et al., 2012), da veia
(Zucconi et al., 2010) e da geléia de Wharton (Iacono ef al., 2012).

Estudos comparativos de CTMs humanas de varias origens incluindo medula dssea,
sangue do corddo umbilical e tecido adiposo revelou que as CTMs derivadas do sangue do
corddo umbilical tém uma maior capacidade de proliferagdo, maiores telomeros, mais amplo
potencial de diferenciacdo e a maior capacidade de expansdo em cultura antes de se tornarem
senescentes (Cremonesi ef al., 2011)

Recentemente, CTMs primitivas foram isoladas da matriz do corddao umbilical com
marcadores especificos de pluripotencialidade e marcadores de CTMs (Cremonesi ef al., 2011).
Além disso, essas células apresentaram potencial de se diferenciar em tecidos audiogénico,
condrogénico, osteogénico e neurogénico. Em suinos, a matriz do corddo umbilical expressou
os marcadores de linhagem embrionaria OCT-3/4, SOX2 e NANOG (Carlin et al., 2006). Nos
equinos (Hoynowski et al., 2007); caninos (Filioli Uranio et al., 2011), suinos (Carlin et al.,
2006) e humanos (De Coppi et al., 2007)., as células do corddo umbilical foram isoladas e
caracterizadas como células tronco mesenquimais pela expressio de marcadores de
pluripotencialidade e pela diferenciacdo em tecidos especificos: Em bovinos, foi descrito o
isolamento e caracterizacdo das células do sangue do corddo umbilical (Raoufi et al., 2011) e

da geléia de Wharton (Cardoso ef al., 2012) como CTMs.

2.3 Tempo de Cultivo Celular
O sucesso da clonagem tem sido limitado pelo uso de células logo apds a coleta ou por
curtos periodos de cultivo geralmente menos de 10 passagens de cultivo in vitro, o que nao

permite a manipulacdo de genes (Kubota et al., 2000).



Entre as consequéncias de um longo cultivo in vitro, estdo a instabilidade cromossomica
e o encurtamento do telomero, o que favorece a perda da funcdo de genes importantes ao
desenvolvimento. Além disso, pode alterar a ploidia e provocar modifica¢cdes nas histonas pos-
translacdo, resultando numa redugdo da eficiéncia da técnica (Campbell et al., 2007). As
modificacdes na estrutura da cromatina e alteracdes epigenéticas sdo consideradas como
fatores determinantes para o sucesso da TN (Suttevun et al., 2006).

A maior parte das células cultivadas in vitro alcanga um limite de proliferacao, fenomeno
denominado senescéncia replicativa (Mastromonaco et al., 2006). Entretanto, Kubota e
colaboradores (2000) demonstraram que fibroblastos da pele de um animal adulto, apés um
longo periodo de cultivo (15 passagens), mantiveram a sua totipoténcia, o que foi demonstrado
pelo nascimento de dois produtos vivos.

A utilizagdo de células oriundas de cultivos prolongados na TN traz a preocupacao
quanto a senescéncia, que reduz a eficiéncia da clonagem. A senescéncia celular compromete
as divisdes celulares, pode desestabilizar os eventos biologicos subsequentes apds a
enucleacdo, prejudicando e até interrompendo o desenvolvimento embrionario, o que a

transforma em um fator limitante dessa biotécnica animal.

2.4 Criopreservacao
A criopreservacdo ¢ o processo pelo qual células, gametas, embrides e tecidos sdo
adicionados aos crioprotetores que sdao compostos responsdveis por substituir a agua
intracelular e estabilizar as membranas, promovendo protecao as células, e em seguida passam
pelo processo de reducdo de temperatura sendo armazenadas em temperaturas abaixo de zero,
normalmente -196°C no nitrogénio liquido (NL;) por um periodo de tempo indeterminado

(Balci e Can, 2013).
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As células doadoras de nucleo podem ser usadas antes ou depois da criopreservagao,
sendo que os melhores resultados tém sido obtidos com células recém-coletadas, o que se torna
um limitante ao uso de células de bancos de germoplasma. Com o aumento da importancia das
biotécnicas celulares, o uso de criobanco ou bancos de germoplasma vem se tornando cada vez
mais necessario. A criopreservacdo de células emergentes como os tecidos extra-embrionarios
estd ainda em desenvolvimento e os seus efeitos precisam ser ainda caracterizados (Balci e
Can, 2013).

Poucos estudos tem sido realizados para caracterizar o efeito do procedimento de
congelacdo das células no desenvolvimento subsequente do embrido. Diferentes métodos de
congelacdo de células foram descritos. Fatores como o crioprotetor e a velocidade de
congelacdo sdo os de maior impacto sobre as células apds a descongelacdo (Hayes et al., 2005).

Dois métodos tém sido usados para a criopreservagdo de células, a reducdo progressiva
da temperatura e a vitrificacdo e ambos t€ém se mostrado eficientes. A redugdo progressiva da
temperatura tem sido usada com curva controlada (automatizada) e ndo-controlada, e ndo
foram encontradas diferencas entre esses métodos quando comparados (Janz ef al., 2012). Por
isso, a curva nao-controlada tem sido mais conveniente, pois evita o uso de equipamentos
caros, sendo entdo de facil execucdo ¢ mais barata.

Juntamente a queda de temperatura, durante o processo de criopreservagdo, ocorre a
organiza¢do das moléculas de 4gua em cristais, e este fendmeno ¢, inicialmente, observado no
meio extracelular. A formacdo destes cristais concentra os solutos na dgua nido congelada
aumentando a osmolaridade do meio extracelular e promovendo a desidratagao celular. Porém,
uma velocidade de resfriamento acelerada dificulta a migra¢do da dgua do meio intracelular
para o meio extracelular, fato que culmina em uma maior formagdo de cristais de gelo dentro
da célula. Por outro lado, se a velocidade de congelagdo for demasiadamente lenta, a

desidratacdo pode ser exacerbada levando ao “efeito solugcdo”. Nessa situagcdo, os componentes
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celulares irdo se precipitar em resposta a uma desidratagdo muito acentuada, comprometendo
fungdes bioldgicas por meio da inviabilizagdo de enzimas e proteinas. O ideal para processos
de congelacdo seria um método capaz de evitar a formacdo de cristais de gelo sem causar o

efeito solucdo (Janz et al., 2012).

2.4.1 Crioprotetores

Os crioprotetores sao divididos em duas principais classes: os intracelulares e os
extracelulares. Os principais agentes intracelulares, que impedem a formacdo de cristais de
gelo dentro das células, sdo dimetilsulfoxido, dimetilformamida, glicerol e etileno-glicol.
Contrariamente, os agentes extracelulares sdo os compostos que ndo penetram a membrana
celular e atuam reduzindo o efeito hiperosmoético que ocorre nos processos de congelagdo.
Entre eles, estdo a sacarose, trealose, dextrose, polivinilpirrolidona (Janz et al., 2012).

O dimetilsulfoxido (Me,SO - DMSO) ¢ o crioprotetor permeavel mais usado. Possui alto
peso molecular (PM=78,13) dentre os intracelulares e ¢ um composto polar de alta capacidade
higroscopica (Balci e Can, 2013). O DMSO preserva a integridade de proteinas isoladas e das
membranas lipidicas durante o processo de resfriamento e aquecimento. Essa caracteristica faz
com que seja o crioprotetor de eleicdo quando comparado com crioprotetores de baixo peso
molecular. Sua desvantagem ¢ a alta toxicidade, além da dificuldade de emprego, ja que
apresenta a necessidade de preparo no momento do uso, em funcdo da caracteristica
higroscopica (Villamil, 2009).

A dimetilformamida (HCON(CHs3),) ¢ um composto orgédnico pertencente a classe de
crioprotetores permeaveis do grupo das aminas. Possui um menor peso molecular (PM=73,09)
em relacdo ao DMSO, e por isso, pode ser mais facilmente absorvido, além de ser menos
toxico (Giraldo ef al., 2012). Sua configuragdo quimica apresenta trés sitios de ligacdo do

hidrogénio, que permite a ligacdo com as moléculas de 4gua, aumentando a solubilidade e
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proporcionando maior permeabilidade a membrana celular. Essa unido das moléculas de dgua
proporciona um aumento na inducdo do estado vitreo (Villamil, 2009).

O glicerol (C3HgO3) ¢ um crioprotetor permeéavel de alto peso molecular (PM=92,09),
sendo um composto viscoso formado por um multi-dlcool (Propan-1,2,3-triol). E muito
utilizado por sua baixa toxicidade, mas pode induzir diversos danos osmoticos no citoplasma
por apresentar baixa permeabilidade. O glicerol é o crioprotetor de ac¢do mais lenta,
caracteristica atribuida ao seu alto peso molecular (Balci e Can, 2013).

Os crioprotetores extracelulares sdo mais usados na criopreservagdo de sémen e na
vitrificagdo, possuem alto peso molecular e ndo permeiam as membranas celulares, diminuem
os efeitos osmoticos e toxicos por promover a desidratagdo e vitrificagdo intracelular de
maneira controlada e regulando a quantidade de crioprotetor intracelular. Os compostos mono
ou dissacarideos sdo capazes de preservar a estrutura e a integridade funcional das membranas.
A sacarose, trealose e glicose sdo os agucares mais empregados como crioprotetores

extracelulares (Janz et al., 2012).

2.5 Reprogramacao epigenética

A reprogramac¢do em mamiferos ¢ um processo ordenado, que ocorre apos a unido das
células germinativas levando a formacdo de um zigoto totipotente e indiferenciado. Nas
divisdes celulares subsequentes, os tipos celulares diferenciados e especificos passam a ser
formados. Cada gameta possui a sua marca epigenética, e apos a fecundagao € necessario que
ocorra uma reprograma¢do no genoma do zigoto, para que essas marcas epigenéticas dos

gametas sejam apagadas e estabelecido um padrdo embrionario (Surani, 2001).
A fertilizacdo em mamiferos ocorre pela unido de dois conjuntos de cromatina: a
cromatina espermatica altamente compactada com protaminas no lugar das histonas; e a

cromatina do o6cito menos compactada em nucleossomos e parada em metéafase II da meiose.
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A remodelacdo dos padrdes da cromatina gamética ¢ coordenada pelos fatores do ooplasma, ja
a remodelacdo independente dos dois pares de cromatina ¢ coordenada pelo nivel do fator
promotor de maturagdo (MPF) que esta presente em altos niveis em odcitos em metafase II da
meiose (Mann e Bartolomei, 2002). Durante o desenvolvimento normal em mamiferos, logo
apos a fertilizagdo, o genoma masculino ¢ desmetilado usando um mecanismo ativo enquanto o
genoma feminino resiste a esse processo e sofre desmetilacdo gradual e passiva nas divisdes
celulares subsequentes. No estagio de blastocisto, os dois genomas estdo desmetilados (Yang et
al., 2007).

Muitos fatores tém sido relatados sobre a baixa eficiéncia da clonagem tais como as
condi¢des de cultivo in vitro, qualidade do o6cito e a célula doadora de nucleo. Porém, o
principal fator que tem sido atribuido a baixa eficiéncia da clonagem ¢ a incorreta ou
incompleta reprogramacao das células doadoras, o que resulta em falhas epigenéticas (Wang et
al., 2011a). Assim, erros na metilacdo do DNA, acetilacdo das histonas e falhas na expressao
génica global sdo reportadas como os principais problemas encontrados em embrides clonados
durante a pré-implanta¢do, na placenta e em fetos abortados ou mortos logo apds o nascimento
(Wang et al., 2011b).

A desmetilacdo pode ocorrer em células diferenciadas quando elas sdo introduzidas em
um citoplasma, mas este processo ndo ¢ eficiente e ainda ndo estd claro como o odcito
reconstruido reconhece e reprograma o padrao de metilagdo de uma célula somatica (Fairburn
et al.,2002).

O procedimento de transferéncia nuclear inicia-se com a remocdo da placa metafésica do
odcito seguida da microinje¢do e fusdo da célula doadora de nticleo no odcito enucleado. A
exposicdo da célula a um alto nivel de MPF no odcito receptor provavelmente resulta na
quebra do envelope nuclear e condensacao dos cromossomos, seguida da ativacao do odcito e a

supressdo da extrusdo do segundo corptsculo polar. Provavelmente, a atividade do MPF reduz,
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a cromatina descondensa e ocorre a formacdo do pseudo-pronucleo, seguidas pela replicacdo e
divisdo celular (Fairburn et al., 2002).

A desmetilagdo inicial dos gametas apaga quase todo o padrao herdado exceto dos genes
imprinted, sendo seguida por uma onda de metilacdo de mnovo que ocorre durante o
desenvolvimento embriondrio inicial, estabelecendo assim os padrdes de metilagdo do embrido
(Mann e Bartolomei, 2002). Os embrides clonados sdo muito mais metilados que embrides de
fertilizacdo in vitro (Ding et al., 2008).

Dean e colaboradores (2001) relataram que o pseudo-pronucleo formado da célula
doadora sofre desmetilagdo ativa. Nos embrides normais, parece ocorrer uma desmetilacao
passiva durante as divisdes celulares e logo em seguida uma metilacdo de novo precoce em
embrides de 4-8 células. Nas morulas de clones, o padrdo de metilagdo ¢ mais proximo do
nlcleo da célula somatica que os embrides normais de 16 células. Estes resultados estdo em
contraste com os reportados por Bourc his e colaboradores (2001), os quais ndo observaram
desmetilagdo ativa em zigotos de clones bovinos e que o padrdo somadtico da célula doadora
estava presente durante o estagio de 4 células. J4 nos estdgios de 8 células, morula e
blastocisto, a eucromatina estava desmetilada enquanto a heterocromatina do centromero ja
tinha o padrao da metilacdo de novo.

A diferenca nesses resultados para a desmetilacdo ativa inicial pode ser explicada pelo
método usado, e talvez pela idade da célula usada. No estudo de Dean ef al. (2001), foi
utilizado fibroblasto fetal; e no de Bourc'his e colaboradores (2001), fibroblasto da pele
quiescente, sugerindo que células mais velhas sdo mais resistentes a reprogramagao.
Concordando com estes dados, Daniels et al. (2000; 2001) encontraram evidéncias de que o
perfil da expressdo génica da célula doadora pode afetar o perfil de expressdo dos blastocistos

clonados produzidos.
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As histonas exercem uma dupla fun¢do no ntcleo: sio um componente estrutural e
regulam a expressdo génica. O nivel global da acetilagdo das histonas diminui drasticamente
apos a fertilizacdo, mas aumenta logo em seguida. Embora ocorra uma desacetilagdo-
reacetilacdo em embrides clonados, acontece uma incompleta acetilacao da histona, que afeta o

desenvolvimento subsequente (Ding et al., 2008).

2.5.1 Agentes modificadores de cromatina

Com o objetivo de facilitar a reprogramagdo nuclear, as células doadoras e odcitos
reconstruidos tém sido tratados com agentes farmacoldgicos para remover marcas epigenéticas
(Tsuji et al., 2009), alterando a acetilacdo das histonas e a metilagdo do DNA. Em células
doadoras e embrides bovinos, foram testados varios agentes modificadores de cromatina tais
como: a 5-aza-2’deoxicitidina (Enright et al., 2003; Ding et al., 2008); procaina (Lacerda,
2010); acido valproico (Sangali et al., 2012); hidralazina (Sangali et al., 2012); S-adenosil-L-
homocisteina (Jeon ef al., 2008) e a tricostatina A (Kishigami et al., 2006).

A tricostatina A (TSA) é um produto natural isolado do Streptomyces higroscopicus,
sendo, a droga mais usada em varios estudos seletivos das histonas desacetilases (HDACsS)
(Akagi et al., 2011) por ser um agente inibidor da desacetilagdo das histonas que aumenta o
pool de histonas acetiladas (Lee ef al., 2011). A TSA age diretamente inibindo as HDACs, e
levando a um aumento nos niveis da acetilagdo da H3K9. O tratamento com TSA pode resultar
em desmetilagdo do DNA uma vez que a inibi¢do da HDACs ajuda a recrutar proteinas
responsaveis por esse processo (Sangali et al., 2012). A TSA inibe seletivamente a metilacdo
do DNA dependendo do tipo celular e da regido do genoma (Kishigami et al., 2007).
Alternativamente, alguns inibidores das HDACs, os quais compartilham mecanismos de acdo

com a TSA, facilitam a desmetilacdo ativa do DNA independente da replicagdo deste.
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Enright et al.(2003) relatou o aumento dos indices de blastocistos ao tratar fibroblastos
com TSA antes da reconstrucdo. Kishigami et al. (2006) relataram que o tratamento de
embrides reconstruidos de ratos aumentou as taxas de blastocisto. Alguns estudos tém
demonstrado que o tratamento de fibroblastos com a 5-aza-2-deoxicitidine (5aza-2dc), um
agente desmetilante do DNA, em combinagdo com a Tricostatina A (TSA), um agente que
aumenta a acetilacdo das histonas, tem alterado as marcas epigéneticas e melhorado os indices
de blastocisto (Enright et al., 2003; Ding et al., 2008; Wang et al., 2011ab).

A procaina (para-amino-benzoil-dietilamino-etanol), um derivado do 4-aminobenzoico-
acido, ¢ sintetizada no figado e possui atividade enzimatica no plasma e no figado, possui
propriedade anestésica, ndo apresenta apresenta agdo como anestésico superficial e ¢ uma
substancia solivel em agua ou alcool. Apods a sua degradacdo, os produtos liberados sdo o
acido para-aminobenzoico (PABA) e o alcool dietilamino (principio ativo da procaina)
(Lacerda, 2010).

A procaina ¢ um inibidor da metilacdo do DNA que ndo ¢ incorporada ao DNA, evitando
assim efeitos citotoxicos, e ndo precisa de uma replicacdo para comecar a interferir no processo
de metilacdo de DNA. A procaina ¢ um composto semelhante a procainamida, mas possui
acdo distinta em sua interacdo com proteinas, DNA e outras biomoléculas. Possuindo efeito
inibitdrio sobre o crescimento de células cancerosas humanas interagindo com o genoma em
regides ricas em CpG e impedindo a agdo das DNA metiltransferases (DNMTs) (Villar-Garea
et al., 2003). Além disso, ¢ uma substancia que apresenta baixa toxicidade, sendo capaz de
reativar genes silenciados por hipermetilacdo. Em células cancerosas, ela induz a parada do
ciclo celular em mitose e a desmetilagdo de DNA a medida que se aumenta o periodo de

tratamento e a concentragao utilizada (Lacerda, 2010).
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3. HIPOTESES
O cultivo in vitro prolongado e a criopreservacdo ndo alteram as caracteristicas celulares
das células do cordao umbilical e do fluido amniético de fetos bovinos.
O tratamento com procaina das células do corddo umbilical aumenta a produgdo de
embrides por transferéncia nuclear.
O uso da tricostatina A na ativacao e cultivo de embrides reconstruidos com células do

cordao umbilical aumenta a producdo de embrides por transferéncia nuclear.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral
Avaliar a viabilidade das células do fluido amnidtico e do corddo umbilical submetidas a
diferentes periodos de cultivo e formas de criopreservagdo, visando a determinar o tipo celular
mais resistente e com potencial de uso na transferéncia nuclear. E em seguida, testar o melhor
modelo celular na transferéncia nuclear usando a procaina ou a tricostatina A, visando
favorecer a reprogramag¢do nuclear e aumentar a eficiéncia na producdo de embrides em

bovinos.

4.2 Objetivos especificos

* JIsolar e cultivar por 20 passagens as cé¢lulas do fluido amnidtico (CFA), células do
corddo umbilical (CCU) e comparar com células de fibroblastos da orelha (CFO)
(controle);

= Avaliar os efeitos da criopreservacdo das CFA, CCU e CFO em trés solucdes
crioprotetoras (10% de DMSO, 5% de DMF e 7% de GLI) ap6s a 3" passagem do cultivo
(P3) na viabilidade celular;

= Avaliar o efeito do tempo de cultivo nas passagens (P5, P10, P15 e P20) das CFA, CCU
e CFO na viabilidade celular, a fragmentacdo do DNA e a instabilidade cromossomal;

* Avaliar a ultraestrutura celular de CFA, CCU e CFO por microscopia eletronica de
varredura ap6s a 3* passagem do cultivo celular e criopreservadas em 10% de DMSO;

= Avaliar os efeitos do tratamento com procaina e tricostatina A na taxa de clivagem e

blastocisto de embrides reconstruidos com CCU.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento Experimental

5.1.1 Experimento 1 — Avaliacdo da qualidade das células do fluido amnidtico e do
cordio umbilical submetidas a diferentes tempos de cultivo in vitro e a criopreservacio
com diferentes crioprotetores

O objetivo deste experimento foi avaliar os efeitos do cultivo celular in vitro
prolongado e da criopreservacao no tempo de confluéncia celular, viabilidade, fragmentagdo do
DNA, estabilidade cromossomal, morfologia e a ultraestrutura das células do fluido amnidtico
e do corddo umbilical em relacdo aos fibroblastos da orelha de fetos bovinos. E a partir desse
experimento escolher tipo celular mais resistente ao cultivo in vitro prolongado e a
criopreservacdo, bem como o melhor crioprotetor para, posteriormente, testar este modelo

celular na transferéncia nuclear.

5.1.2 Experimento 2 — Uso das células do cordio umbilical tratadas com procaina e
uso da tricostatina A na ativacio e cultivo embrionario para otimizar a reprogramacao
nuclear na transferéncia nuclear.

A finalidade deste experimento foi avaliar as células do cordao umbilical na transferéncia
nuclear, analisar o tratamento das células do corddo umbilical com procaina e o tratamento
com tricostatina A durante a ativacdo e cultivo dos embrides. A eficiéncia dos tratamentos foi
determinada pela mensuracao das taxas de clivagem e a producdo de blastocistos em relagdo ao

grupo nao tratado.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Reprodu¢do Animal da Embrapa
Cerrados localizado no Centro de Transferéncia de Tecnologia de Ragas Zebuinas com Aptidao

Leiteira e no Laboratorio de Microscopia Eletronica da Universidade de Brasilia.
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5.2 Isolamento e cultivo de células do fluido amnidtico e do corddo umbilical

Foram coletados trés fetos bovinos em abatedouro local com medidas entre 7 a 20 cm e
transportados em sacos individuais para o laboratdrio. Foi realizada a assepsia dos Uteros com
agua destilada e alcool 70% antes da exposi¢do da membrana amnidtica e, em seguida, esta foi
exposta com auxilio de tesoura e bisturi (figura 1A). Com seringa de 20 mL e agulha de 18
gauge, foram coletados 30 mL de liquido amniotico de cada animal (figura 1B) e centrifugados
a 500xg por 10 minutos para sedimentagdo celular. O pellet isolado foi diluido com meio de
cultivo Amniomax Complete® (Gibco-BRL/Life Technologies, Rockville, MD USA), sendo
as células obtidas cultivadas em garrafas de cultivo celular de 25 cm®.

Apo6s a abertura do saco amniotico, os fetos foram expostos e a distancia crown-rump
segundo descrito por Hughes e Davies (1989), foi mensurada para estimar a idade fetal (Figura
1G). Em seguida, o sexo fetal foi determinado pela observacgao da posi¢ao do tubérculo genital,
sendo o feto identificado como macho quando o tubérculo genital estava localizado apos o

corddo umbilical (Figura 1H) e como fémea quando este estava situado préximo a cauda

(Figura 1I). Neste estudo, somente fetos machos foram utilizados para os experimentos.
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Figura 1.A) Dissecacdo das camadas uterinas, local de abertura (seta); B) Aspiracao do liquido
amnidtico com auxilio de seringa para isolamento das célula do fluido amniético; C) Local de
coleta da orelha (seta); D) Local da coleta do corddo umbilical (seta); E) Placa de Petri com
bidpsias do cordao umbilical (seta) e orelha (cabeca de seta); F) Placa de Petri com as bidpsias
do cordao umbilical; G) Medida do feto para estimar a idade fetal; Sexagem pela posicdo do
tubérculo genital: H) Macho - tubérculo préximo ao corddo umbilical (seta); I) Fémea -

tubérculo proximo a cauda (seta).
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Este estudo buscou uniformizar os resultados usando apenas células doadoras de animais
machos, pois o sexo do embrido pode influenciar no aumento da taxa de blastocisto e na
manuteng¢ao da gestacao.

Os dados dos trés fetos coletados estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Informacdes dos fetos coletados.

Tamanho (cm) Idade (dias)  Sexagem

Animal 1 17 95 Macho
Animal 2 8 63 Macho
Animal 3 19 98 Macho

As células foram retiradas diretamente do corddo umbilical (Figura 1D), composto pela
veia e artéria umbilical; matriz perivascular e a geléia de Wharton. Estas estruturas (Figura 1E)
foram cortadas em pequenos fragmentos e depositadas no fundo da placa de Petri para
aderéncia do material (Figura 1F). As biopsias foram cobertas com Dubelccos Modified Eagle
Medium (DMEM, Invitrogen Life Science, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e 0,2% de antibioticos (penicilina/estreptomicina). Os tecidos foram mantidos em
incubadora com 5% CO;, a 38,5°C por sete dias ou até o crescimento celular ao redor das
bidpsias. Apos a retirada das bidpsias, o meio de cultivo foi substituido e, quando as células
atingiram o estado de confluéncia celular, foram transferidas para garrafas de cultivo.

Como controle da qualidade e viabilidade celular foram utilizados fibroblastos da orelha
dos proprios fetos. Para obtencdo, as orelhas dos fetos (Figura 1C e 1E) foram isoladas e o
mesmo protocolo usado para o cultivo do corddao umbilical foi utilizado. Todos os tipos
celulares foram cultivadas até a vigésima passagem (P20), e durante esse periodo foram
monitorados os tempos de confluéncia e a morfologia celular em comparacdo com os

fibroblastos.
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5.3 Criopreservacio dos tipos celulares em diferentes solugdes crioprotetoras

Quando as células do fluido amniético, corddo umbilical e fibroblastos de pele atingiram
a terceira passagem celular (P3), estas foram congeladas em trés crioprotetores: T1- 10% de
Dimetilsulféxido (DMSO), T2- 5% de Dimetilformamida (DMF) e T3- 7% de Glicerol (GLI).
Cada crioprotetor foi diluido no meio de cultivo utilizado para cada tipo celular. As células
foram armazenadas em palhetas de 0,25 mL e congeladas em freezer -80°C por 24 horas e
depois armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C). As células foram criopreservadas em P3
nos trés crioprotetores e nas demais passagens (P5, P10, P15 e P20), foram criopreservadas
somente em solugdo com 10 % de DMSO em meio de cultivo base, pois foi o crioprotetor mais
eficiente para todos os tipos celulares. O esquema de criopreservacdo dos tipos celulares pode

ser visualizado na figura 2.

CFA, CCU, CFO
Cultivo Celular
P1

|

Criopreservagao
P3, P5, P10, P15, P20

|

10% de DMSO

|

-80°C24 h

|

-196°C

!

Criopreservagao
P3

|

5% de DMF

|

-80°C24 h

|

-196°C

|

Criopreservagao
P3

!

7% de Glicerol

|

-80°C24 h

|

-196°C

Figura 2. Esquema da criopreservacdo nas diferentes passagens celulares (P3, P5, P10, P15 e
P20) para células do cordao umbilical (CCU), células do fluido amnidtico (CFA) e células de
fibroblastos da orelha (CFO).
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5.4 Avaliacio da viabilidade celular pés-criopreservacgao

A viabilidade celular pds-descongelagdo foi avaliada utilizando-se o corante azul de
trypan a 4%. As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 36°C/30s, misturadas na
propor¢do 1:1 (v/v), corante e a amostra de células, seguido de incubagdo a 36°C/6 min. A
viabilidade celular foi avaliada em camara de Neubauer para guiar a contagem sob microscopio
de campo claro. Foram contadas 300 células em duas repeti¢des. Células com a presenga do
corante (azul) foram consideradas mortas. A viabilidade celular foi avaliada em P3 para
determinar o melhor crioprotetor e repetida em P5, P10, P15 e P20 para comparar o efeito das

passagens.

5.5 Avaliacao de fragmentacio de DNA pelo método do TUNEL

A avaliacdo do nivel de fragmentacdo de DNA pds criopreservagdo dos tipos celulares
foi realizada segundo Martins ef al. (2007) com modificagdes usando o kit “In Situ Cell Death
Detection”. Inicialmente, as células foram lavadas em PBS com albumina sérica bovina (BSA)
a 0,1%. As suspensodes de células foram fixadas com paraformaldeido a 4%/1 h. As células
foram lavadas novamente com PBS contendo BSA a 0,1% e permeabilizadas a 4°C com Triton
X-100 a 0,5% e citrato de sodio a 0,1% em PBS. Entdo, as células foram lavadas em PBS com
BSA a 0,1% e incubadas no escuro em camara umida a 37°C/1 h com o kit de reacdo do
TUNEL, contendo terminal deoxy nucleotidyl transferase (TdT) com dUTP label (nucleotideos
marcados) e isocianato de fluoreceina. Em seguida, as células foram lavadas e contra-coradas
com Hoescht 33342 para visualizar o DNA genomico total. Controles negativo (ndo
adicionando TdT) e positivo (tratado com solu¢do DNAse e, em seguida, com o kit de reacao
do TUNEL) foram realizados em cada amostra. As amostras foram observadas utilizando

microscopio de epifluorescéncia, foram contadas 100 células em duas repeticdes. A
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fragmentacdo do DNA foi avaliada em P5, P10, P15 e P20 para comparar o efeito das

passagens.

5.6 Avaliacio da instabilidade cromossomal por citogenética classica

Na avaliacdo citogenética as células foram sincronizadas em metafase pela incubagdo em
colchicina (0,1 pg/mL) por 4 h. Em seguida, o meio foi desprezado, as células foram lavadas e
tratadas com tripsina, armazenadas em microtubos e incubadas para hipotonizacdo por 30 min
a 38,5°C em KCl a 0,075M. A suspensao celular foi centrifugada a 2000g por 5 minutos, € 0
sedimento foi diluido em metanol e acido acético (3:1) para fixacdo das células, sendo este
procedimento repetido trés vezes. As células foram dispersas em laminas geladas e molhadas,
em seguida coradas com Giemsa 5% e os cromossomos foram avaliados sob microscopio de
campo claro. Foram montadas de 5 a 10 laminas e avaliadas 10 metafases. A composicao
cromossomal foi avaliada para determinar o efeito das passagens em P5, P10, P15 e P20 de

cada tipo celular.

5.7 Avaliacio ultraestrutural

Na avaliagcdo por microscopia eletronica de varredura (MEV), as células foram fixadas
em temperatura ambiente com fixador Karnovsky (glutaraldeido a 2% + paraformaldeido a 2%
+ sacarose a 3% + SmM de CaCl, em tampao cacodilato de sddio a 0,1M, pH 7,2). Em seguida,
as amostras foram centrifugadas e lavadas duas vezes com tampao cacodilato de so6dio a 0,1M.
A seguir, as amostras foram pos-fixadas em tetroxido de 6smio a 1%, ferrocianeto de potassio
a 0,8%, 5 mM de CaCl, em tampao cacodilato de sodio a 0,1 M, e lavadas duas vezes com
tampao e depois em agua destilada. O sedimento foi diluido com agua destilada e as células
espalhadas sobre laminula coberta com poli-L-lisina. A desidratagdo foi realizada em uma série

crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%). Foi realizada a secagem ao ponto critico
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e em seguida a metalizacdo com ouro, sendo as amostras avaliadas em um microscopio
eletronico de varredura Jeol 700A. Foram avaliadas duas a trés amostras dos trés tipos

celulares criopreservadas em P3 em solugdo de 10% de DMSO.

5.8 Tratamento das células do cordao umbilical com procaina e tricostatina A

A procaina (P9879-Sigma) foi diluida em 4agua destilada para obten¢do de uma solugado
concentrada a 100 mM, e diluida em DMEM no momento do uso para 1,5mM. As células
foram cultivadas em DMEM com procaina a 1,5 mM por dois ciclos de crescimento (até a
confluéncia celular), usadas na rotina de transferéncia nuclear e monitoradas quanto ao
crescimento celular e a morfologia.

A tricostatina A (TSA) (T1952- Sigma) foi diluida em DMSO para preparagdo de
solucdo estoque a 1 mM e, no momento do uso, foi diluida em meio SOF para 50 nM. O meio
SOF com tricostatina A foi usado para preparar a solugdo de ativacdo com 6-DMAP utilizada
na ativacdo e no meio de cultivo embrionario. A diluicdo e uso das solucdes foi realizado

conforme descrito por Kishigami et al. (2006; 2007).

5.9 Transferéncia nuclear

Os complexos cumulus-o6cito (CCO) foram aspirados de ovarios de abatedouros e
transportados para o laboratorio em solugdo salina (0,9% NaCl) suplementada com penicilina
G (100 UI/mL) e sulfato de estreptomicina (100 ng/mL) a 32°C. Os CCO foram aspirados de
foliculos de 3 a 8 mm de didmetro com o auxilio de seringa e agulha 18G e rastreados sob
estereomicroscopio (Nikon- SMZ 650) sendo selecionados CCOs com citoplasma homogéneo
e mais de trés camadas compactas de células do cumulus. Duzentos (200) CCO foram
maturados por dia de manipulagdo. Os CCO foram lavados e transferidos em grupos de 25-30

para gotas de 200 pL de meio de maturagao (MIV) composto por TCM 199 com sais de Earle
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(Gibco BRL, Burlington, ON, Canada) e Hepes, suplementado com 10% de SFB, 10 pL/mL
piruvato, 10 uL/mL FSH, 12 pL/mL LH, 4 pL/mL L-glutamina, 1 uL/mL estradiol e penicilina
G (100 UI/mL) e sulfato de estreptomicina (100 pg/mL) por 18 h em estufa a 38,5°C, 5% de
CO; em ar e umidade saturada.

Em seguida, os odcitos foram desnudados pela agdo de hialuronidase a 0,2% por 5
minutos e repetidas pipetagens. Foram selecionados os odcitos que apresentavam o primeiro
corpusculo polar, que foram entdo incubados em citocalasina D (2,5 mg/mL) e Hoescht 33342
(1 mg/mL) diluidos em meio MIV por 7 minutos.

Foram utilizadas as células do animal 3 em todas as micromanipulacdes. As células do
cordao umbilical entre P3 a P10 foram cultivadas até a confluéncia celular e deixadas por, no
minimo dois, dias para induzir a sincronizagdo do ciclo celular na fase GO/G1. As células
foram cultivadas em placa de seis pogos, dispersas pela exposi¢do a 1 mL de tripsina a 0,25% e
EDTA a 0,1% diluidos em sais de Hanks (Invitrogen) por 5 minutos, e centrifugadas (2000g/5
min). Em seguida, o sedimento foi diluido em 50 pL de meio DMEM, e 25 pL dessa solugdo
foi adicionada a 750 pl de meio de manipulagdo composto por TCM 199 com sais de Hanks e
Hepes suplementado com 10% de SFB, penicilina G (100 UI/mL) e sulfato de estreptomicina
(100 pg/mL).

O grupo tratamento 1 (T1) foi reconstruido com células tratadas com procaina, os grupos
T2 e T3 foram reconstruidos com células sem tratamento e os trés grupos foram comparados
com o grupo controle (sem tratamento).

A enucleacdo e reconstrucdo foram realizadas em um microscopio invertido (Nikon,
Tokyo, Japan) acoplado com dois sistemas de microinjegdo hidraulicos e dois sistemas de
micromanipula¢do eletronicos e iluminag¢do epifluorescente. Estes procedimentos foram
realizados em placas com 16 gotas de 20 uL. de meio de manipulacdo contendo um odcito e

solucdo de células. O corplsculo polar e os cromossomos em metafase foram removidos
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usando uma pipeta de vidro de 30 um de didmetro interno e a enucleagdo foi confirmada pela
exposicao a luz ultravioleta (UV).

Os odcitos enucleados foram reconstruidos inserindo-se uma uUnica célula no espago
perivitelino. Apo6s a reconstrucdo, os complexos carioplasto-citoplasma (CCC) foram
depositados em meio de eletrofusdo (Manitol a 0,3 M) e alinhados manualmente entre dois
eletrodos na camara de eletrofusdo (BTX, San Diego, CA, USA), e expostos a dois pulsos
elétricos (Pulso: 140 volts, Frequéncia de alinhamento: 100kHz, tempo do pulso: 20 ps,
intervalo entre pulsos: 100, amplitude: 0,7-14 peak volts) emitidos pelo eletrofusor (Sistema
de fusdo e ativagdo celular Voltain EP-1). Os CCC foram armazenados na estufa e apos 20-30
minutos a taxa de fusdo foi avaliada. As estruturas degeneradas foram descartadas e os CCC
ndo fusionados foram submetidos a outro ciclo de fusdo. Apods a segunda fusdo os CCC ndo
fusionados foram descartados.

A ativagdo foi realizada de 2 a 3 h apés o inicio da fusdo para que ocorresse a
reprogramagao nuclear. Os CCCs do grupo tratamento foram ativados em 5 uM de ionomicina
por 5 min seguidos de 4 h em 1,9 mM de 6-demetilaminopurina (6-DMAP) com 50 nM de
TSA diluidos em meio de cultivo (SOF) e em seguida foram colocados no SOF com 50 nM de
TSA por 20 h, grupo tratamento 2, (T2) e por 16 h, grupo tratamento 3, (T3). Apos esse
periodo foram cultivados em SOF suplementado com 5% de SFB com co-cultura de células do
cumulus até o sétimo dia. Os CCCs do grupo controle foram ativados em 5 uM de ionomicina
por 5 min seguidos de 4 h em 6-DMAP diluido em meio SOF e apds esse periodo foram
cultivadas em SOF suplementado com 5% de SFB com co-cultura de células do cumulus por
sete dias. A taxa de clivagem foi avaliada no segundo dia e a taxa de blastocisto foi avaliada no
sétimo e oitavo dias (Figura 3).

A micromanipulacdo foi realizada somente utilizando-se as células do cordao umbilical

por ter apresentado melhores resultados nas avaliagdes de qualidade celular. Foram realizadas
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quatro repeticdes de TN para cada tratamento, perfazendo, aproximadamente, 200 estruturas
reconstruidas para cada grupo. O grupo T1 foi composto de duas rotinas de manipulacdo
perfazendo, aproximadamente, 100 odcitos reconstruidos. O grupo partenogenético - odcitos
ativados para verificar se o sistema estd funcionando- por 10 odcitos ativados por dia de
manipulacdo. Foram intercaladas manipulacdes dos grupos tratamento com o grupo controle

para uniformizar os resultados.

Odcitos
Maduros

CcCu &
Grupo controle Enucleagdo \

\
Reconstrugdo Partenogenético
T1-CCU l,
Tratadas procaina
Eletrofusdo

SOF SOF + TSA
& Grupo controle T2eT3
Ativacs 5 min lonomicina -7
tivacdo 4h 6-DMAP Ativagdo 5 min lonomicina
4h 6-DMAP +TSA
Cultivo 2d - Clivagem Cultivo SOF + TSA
In vitro 7d - Blastocisto In vitro T2 -20h, T3- 16h
2-7d - SOF

Figura 3. Desenho experimental da transferéncia nuclear.

5.10 Analise estatistica
O delineamento experimental realizado foi inteiramente casualizado (DIC) com quatro
repeti¢des. Para as varidveis em formato de porcentagens, foi realizada a transformacgdo “arco
seno raiz (x/100)”. Estas transformacdes sdo necessarias para fins de promover a normalidade
dos dados. A verificacdo estatistica da significAncia dos tratamentos foi feita pela Analise de
Variancia (ANOVA). Para a comparagdo das médias, foi utilizado o teste de Tukey ao nivel de

probabilidade de 5%. Todas as analises foram realizadas pelo software estatistico SAS versdo

9.1.2.
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6. RESULTADOS
6.1 Isolamento e cultivo de células do fluido amniético e do cordao umbilical

As células do corddo umbilical apresentaram crescimento mais estavel durante todo o
cultivo, ndo demonstraram alteracdes morfologicas expressivas e nem se tornaram senescentes,
como pode ser observado nas figuras 4E-H. As CCU demoraram menos de 24 h para aderir ao
fundo da placa de petri e levaram em média dois dias para atingir a primeira confluéncia (P1).
As CCU apresentam morfologia semelhante a das CFO (Figuras 4A-D). Estas células
apresentaram tempo médio de crescimento até a vigésima passagem (P20) do cultivo de 109,89
dias, com tempo médio entre passagens de 5,49 + 2,37 dias. As CCU, ainda, apresentaram
melhores resultados quando cultivadas com meio DMEM suplementado com 15% de SFB, 2%
de solucdo de vitaminas, 2% de solugdo de aminoacidos e antibidticos (dados nao
apresentados).

Dos trés fetos em que foram coletadas células do fluido amnidtico, apenas um apresentou
crescimento celular estavel até a vigésima passagem. As CFA contaminaram-se com mais
facilidade do que os outros dois tipos celulares e muitas amostras foram perdidas. Logo apds a
coleta do liquido amnidtico, as células se apresentaram morfologicamente arredondadas, com
tamanho pequeno e uniforme entre todas as células (Figura 41-J).

As CFA demoraram cerca de 48-72 h para aderir ao fundo da garrafa de cultivo, levando
em média 15 dias para atingir a primeira confluéncia (P1). Apos a aderéncia, as células
adquiriram formato fusiforme semelhante ao de fibroblastos (4J), porém maiores (4K) e com
nicleo grande (4L) em relacdo as CFO (Figura 4C-4D). As CFA apresentaram cinética de
crescimento lenta quando cultivadas em garrafas de cultivo com tempo médio entre passagens
de 12 dias. O cultivo foi otimizado reduzindo a area nas placas de seis pogos (dados ndo

apresentados). As CFA apresentaram tempo médio para atingir a vigésima passagem do cultivo
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de 124 dias, com tempo médio entre passagens de 6,2 + 3,6 dias (Figura 5). Algumas placas
das CFA apresentaram mudancas na morfologia durante o cultivo, principalmente apds a

décima quinta passagem.

Figura 4. Fotomicrografias da morfologia dos trés tipos celulares em cultivo durante as
passagens (PS5 — P20): fibroblasto da orelha com morfologia tipica de fibroblastos em P5 (A),
P10 (B), P15 (C) e P20 (D); células do corddo umbilical com morfologia semelhante aos
fibroblastos em PS5 (E), P10 (F), P15 (G) e P20 (H); células do fluido amniético,em P5 (I), P10
(J), P15 (K) e P20 (L) com formato fusiforme, células maiores (K) e nucleo grande (L) em

relacdo as CFO. Barra de escala = 50 um

Os fibroblastos isolados da orelha apresentaram crescimento estdvel e sem diferencas
morfoldgicas entre passagens, como mostram as figuras 4A-D. Estas células apresentaram uma
média de 110,25 dias para atingirem a vigésima passagem (P20) do cultivo celular, demorando
5,51 + 2,37 dias entre as passagens (Figura 5). Nao houve diferencga estatistica no tempo médio

de crescimento entre passagens de P1 até P20 entre os trés tipos celulares.
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Figura 5. Diferencas no tempo de crescimento em dias durante as passagens P1, P5, P10, P15
e P20 e tempo médio de crescimento ao longo das passagens (P1 a P20) em dias de confluéncia
comparando fibroblastos da orelha (CFO) com células do corddao umbilical (CCU) e células do

fluido amnidtico (CFA).

6.2 Comparacio entre crioprotetores
As solugdes com 10% de DMSO garantiram viabilidade celular de 90,33+5,58%,
90,56+4,40% e 81,90+£3,31% para CFO, CCU e CFA, respectivamente, sendo
significativamente mais eficiente e com menor variacdo para preservagdo que as outras
solucdes (Tabela 2).
As solucdes com 5% de DMF garantiram a viabilidade de 66,514+22,37%, 28,86 £13,31%
e 35,48 £ 17,55% para as CFO, CCU e CFA, respectivamente. As solu¢des com 7% de glicerol

apresentaram a viabilidade celular de 56,56+14,70%, 44,38+13,15% e 43,20+£14,89% para as
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CFO, CCU e CFA, respectivamente. Nao houve diferencas estatisticas entre os meios de
criopreservacao com 5% de DMF e 7% de glicerol.

Considerando a viabilidade média de todos os tipos celulares, a solugdo com 10% de
DMSO foi significativamente superior aos outros tratamentos, preservando 87,6+5,94% das
células. Nao houve diferengas na eficiéncia de preservacao celular das solugdes com 5% de
DMF e 7% de Glicerol (Tabela 2). Como foi identificado que a solugdo crioprotetora com 10%
de DMSO foi mais eficiente em preservar os trés tipos celulares, a partir deste momento, os
tipos celulares foram criopreservados somente nessa solugcdo para proceder as demais

avaliacodes.

Tabela 2. Comparacdo da viabilidade celular (média e desvio padrdo) pds-descongelagdo em
P3 comparando trés crioprotetores diferentes (10% de dimetilsulfoxido (DMSO), 5% de
dimetilformamida (DMF) e 7% de glicerol (GLI) por azul de trypan a 0,4% comparando
células de fibroblastos da orelha (CFO) com células do corddao umbilical (CCU) e células do
fluido amnidtico (CFA).

10% DMSO (%) 5% DMF (%) 7% GLI (%)
CFO 90,33 + 5,58° 66,51 £22,37° 56,56 = 14,70 °
CCU 90,56 + 4,40 28,86 +13,31° 4438 +13,15°
CFA 81,90 +3,31° 35,48 +17,55° 4320 + 14,89 °

Média 87,6+ 5,94 43,62 +23,98 B 48,05+ 14,78 B

(Aa#Bb nas linhas indicam diferenga significativa entre os tratamentos para P<0,05)

6.3 Avaliacao do efeito das passagens celulares
A viabilidade celular entre passagens foi realizada pelo corante azul de trypan a 0,4% e
apresentou os resultados demonstrados na tabela 3. Nao houve diferenga entre passagens para
as CFO e CCU, enquanto as CFA apresentaram variagdes significativas entre as passagens. As
CFA apresentam viabilidade significativamente baixa em P20 (17,2+8,87%) quando

comparadas as outras passagens do mesmo tipo celular. Quando os efeitos das passagens
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foram comparados aos outros tipos celulares, as CFA também apresentaram média de

viabilidade significativamente inferior as CFO e CCU.

Tabela 3. Comparagdo da viabilidade celular (média e desvio padrao) pds-descongelagdo ao
longo das passagens (P5, P10, P15 e P20) avaliado por azul de trypan a 0,4% comparando
células de fibroblastos da orelha (CFO), do corddao umbilical (CCU) e do fluido amniotico
(CFA).

PS5 P10 P15 P20 Média

CFO (%) 84,4 + 6,87 73,4+11,01  85,8+3,96 77+£291 80,15 = 8,26"
CCU (%) 79,2 £5,07 67,6 11,45 71,7+2431 58,6+32,53 |69,27 +20,94"

CFA (%) 632+2,68% 71,8+9,91° 53,6+11,78° 172+8,87° |51,4+22,87"

Média (%) 75,6+ 11,49* 70,93 +10,32" 70,36 + 19,97 50,93 + 31,58"

(Aa#Bb indicam diferenga significativa entre os tratamentos para P<0,05)

A avaliagdo de fragmentacdo do DNA (TUNEL) comparando o efeito das passagens e
dos tipos celulares ndo apresentou diferenca (Figura 6). Foi possivel observar células do
corddo umbilical com DNA integro ou fragmentado corados pelo Hoescht (Figura 7A-B) e
célula com DNA fragmentado que foi corado em verde pelo corante isocianato de fluoresceina
(Figura 7C).

Para as andlises de composi¢do cromossomal por citogenética, foram avaliadas dez
metafases de cada passagem dos trés tipos celulares. O caridtipo encontrado foi de macho
(XY), todas as metafases observadas apresentaram ploidia normal e estrutura normal, os

cromossomos observados eram acrocéntricos, com excecdo do par sexual (Figura 8).
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Figura 6. Cé¢lulas com DNA integro (% - médias) no teste de fragmentacdo de DNA pelo
TUNEL comparando células: de fibroblastos da orelha (CFO); do corddo umbilical (CCU) e do
fluido amnidtico (CFA).

Figura 7. Fotomicrografias de células do cordao umbilical (CCU) submetidoas a avaliagdo da
fragmentacdo do DNA pelo método do TUNEL. Campo claro (A), DNA corado com Hoescht

(B) e DNA fragmentado corado com isocianato de fluoresceina (C). Barra de escala = 25 pm

Figura 8. Cari6tipo normal de macho com 60 cromossomos (XY): Caridtipo de células de
fibroblastos da orelha em P10 (A) e células do corddo umbilical em P10 (B). Seta —

cromossomo X e cabega de seta- cromossomo Y. Barra de escala= 25 pm
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6.5 Avaliacao ultraestrutural em Microscopia Eletronica de Varredura
Na avaliagdo de microscopia eletronica de varredura foi possivel verificar que CFO
apresentaram formato arredondado (Figura 9A) com vilosidades (Figura 9C) e sem
deformidades na estrutura da membrana (Figura 9B e 9C). As CFA apresentaram formato
pleomorfico (Figura 9D e 9E) com presenga de vilosidades (Figura 9F), irregularidades e
aspecto deformado em algumas regides (Figura 9E). As CCU apresentaram formato
arredondado (Figura 9G) sem vilosidades na estrutura (Figura 91) e com irregularidades (Figura

9H).



37

Figura 9. Avalia¢do ultraestrutural dos trés tipos celulares em P3 congelados em 10% de
DMSO: Células de fibroblastos da orelha com formato arredondado (A), sem deformidades na
estrutura (B) e com pequenas vilosidades na superficie indicadas pela seta (C). Células do
fluido amniodtico com formato pleomorfico (D), irregulares e aspecto deformado (cabeca de
seta- E) e com presenca de vilosidades (seta). Células do cordio umbilical com formato
arredondado (G), irregularidades na superficie (cabeca de seta) (H) e sem vilosidades na

estrutura (I). Barra de escala =1 pum.
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6.6 Producdo de embrides por transferéncia nuclear
As células do cordao umbilical foram tratadas com procaina 1,5mM por dois ciclos de
crescimento celular e apds o segundo ciclo de tratamento, as células sofreram alteracdo de
morfologia apresentando vacuiolos grandes e pararam o crescimento como demonstrado na
figura 10. No procedimento de TN realizado no primeiro ciclo de tratamento, foram
reconstruidas 65 estruturas com as células tratadas, com 45 estruturas fusionas (69,89%) estas
apresentaram baixa taxa de clivagem, 13 estruturas (28,88%), baixa producdo embrionaria,

dois blastocistos (4,4%).

Figura 10. Células do corddao umbilical: sem tratamento com morfologia normal (A), tratadas
com procaina no primeiro ciclo e com morfologia normal (B); tratadas com procaina no
segundo ciclo celular apresentando alteragdo na morfologia com presenca de vactolos e sem

crescimento (C). Barra de escala = 25 pm.

As quantidades de estruturas reconstruidas, fusionadas, clivadas e que se
desenvolveram em blastocisto tratadas com TSA e grupo controle (sem tratamento), estdo
descritas na tabela 4. Nao houve diferenga entre tratamentos nas taxas de reconstrugdo e
eletrofusdo (Figura 11). Para a taxa de clivagem o tratamento por 20 h ndo diferiu do controle e

ambos foram superiores ao tratamento por 24 h (tabela 4).
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Tabela 4. Quantidade e taxas de estruturas reconstruidas, fusionadas/cultivadas, clivadas e
blastocistos provenientes de oocitos reconstruidos com CCU tratados com TSA por 4 h na
ativacdo e 16 h no cultivo embrionario; TSA por 4 h na ativacdo e 20 h no cultivo embrionario

e grupo controle (sem tratamento).

Fusionadas /

Tratamento Reconstruidas . Clivadas Blastocisto
Cultivadas
Total 202 121 57 20
TSA 20h Taxa
80,95 59,17 49.46° 17,19 %
(%) b 9 9 b
Total 164 91 22 4
TSA 24h Taxa
72,99 63,64 22,55° 4,50°
(%) b b b 9
Total 175 101 40 20
Controle Taxa
77,99 62,22 41,81° 21,73°%
(%) b 9 9 b

(Aa#Bb indicam diferenca significativa entre os tratamentos para P<0,05)

As células do corddo umbilical foram eficientes em produzir embrides por transferéncia
nuclear apresentando 21,73% de blastocisto em relagdo ao total de cultivados. Na taxa de
producdo de blastocisto o tratamento por 20 h foi igual ao grupo controle e os dois foram
superiores ao tratamento com TSA por 24 h.

O controle partenogenético foi feito para verificar a eficiéncia do sistema de ativagdo e
cultivo embrionério. Foram ativados 111 odcitos sendo que 79 estruturas clivaram (63,96%) e
30 formaram blastocistos (27,02%). Os valores ndo foram comparados aos tratamentos na

analise estatistica.
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7. DISCUSSAO

Este estudo demonstrou ser possivel isolar, cultivar e criopreservar células do fluido
amniotico e corddo umbilical de forma eficiente para formar um criobanco de células quem
possam ser usadas na técnica de clonagem por transferéncia nuclear (TN). Porém ficou
evidente que ha diferengas morfoldgicas entre os tipos celulares, na sensibilidade ao nimero de
passagens e ao crioprotetor utilizado para preservacao em nitrogénio liquido.

Também foi possivel estabelecer o cultivo das CFA e CCU sendo que as CFA s6 foram
estaveis até a P15. As CFA tiveram tempo de crescimento mais lento e foram mais sensiveis a
criopreservacdo em relacdo as CFO. Como as CFA sdo formadas por uma populagdo
heterogénea de células torna-se mais dificil o isolamento de apenas uma linhagem celular,
sendo que algumas dessas subpopulagdes celulares do fluido amnidtico ndo devem ser estaveis
em cultivo in vitro ou ndo apresentam crescimento em meio Amniomax que foi utilizado nesse
trabalho.

Logo apos a coleta, as CFA apresentavam-se esféricas e de tamanhos variaveis, sofrendo
aderéncia no fundo da placa de petri apds 48-72 h de cultivo. Dev e colaboradores (2012b)
relataram resultados semelhantes aos encontrados nesse trabalho, porém no cultivo de células
do fluido amnidtico de bufalos. Estes pesquisadores descreveram que apos seis dias de cultivo
foram encontradas células em formato estrelar, esféricas sem nucleo, esféricas com nucleo,
pentagonais e células redondas sem aderir provenientes da mesma amostra de fluido amnidtico.
Inicialmente, as células demoraram em média duas semanas para atingir de 70 a 80% de
confluéncia, e ao longo das passagens atingiram de 90 a 100% de confluéncia em seis dias,
semelhante aos dados desse experimento.

As CCU foram estaveis até P20 e foram semelhantes as CFO, que ¢ uma célula de
crescimento rapido, estavel e sem diferencia¢do in vitro. As CCU possuem cinética de

crescimento semelhante as CFO, essas aderiram a placa de cultivo em menos de 24 h de cultivo
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e apresentaram confluéncia em 48 h nas passagens iniciais. As CCU sdo provenientes do
corddo umbilical composto pela veia e artéria umbilical; matriz perivascular e geléia de
Wharton. Possivelmente a populagdo predominante sejam fibroblastos que formam a veia e
artéria umbilical.

Um dos pontos cruciais para o éxito da TN € o sucesso na criopreservagdo das células
doadoras, porém pouca importincia tem se dado a este efeito no processo de fusdo e posterior
desenvolvimento do embrido. O crioprotetor e a curva de congelagdo sdo os fatores que mais
influenciam na sobrevivéncia da célula apds a descongelagdo (Hayes, et al., 2005). Uma etapa
critica no processo de congelacdo ¢ a taxa de resfriamento, e para evitar falhas no processo de
congelacdo ¢ preciso escolher uma curva de congelacdo ideal combinada a um crioprotetor
eficiente.

A redugdo progressiva da temperatura e a vitrificagdo sdo dois métodos eficientes para a
criopreservacdo celular. Nos trés tipos celulares estudados a criopreservagdo por reducao
progressiva de temperatura em curva nao controlada foi eficaz quando combinada com
solugdes com 10% de DMSO. Esta solucdo crioprotetora foi mais eficiente na preservacao da
viabilidade celular e com menor variacdo nos trés tipos celulares, sendo possivel restabelecer o
cultivo normal apds o processo de descongelacio em todos os tipos celulares. Estas
informagdes confirmam os achados de Miranda-Sayago e colaboradores (2012) que
demonstraram que o uso da redugdo progressiva de temperatura e o crioprotetor DMSO para a
criopreservacdo de células ¢ um método simples, barato, que pode ser facilmente
implementado nos laboratérios e que ndo alterou as caracteristicas celulares pos-
descongelagdao. Estes autores observaram que células do fluido amnidtico humano
criopreservadas em P3 restabeleceram o cultivo normal pos-descongelacdo, e apresentaram

morfologia semelhante a fibroblastos at¢ P22 quando a morfologia mudou para irregular e
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plana, no presente trabalho as células mudaram de morfologia ap6s a P15 mesmo sem terem
sido congeladas.

O periodo de cultivo ¢ um dos gargalos da TN e da transgenia, pois pode desestabilizar
os eventos bioldgicos subseqiientes ao processo, prejudicando e até interrompendo o
desenvolvimento embrionario. Os problemas relacionados com o longo cultivo sdo
instabilidade cromossomica e encurtamento do telomero, que favorecem a perda da fungao de
genes importantes para o desenvolvimento (Merighe ef al., 2010).

A viabilidade das CCU foi estavel ao longo do cultivo celular tendo resultados
semelhantes as CFO, que foram mais estaveis na criopreservagdo, enquanto as CCU
apresentam viabilidades proximas a 60% em todas as passagens, mesmo apresentando uma
variagdo maior em relagdo as CFO. As CFA foram mais sensiveis a criopreservagdo quando
comparadas com os outros tipos celulares, mas apresentaram uma viabilidade satisfatoria até
P15 tendo a viabilidade diminuida ao atingir P20. A redu¢do progressiva de temperatura em
curva ndo controlada ndo ¢ um sistema homogéneo, promovendo um alto coeficiente de
variagdo entre as palhetas.

Filioli Uranio et al. (2011) relataram o cultivo de células do fluido amnidtico e da matriz
do corddo umbilical de cachorros até P11 demonstrando que viabilidade ndo se alterou ao
longo das passagens. Zuconi et al. (2010) reportaram o cultivo por sete passagens das veias do
corddo umbilical sem alterar a morfologia e a capacidade de proliferagao.

O DNA celular pode ser lesado durante os processos de criopreservacao e liofilizagdo, o
que ¢ causado pela ativacdo de nucleases endogenas (Martins ef al., 2007). No entanto, neste
estudo ndo foi observado fragmentacdo significativa do nucleo nos trés tipos celulares apos a
criopreservacao e nem ao longo das passagens do cultivo in vitro, demonstrado que o DNA nao
sofreu influéncia negativa do cultivo prolongado e da criopreservagdo. Durante o ciclo celular

o DNA ¢ replicado, reorganizado em cromossomos mitoticos e descondensado em cromatina
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na interfase. Dentro da célula a cromatina ¢ organizada em heterocromatina e eucromatina,
refletindo os estados ativo e inativo do DNA (Ward, 1994).

As células foram criopreservadas quando atingiram o estado de confluéncia celular, e
possivelmente a maioria estava na fase GO do ciclo celular, periodo em que o DNA esta em
heterocromatina. Fato que poderia facilitar a ocorréncia da fragmentagdo nuclear. Mesmo
assim a criopreservagdo e o cultivo in vitro prolongado ndo causaram danos ao DNA das
células. De acordo com Ward et al. (1994), a estrutura tercidria do DNA que forma o genoma
dos eucariotos ¢ pléstica e assume diferentes formas em resposta as necessidades celulares.
Este fato talvez explique a adaptacdo das células deste experimento frente aos desafios
impostos pela criopreservagao e cultivo prolongado.

E possivel que o cariotipo sofra mudangas durante as passagens do cultivo in vitro e
aumente as taxas de anormalidades cromossomicas, por esta razdo, foi realizada a avaliacao
citogenética nas passagens celulares. Todas as metafases observadas nos trés tipos celulares e
ao longo das passagens apresentaram niimero e estrutura normal, demonstrando que o cultivo
in vitro prolongado e a criopreservacdo ndo alteram a organizacdo e estabilidade dos
cromossomos. O cariotipo masculino encontrando confirma que as células tem a mesma
origem.

Estas informacdes confirmam outros achados em diferentes espécies Filioli Uranio et al.
(2011) reportaram o cariotipo normal em P4 de CFA e CCU de caes. Zucconi et al. (2010)
relataram o crescimento de células da veia do corddo umbilical em cdes até P7 com caridtipo
normal. De Coppi et al. (2007) relataram o cultivo de CFA humanas por 250 passagens em
placa de 96 pocos com crescimento homogéneo, sem alteragdes no caridtipo e no tamanho dos
telomeros. Os achados de Dev ef al. (2012b) também corroboram com esses dados,
demonstrando que as células do fluido amniotico de bufalos cultivadas apresentaram caridtipo

normal, sem anormalidades gendmicas aparentes, ndo sendo observadas fragmentacdes de
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micronucleo e cromossomal.

Para o uso na transferéncia nuclear, a baixa viabilidade das CFA, criopreservadas na
vigésima passagem do cultivo, pode ndo influenciar na eficiéncia da técnica, pois conforme
demonstrado, o nucleo permanece integro e a ploidia permanece normal ao longo das
passagens, o que seria suficiente para a reprogramac¢do nuclear, pois a maquinaria celular ¢é
doada pelo odcito e a célula doadora fornece apenas o nucleo.

Sendo assim, este trabalho buscou uniformizar os resultados usando apenas fetos de
machos. Em estudo desenvolvido por Merighe et al. (2010), o uso de células somaticas
masculinas determinou uma maior taxa de formacao de blastocisto clonados, maior taxa de
desenvolvimento a termo ¢ maior taxa de sobrevivéncia de bezerros. Esta diferenca esta
relacionada a capacidade desses embrides em suportar o estresse durante os primeiros estadios
do desenvolvimento. O desequilibrio entre os géneros pode ser atribuido a quantidade
desproporcional de transcritos ligados ao cromossomo X em fémeas, uma vez que o processo
de inativacdo de um dos cromossomos X deveria resultar numa equivaléncia funcional com os
machos, porém falhas neste processo acarretam perdas embrionarias.

Merighe e colaboradores (2010) relataram taxas maiores de clivagem, desenvolvimento
até oito células e blastocisto em embrides reconstituidos com células de passagens iniciais e
intermediarias. Em contraste, Kubota ef al. (2000) relataram o nascimento de seis vacas
clonadas de fibroblastos da pele cultivados por longo-periodo (10 a 15 passagens). Estas foram
mais eficientes que as células cultivadas por curto periodo (5 passagens) em relacdo a taxa de
blastocisto e de prenhez. A razdo de células cultivadas por mais tempo serem mais eficientes
possivelmente se deve ao fato de que nas passagens iniciais existe uma populagdo heterogénea
de células.

Na avaliacdo de MEV foi possivel caracterizar, diferenciar os trés tipos celulares..

Confirmando os achados da avaliacao de viabilidade celular, as células do fluido amnidtico
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foram as mais prejudicadas na criopreservacao, mostrando deformidades na superficie celular
com depressoes e regides irregulares, provavelmente devido ao efeito da criopreservacdo e do
crioprotetor. J& as CCU nao possuem vilosidades na superficie e algumas células estavam
irregulares, possivelmente devido ao efeito da criopreservacao. Ja4 as CFO foram mais estaveis
aos efeitos da criopreservagdo apresentando formato regular.

Dev e colaboradores (2012a) relataram que as CFA de bufalos apresentam formato
pleomorfico incluindo diferentes tamanhos e formas, mas nos frascos de cultura a forma
semelhante a fibroblastos predominou. Na microscopia de varredura foi relatada presenca de
células pentagonais, redondas, formato de estrela e com células em divisdo.

Apos a reavaliagdo da primeira etapa do trabalho, observou-se que as células do cordao
umbilical foram mais resistentes ao cultivo in vitro por 20 passagens que as células do fluido
amnidtico, e apresentaram comportamento semelhante aos fibroblastos da orelha. As CCU
foram menos sensiveis a criopreservacdo, apresentando viabilidade adequada, baixa
fragmentacdo do DNA, estabilidade cromossomal, sem alteracdes na morfologia celular e
poucos danos ultraestruturais. Desta forma, as CCU foram escolhidas para serem usadas na
transferéncia nuclear e submetidas aos diferentes tratamentos com procaina e TSA visando
aumentar a eficiéncia da reprogramagao nuclear.

Apenas um pequeno grupo de tipos celulares foi testado na transferéncia nuclear e ainda
ndo se descobriu qual tipo celular ¢ o que apresenta melhores resultados como doador de
nucleo (Kato et al., 2000) demonstrando entdo a importancia de testar novos tipos celulares,
tais como as células do cordao umbilical.

As células do corddo umbilical cresceram normalmente no primeiro ciclo de confluéncia
celular com o uso da procaina, porém no segundo ciclo verificou-se que a substincia foi toxica
para as células do corddo umbilical na concentra¢do testada de 1,5mM. Uma vez que o

tratamento provocou mudangas na morfologia, no crescimento celular e apresentou baixas
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taxas de produgdo embriondria em relagdo ao grupo controle, decidiu-se ndo usar CCU tratadas
com 1,5mM de procaina como doadoras de nucleo. Este foi o primeiro experimento utilizando
procaina no cultivo celular de células do cordao umbilical de bovinos. Em bovinos, a procaina
foi utilizada no cultivo celular de fibroblastos nas concentragdes de 0,1mM e 0,5mM e as
células apresentaram morfologia normal, porém ndo apresentaram alteragdo no padrdo de
metilagdo na DMR do gene XIST. Na concentracio de 2mM também ocorreram mudangas
morfoldgicas e muitos vactiolos no espaco intracelular, semelhante ao encontrado neste
experimento (Lacerda, 2010). .Outro trabalho realizado em linhagem celular cancerosa de
humanos MCF7 mostrou que a concentragdo de 2mM ndo apresentou crescimento normal em
relacdo ao controle. Neste mesmo trabalho, a suplementacdo com 1mM de procaina apresentou
uma diminui¢do de aproximadamente 40% em relagdo ao grupo controle durante o periodo de
72h (Villar-Garea, 2005 apud Lacerda, 2010).

Resultados semelhantes foram encontrados por Tada e colaboradores (2007) usando
ImM de procaina em células HLE por cinco dias. Os autores relataram que a procaina induz a
formag¢do de vacuolos nas células, os quais sdo capazes de alterar as caracteristicas de
superficie de membrana. O tratamento das linhagens celulares HLE e HuH7 com 2mM também
apresentou diminuicdo no crescimento celular, mas a linhagem de hepatécitos primarios nao
sofreu alteracdo. Atualmente, objetiva-se desenvolver protocolos que visem proteger o genoma
de possiveis efeitos danosos durante o cultivo celular in vitro. No caso da transferéncia nuclear,
submeter a célula doadora de nucleo a um tratamento para sofrer uma desprogramacao
epigenética antes da clonagem pode aumentar a eficiéncia da técnica.

A procaina ndo precisa de uma replicacdo do DNA para comegar a inibir as DNMTs, ja
que ¢ uma molécula ndo nucleosidica, ndo sendo incorporada ao material genético. Esta
caracteristica resulta numa acdo mais rdpida do que drogas analogas de nucleotideos como 5-

aza-2-deoxicitidina. Acredita-se que a procaina, desmetilando o genoma do ntcleo doador, seja
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capaz de facilitar a reprogramacao epigenética. No entanto existem outras vias bioquimicas que
a procaina pode alterar para causar a desmetilagdo do DNA, mas que ndo sdo conhecidas. O
que se tem conhecimento ¢ que a procaina ¢ um bloqueador de canais id6nicos, mas ainda nao
existem estudos relacionando as vias bioquimicas inibindo as DNMTs (Lacerda, 2010).

Este trabalho buscou usar uma concentragdo intermediaria da que foi testada em
fibroblastos bovinos por Lacerda (2010), porém essa concentracdo também foi ineficiente em
células do corddo umbilical. Sdo necessarios mais estudos para testar outras concentragdes e
tempos de cultivo celular com a procaina.

Um novo experimento foi proposto utilizando a tricostatina A na ativagdo e cultivo de
embrides reconstruidos com CCU por TN. Vérios trabalhos foram publicados em diferentes
espécies mostrando o efeito positivo na producdo embriondria e no periodo poés-implantacional.

Neste experimento, as taxas de reconstrucdo e eletrofusdo ndo apresentaram diferenca
entre os grupos. Como houve um padrdo na realizagdo da enucleacdo, reconstrucdo com o
mesmo tipo celular, ndo eram esperadas variagdes nestes parametros. Kato e colaboradores
(2000) trabalhando com diferentes tipos celulares provenientes de machos, fémeas, adultos e
fetos relataram taxas de eletrofusdo variando entre 55 a 89%, variacdo que pode ter ocorrido
por diferentes fatores além do tipo celular.

Um trabalho conduzido por Mello e colaboradores (2003) usando fibroblastos fetais
provenientes de bidpsias realizadas em feto apds a retirada da cabeca e Orgdos internos,
cultivadas e sincronizados por soro-privacdo, apresentou dados semelhantes aos da producao
embriondria com células do cordao umbilical deste estudo, sendo que de 191 estruturas
reconstruidas 83 (43,5%) fusionaram e 24 (28,9%) desenvolveram em blastocistos.

Neste estudo, o tratamento com TSA por 4 h na ativacdo seguidas de 20 h no cultivo
embriondrio (24h de exposi¢do) apresentou taxas de clivagem e de blastocistos inferiores ao

grupo controle. A taxa de blastocistos foi extremamente baixa, indicando um efeito negativo
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deste periodo de exposi¢cdo as estruturas embriondrias e influenciando a primeira clivagem.
Semelhante a esse trabalho, Akagi et al. (2011) usaram a TSA por 20 h no cultivo embrionario
e relataram aumento na producido embriondria porém o tratamento nao foi realizado na ativacao
e foi utilizada a concentragdo de 5 nM. Em embrides suinos clonados por handmade usando
fibroblastos fetais tratados com 37,5 nM TSA por 24 h apds a ativagdo, observou-se o aumento
da taxa de blastocisto e do nascimento a termo (Li et al., 2008).

Contrariamente, o tratamento usando 4 h na ativa¢do seguidas de 16 h no cultivo
embriondrio (20 h de exposi¢do) com TSA, demonstrou taxas de clivagens e blastocistos
superiores ao tratamento com exposi¢do mais prolongada ao TSA. Porém, ndo houve
diferengas estatisticas com o grupo controle. A concentra¢do de 50 nM de tricostatina A por 20
h foi viavel na ativagdo e cultivo de embrides bovinos reconstruidos com células do cordao
umbilical produzindo embrides de maneira eficiente, apesar de ser estatisticamente igual ao
grupo controle.

O uso do TSA tem apresentado resultados bastante divergentes nas diferentes espécies,
necessitando de definicdo de uma concentragdo e tempo ideal para aumentar a eficiéncia na TN
em bovinos. Kishigami et al. (2006) compararam em embrides de ratos reconstruidos com
células do cummulus em diferentes tempos de exposicdo a TSA (6, 10, 14 e 20 h) sendo que
todos aumentaram a producdo de embrides mas o grupo com 10 h teve a maior produgdo
embriondria. No mesmo trabalho a concentragdo de 5 nM aumentou a producdo de embrides
em relacdo aos grupos controle e com 50 nM. Esse trabalho demonstrou que em ratos a
hipermetilacio do DNA ocorre até¢ 10 h apds a ativagao.

Porém, outro trabalho tratou com 50 nM de TSA embrides bovinos clonados
reconstruidos com fibroblastos por 4 h na ativacdo seguidas de 9 h no cultivo embrionério, o

que levou ao aumento da acetilacio da H3K9 e a metilagdo das citosinas, porém nao



49

influenciou as taxas de clivagem e de blastocisto, e ndo foram observados efeitos pré e pds
implantacional (Sangalli et al.,2012).

Virios trabalhos relataram aumento da taxa de blastocisto ao usar TSA por diferentes
tempos: 20 h (Akagi ef al, 2011; Lee et al., 2011), 14 h (Sawai et al., 2012) e por 10 h
(Srirattana et al., 2012). No presente estudo o uso da TSA por 24 h foi prejudicial ao
desenvolvimento embriondrio e € possivel especular que a hipermetilacio do DNA em bovinos
deve ocorrer entre 10 a 20 h sendo necessdrio encontrar o tempo ideal para aumentar a
producdo embrionaria com o tratamento por TSA.

Lee et al. (2011) testaram diferentes concentragdes de TSA por 3 h na ativagdo seguidas
de 7 h no cultivo em embrides bovinos reconstruidos com células da orelha, e observaram que
a concentra¢cdo de 50nM aumentou em 24% a produgdo de embrides. Em seguida, os autores
testaram essa concentragdo por diferentes tempos, e encontraram que 3 h na ativa¢do seguidas
de 17 h no cultivo aumentou 35% a producao de embrides em relagdo ao grupo controle.

Sawai et al. (2012) reportaram aumento da taxa de blastocisto no tratamento com 50nM
TSA por 5 h na ativacdo seguidas de 9 h no cultivo em embrides reconstruidos com
fibroblastos da pele, porém ndo houve aumento na taxa de prenhez e de nascimento em relacao
ao grupo ndo tratado. Este tratamento promoveu alteracdes no status epigenético mas nao
aumentou o desenvolvimento a termo de bovinos clonados. Estas variagdes nos resultados de
diferentes grupos nos sugerem que ¢ dificil regular o status epigenético em embrides bovinos
clonados por processos artificiais.

Akagi et al. (2011) reportaram o aumento na taxa de blastocisto com 5 nM de TSA por
20 h apods a ativagdo em duas linhagens celulares provenientes da orelha de macho (L1) e de
fémea (L2), porém ndo houve aumento na linhagem celular de pulmdo de feto fémea (L3).
Dessa forma, houve o efeito positivo da TSA dependendo da linhagem celular. Essa diferenca

foi atribuida ao status epigenético da célula doadora. As trés linhagens celulares apresentaram
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diferentes niveis de acetilagdo da histona H4K12, o que parece influenciar o efeito do
tratamento com a TSA. Além disso, o nivel de metilagdo do DNA e o sistema de cultivo in
vitro podem influenciar os efeitos da TSA.

Sawai et al. (2012) combinando os resultados de varios trabalhos concluiram que o
tratamento com TSA aumenta a taxa de blastocisto dependendo das condi¢des de tratamento e
da célula doadora usada. Todos os trabalhos citados testaram o efeito da TSA em fibroblastos
da pele e da orelha, pulmao de feto e células do cummulus, diferente desse trabalho que testou
o efeito da TSA em embrides reconstruidos com células do cordao umbilical.

Ao contrario dos resultados em suinos (Li et al., 2008) e ratos (Kishigami et al., 2006)
em bovinos, apesar de varios trabalhos reportarem o aumento da taxa de blastocisto, ndo houve
efeito pds-implantacional e no desenvolvimento a termo (Sawai et al., 2012; Sangalli et al.,
2012).

Virios trabalhos tém demonstrado que a natureza da célula doadora ¢ o fator que mais
influencia a eficiéncia da clonagem e a capacidade de desenvolvimento do clone. Células de
diferentes individuos apresentam diferentes comportamentos no desenvolvimento in vitro de
embrides reconstruidos especialmente na taxa de formagdo de blastocisto. Diferentes
individuos apresentam diferentes tolerancias aos processos deletérios como a enucleagdo, a
reconstrucdo e a eletrofusdo. Além de apresentarem diferencas na estrutura do DNA, afetando
assim a interagdo com o ooplasma e o nucleo, além das diferengas no DNA mitocondrial, o que
também afeta a reprogramacao epigenética (Fu ef al., 2008).

A discrepancia nos resultados pode ser atribuida ao status epigenético da célula doadora
usada em cada um dos estudos e aos niveis de metilacdo do DNA ¢ da acetilacdo das histonas
que variam dependendo do sistema de cultivo in vitro usado (Akagi et al., 2013). Além do tipo
celular usado, outro fator que deve ser considerado ¢ a variacdo nos diferentes protocolos de

transferéncia nuclear que sdao usados principalmente no tipo de ativagdo quimica e no tempo de
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ativacdo. Além disso, os diferentes tempos, concentragdes e formas de uso (incluindo ou ndo o
uso na ativagdo) da TSA sdo varidveis que devem ser consideradas. A incorreta metilagcdo de
DNA pode ser deletéria e resultar na morte do embrido no inicio do desenvolvimento. A
literatura relata que existem diferencas entre a metilacdo global no inicio do desenvolvimento
entre embrides in vivo e os provenientes da TN (Ding et al., 2008), mas ainda existem poucos
estudos relacionados a identificagdo desses genes. Alguns trabalhos afirmam que a DNMTI1
presente na célula doadora do nucleo pode interferir parcialmente na reprogramagdo
epigenética (Bourc’his ef al., 2001). O embrido clone ndo consegue passar pela desmetilagao
ativa e passiva assim como os embrides in vivo (Dean et al.,2001; Bourc’his et al, 2001).
Além disso, existem diferencas individuais na qualidade do odcito, as quais podem resultar
numa maior tolerancia sobre os efeitos deletérios que ocorrem no processo de transferéncia
nuclear tais como a enucleagdo e eletrofusdo (Yang et al., 2007). Os embrides de clonagem
possuem heranc¢a mitocondrial da célula doadora e do odcito, o que influéncia na modificagdo
do nticleo doador e na competéncia da reprogramacao epigenética (Fu et al., 2008), mas ainda
faltam estudos para estabelecer um modelo do processo de reprogramacdo epigenética para
permitir um melhor entendimento das alteragdes do sistema in vitro sobre 0s processos
bioldgicos.

Uma técnica que tem se destacado para melhorar a eficiéncia da clonagem ¢ a chamada
reclonagem, onde células de uma animal clonado sdo utilizadas como doadoras de nticleo numa
segunda rodada de clonagem, esta segunda rodada de reprogramacdo epigenética
possivelmente permitiria reduzir perdas gestacionais e anomalias neonatais por falhas na
reprogramag¢do (Driessen, 2008). A reclonagem foi descrita por Robertson (1997) que
estabeleceu uma linhagem celular totipotente a partir de um feto de 30 dias, e dessa linhagem

utilizou uma tUnica célula na clonagem e alguns dias depois retirou uma célula do agregado de
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células do embrido e utilizou numa segunda rodada de clonagem dando origem a vaca clonada
chamada ‘Gene’, nesse estudo foi descrita a eficiéncia de um nascimento para 18 embrides.

Outros trabalhos tém descrito a remogao cirtrgica de fetos de clonagem de 40 a 55 dias,
onde a cabega e as visceras sdo removidas e sdo realizadas biopsias do tecido fetal para a
reclonagem. Hill e colaboradores (2000) ndo encontraram diferengas na taxa de blastocisto no
uso de células de feto clone em relacdo aos fibroblastos de clone adulto. Contrariamente
Driessen (2008) relatou uma maior taxa de blastocisto em embrides reconstruidos com
fibroblasto de feto clone (34,4%) em relagdo aos embrides reconstruidos com fibroblasto de
clone adulto (20,2%), além disso os embrides produzidos com fibroblastos fetais sofreram
menor estresse oxidativo demonstrando o potencial do uso da reclonagem. Apesar da sua
eficiéncia o procedimento de remogao cirirgica dos fetos t€ém sido bastante criticado devido as
suas implicacgdes éticas.

Nesse sentido as células do corddo umbilical sdo uma alternativa para uso na reclonagem,
pois estas células fetais podem ser coletadas de modo ndo-invasivo no momento do nascimento
do clone e uma linhagem bem-sucedida na primeira reprogramacao epigenética pode ser usada
numa segunda rodada de desprogramacdo. As CCU evitariam, assim, os problemas éticos da
remocao cirtrgica de fetos.

Os dados deste estudo configuram o primeiro relato na literatura com o uso das CCU
bovinas associadas ao tratamento com TSA. As células do corddo umbilical foram capazes de
sofrer reprogramacgdo para suportar o desenvolvimento embrionario, sendo uma alternativa
vidvel para producdo de embrides a partir de células fetais menos diferenciadas, pois ndo
passaram pelo processo de gastrulacdo. Dessa forma, as células do corddo umbilical se
mostraram um tipo celular vidvel para a formac¢ao de bancos de germoplasma de células fetais
com potencial de uso nas biotecnologias da reprodugdo animais, tais como a transferéncia

nuclear, reclonagem e a transgenia.
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Este experimento e a literatura tém mostrado que as condi¢des Otimas de tratamento com
a TSA parecem ser especificas para diferentes tipos celulares e diferentes espécies, sendo
necessario investigar o tempo 6timo de exposi¢do € a concentracdo para que ocorra aumento
nas taxas de embrides, e em especial nas taxas pos-implantagdo de embrides bovinos

reconstruidos com células do cordao umbilical por TN.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Em conclusdo, este estudo verificou que € possivel isolar, cultivar e criopreservar CFA e
CCU de forma eficiente para formar um criobanco de células para uso na técnica de TN. De
uma maneira geral, as CCU em todas as passagens, e as CFA, até P15, sdo estaveis em cultivo
in vitro prolongado e suportam a criopreservacao. Estas células mantém a viabilidade celular, a
estabilidade cromossomal e ndo sofrem fragmentacdo nuclear. A solugdo crioprotetora com
10% de DMSO foi a mais indicada para criopreservagao de todos os tipos celulares estudados.

As células do corddao umbilical foram mais resistentes, em relacdo as CFA, ¢ sdo uma
alternativa viavel como doadoras de ndcleo na transferéncia nuclear, e sdo um tipo celular
ainda pouco estudado em bovinos. O tratamento das células do cordao umbilical com procaina
na concentracdo de 1,5 mM nao viabilizou o seu uso na transferéncia nuclear, e o tratamento
com 50 nM de tricostatina A por 24 h prejudicou a produ¢do embriondaria. Porém, o tratamento
com tricostatina A por 20 h mostrou ser uma op¢ao viavel ao ser usada na ativacdo e cultivo
embriondrio. Essas podem servir como método para a obtencdo de células fetais em bovinos
para finalidades terapéuticas e nas biotecnologias de reproducdo assistida, tais como a
transferéncia nuclear, reclonagem e a transgenia.

Nesse sentido, estudos subsequentes ainda sdo necessarios e devem abordar a
caracterizagdo molecular das células do cordao umbilical e do fluido amnidtico, para que
possam ser caracterizadas como células-tronco mesenquimais fetais. Também ¢ necessario
avaliar a quantificagdo do padrdo de metilagdo global de DNA das células e embrides, o que
pode ser util na interpretacdo do efeito dessas substincias permitindo assim que o protocolo
seja otimizado. Finalmente, os estudos devem testar novas concentracdes e tempos de
exposi¢ao a TSA para as células do corddo umbilical para verificar o real efeito sobre as taxas
de blastocitos e incluindo um estudo in vivo mais detalhado para obter resultados mais

conclusivos sobre os efeitos pds-implantacionais.
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