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Introducao Geral

A clonagem animal por transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) esta
sendo aplicada em varias espécies de mamiferos. A partir da Dolly, um clone de
ovelha (CAMPBELL et al., 1996b), varias outras espécies tém sido clonadas, por
exemplo, camundongos (WAKAYAMA et al., 1998), bovinos (KATO et al., 1998; WELLS et
al., 1999), caprinos (BAGUISI et al., 1999), suinos (ONISHI et al., 2000; POLEJAEVA et al.,
2000), coelhos (CHESNE et al., 2002), gatos (SHIN et al., 2002), mulas (WOODS et al.,
2003), cavalos (GALLI et al., 2003; VANDERWALL et al., 2004; HINRICHS et al., 2005) e
mais recentemente, um cachorro (LEE et al., 2005).

Contudo, existem dois fatores diretamente relacionados as falhas da
biotecnologia da clonagem que limitam sua aplicacdo na area comercial. O primeiro
deles é a baixa eficiéncia, na qual, em bovinos, aproximadamente 6% dos embrides
sobrevivem a termo (WELLS et al.,, 1999). O segundo, € denominado sindrome da
clonagem, caracterizado por uma série de anormalidades que resultam em morte
embrionaria no inicio do desenvolvimento, altas taxas de aborto, gestacao
prolongada, sindrome do bezerro grande, malformacdes placentarias e fetais e
complicacdes do sistema imunolégico (SMITH et al., 2000; WELLS et al., 2004).

Fatores que podem estar envolvidos com as falhas da TNCS, como a
manipulacéao in vitro de embrides reconstruidos, implicam em conseqiuéncias adversas
qgue podem ser imediatas ou em longo prazo (SMITH e MURPHY, 2004). Alteracdes
epigenéticas e maturidade do citoplasma receptor (SMITH e MURPHY, 2004), tanto
guanto, alteracdes na cromatina derivadas da célula doadora afetam a
competéncia do desenvolvimento embrionario e acarretam em anormalidades
cromossdmicas (YOUNG e FAIRBURN, 2000; KANG et al., 2001; BUREAU et al., 2003).

Evidéncias destas alteracfes em decorréncia da TNCS sao manifestadas pela
inapropriada expressdo de genes durante o0 desenvolvimento embrionéario
(HUMPHERYS et al., 2001; RIDEOUT et al., 2001; WRENZYCKI et al., 2001) e modificacdes
na cromatina (SANTOS et al., 2003), como a inativacao do cromossomo X (XUE et al.,
2002) e metilacdo do DNA (KANG et al., 2001; BOURC’HIS et al, 2001; DEAN et al., 2001).
Somadas as observagcfes mencionadas anteriormente, foi observado aumento de
células cromossomicamente anormais em clones nascidos vivos (HANADA et al., 2005).

Embora células doadoras possam ser obtidas diretamente de um animal adulto,

estas normalmente séo cultivadas e propagadas in vitro antes da transferéncia, para
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facilitar a manipulacdo e estocagem. Fibroblastos s&o geralmente utilizados por
apresentarem divisbes estaveis e linhagens homogéneas, além de poderem ser
congelados e descongelados sem grandes perdas de viabilidade. (SMITH et al., 2000).

Além da memodria epigenética do nucleo doador, outros fatores como a fase
do ciclo celular, o nimero da passagem e o sexo das células doadoras de nucleo,
infuenciam a viabilidade dos embrides reconstruidos. Estas variagdes tém sido
estudadas em relacao a eficiéncia da clonagem, porém ainda permanecem nao
esclarecidas (ORTEGON et al., 2007).

A reprogramacao do nucleo somatico também pode afetar o cromossomo X,
resultando, por exemplo, em uma reativagcdo do cromossomo X inativo do nucleo
doador através de alteracdes do padrdo de metilagcdo. Em consequéncia, genes que
estavam silenciados na célula soméatica retornam a sua atividade durante o
desenvolvimento embrionério, podendo ou ndo ser novamente inativados (XUE et al.,
2002).

O entendimento dos mecanismos celulares e moleculares que envolvem estas
alteracdes pode levar ao aprimoramento do desenvolvimento embrionario e ao
aumento das taxas de nascimento. Este trabalho teve como objetivo estudar a
influéncia do tempo de cultivo in vitro e do sexo das células doadoras de nicleo no
desenvolvimento embrionario de individuos produzidos por transferéncia nuclear,
como também comparar a expressao de alguns genes reconhecidamente silenciados
durante a inativacdo do cromossomo X em fémeas, no inicio do desenvolvimento de
embrides machos e fémeas produzidos por fecundacao in vitro e transferéncia

nuclear.



CAPITULO 1

Efeito do niumero da passagem e do sexo
de fibroblastos no desenvolvimento de
bovinos produzidos por transferéncia

nuclear



Resumo

MERIGHE, G.K.F. Efeito do numero da passagem e do sexo de fibroblastos no
desenvolvimento de bovinos produzidos por transferéncia nuclear. Tese de Doutorado -
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo,

Pirassununga, 2007.

Células cultivadas por longos periodos acumulam alteragcbes genéticas e
epigenéticas que resultam frequentemente em uma inapropriada reprogramacao nuclear
de embriGes submetidos a transferéncia nuclear a partir de células somaticas (TNCS). Além
disso, a variavel sexo € um fator limitante na producao de blastocistos e ha competéncia de
desenvolvimento poés-implantacdo de embrides produzidos in vitro. Desta maneira, o
objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do nimero da passagem nos experimentos de
transferéncia nuclear, bem como, avaliar o efeito do sexo no desenvolvimento in vitro e no
potencial pos-implantacdo destes embrifes. Para tanto, odcitos derivados de matadouro
foram enucleados e reconstruidos com células somaticas de animal adulto a partir de 18
horas pés-maturacado. Apés a fusdo (dois pulsos de 2,25 kv/cm durante 65 pseq) e ativacao
quimica (ionomicina - 5,0 uM durante 5 minutos e 6-DMAP - 2,0 mM durante 3 horas), os
zigotos reconstituidos com nudcleo de célula somatica foram cultivados em CR2 com
monocamada de células da granulosa a 38,8°C, em atmosfera umidificada e 5% de CO2 em
ar durante 7 dias. Os resultados foram analisados utilizando o teste Qui-quadrado (x2). No
cultivo in vitro, embrides reconstruidos com células em passagens tardias apresentaram
menores taxas de clivagem, 8 células e desenvolvimento a blastocisto (p < 0,05). Embrides
reconstruidos com células em passagens iniciais apresentaram maior competéncia em
formar um blastocisto (16% versus 14% - intermediarias e 7% - tardias; p < 0,05). Apesar dos
embrides reconstruidos com células em passagens tardias apresentarem resultados
semelhantes de prenhez aos 30 dias (35% versus 27% - iniciais € 26% - intermediarias), nao
foram competentes para o desenvolvimento de uma gestacdo a termo (0% versus 34% -
iniciais e 25% - intermediarias). Além de ndo apresentarem diferencas nas taxas de
desenvolvimento a termo, neonatos produzidos com células em passagens iniciais e
intermediarias apresentaram taxas equivalentes de sobrevivéncia (50% vs 57%,
respectivamente). Em relacdo ao sexo, embora maior taxa de clivagem tenha sido
observada para fémeas (78% vs 74%; p < 0,05), embrides machos foram mais competentes
no desenvolvimento a blastocisto (16% vs 14,5%; p < 0,05). As taxas de prenhez,
desenvolvimento a termo e sobrevivéncia foram semelhantes entre os géneros. Entretanto,
fémeas apresentaram maior taxa de aborto entre 90 e 120 dias de gestacdo (p < 0,05). Em

conclusao, estes resultados indicam que células doadoras de nucleos cultivados por um



longo periodo dificultam a producao de blastocistos e aumentam as chances de perdas
durante a gestacdo. Também foi possivel concluir que embrides clonados do género
masculino apresentam maior competéncia para desenvolver a blastocisto e suportar uma

gestacdo a temo.

Palavras-chaves: transferéncia nuclear, fibroblastos, passagem celular, sexo, bovino.



Abstract

MERIGHE, G.K.F. Effect of fibroblasts passage number and sex on bovine development after
nucleus transfer. Tese de Doutorado - Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,

Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2007.

Cells cultured for long-term periods accumulate genetic and epigenetic
modifications that result in improper nuclear reprogramming of somatic cell nuclear transfer
(SCNT) embryos. Furthermore, the sex may be a limiting factor in blastocysts production and
in post-implantation developmental competence. Therefore, the objective of this study was
to determine the effect of the passage number for SCNT, and to evaluate the effect of sex
on in vitro development and on post-implantational competence of these embryos. Oocytes
obtained from slaughtered cows were enucleated and reconstructed by TNCS from an adult
animal at 18 hours of in vitro maturation. After fusion (two 2.25 kv/cm DC pulses for 65 usec)
and chemical activation (5.0 uM ionomycin for 5 min followed by 2.0 mM 6-DMAP for 3 hours),
the reconstructed zygotes were cultured in CR2 on a granulosa cell monolayer at 38.8°C in a
humidified atmosphere of 5% CO: in air for 7 days. Data were analyzed using Chi Square
analysis. Reconstructed embryos with cells on late passages showed lower rates for
cleavage, 8 cells embryos and blastocyst formation (p < 0.05). Reconstructed embryos with
cells on early passages showed higher competence to blastocyst formation (16% versus 14% -
intermediate and 7% - late; p < 0.05). Although reconstructed embryos with cells on late
passages showed similar results for pregnancy on day 30 (35% versus 27% - early and 26% -
intermediate), they were not competent to develop to term. Calving rates and perinatal
survival (PNS) were similar when comparing early and intermediate passages (34% vs 25% and
50% vs 57%, respectively). Regarding sex, although cleavage rates were higher for female
embryos (78% vs 74%; p < 0.05), male embryos were more competent for blastocyst formation
(16% vs 14.5%; p < 0.05). The pregnhancy rate, development to term and PNS were similar
between gender, however, female embryos showed higher rates of abortion between day
90 and 120. In conclusion, these results indicate that long-term culture of donor cells
decrease blastocyst formation and increase the chances of failure during pregnancy.
Futhermore, cloned male embryos were more competent to form a blastocyst and had lower

rates of abortion.

Key-words: nuclear transfer, fibroblast, cell passage, sex, bovine.



1) Introducao

Existe interesse cientifico e comercial em embrides produzidos por
transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS), visando, principalmente, a
preservacao de espécies em extincdo e a producdo de individuos transgénicos
com aplicacdo na agropecuaria e ciéncias biomédicas. A realizacdo destas
aplicacdes envolve o desenvolvimento de um embrido produzido por técnicas de
manipulacdo celular que capacitam o potencial totipotente e a expressao do
nucleo reprogramado.

O sucesso na producao de individuos derivados de transferéncia nuclear
depende de alguns fatores. Entre outros, o niumero da passagem durante o cultivo
da célula doadora de nudcleo tornou-se um fator limitante na transferéncia nuclearr,
pois células cultivadas por um longo periodo entram em senescéncia celular e
apresentam mutacdes que se acumulam durante as varias passagens celulares,
prejudicando o desenvolvimento dos embriGes.

Além disso, o sexo dos embrides produzidos por sistemas de cultivo in vitro
influencia a competéncia de desenvolvimento pré-implantacdo além de ser fator
limitante na gestacado a termo. Pesquisadores observaram gque o desenvolvimento
de embrides fémeas frequentemente é afetado por sistemas de cultivo in vitro,
desequilibrando a proporcdo em relagcdo ao sexo, o que justifica o maior niumero
de bezerros machos nascidos de embrides produzidos in vitro.

A maior compreensdo dos fatores que condicionam este desvio entre 0s
sexos no nascimento, deve colaborar no esclarecimento das variaveis que
infuenciam o desenvolvimento pré e poés-implantacdo de embrides machos e
fémeas.

Desta maneira, esta etapa do trabalho objetivou determinar a competéncia
das células doadoras de nucleo apds cultivo por periodo curto (3% a 5% passagens),
intermediario (62 a 8% passagens) e prolongado (92 a 122 passagens), bem como
avaliar o efeito do sexo no desenvolvimento in vitro e no potencial pés-implantacao

de embrides submetidos a transferéncia nuclear.



2) Revisao de Literatura

A partir dos primeiros relatos de nascimentos de bovinos produzidos por
transferéncia nuclear de um nudcleo embrionario para um odcito enucleado
(PRATHER et al., 1987), varios estudos tem sido realizados para aprimorar a eficiéncia
da clonagem nesta espécie. Esta metodologia, nao somente, permite avaliar o
potencial de desenvolvimento de um nucleo, mas também possibilita analisar as
interacdes entre o nucleo doador e o citoplasma receptor (KATO et al., 1998).

Esta biotecnologia levou ao crescente investimento de diversos grupos e
empresas de pesquisa. Estima-se que, até o ano de 2004, cerca de 1.500 bezerros
foram obtidos a partir de transferéncia nuclear somatica no mundo, principalmente
na América do Norte, Japao, Nova Zelandia e Europa, como também em paises da
América do Sul e Asia (HEYMAN, 2005).

Este nUmero, porém, parece insignificante comparado ao impacto de outras
biotecnologias reprodutivas. Por exemplo, aproximadamente 500.000 transferéncias
de embrides sdo realizadas a cada ano em bovinos a partir de embrides produzidos
in vivo e in vitro (HEYMAN, 2005). Tal fato deve-se a baixa eficiéncia, pois esta
metodologia ainda permanece em fase de aprimoramento, para futuramente ser
uma ferramenta intensamente integrada a biotecnologia reprodutiva (HEYMAN,
2005).

A clonagem somatica pode também contribuir em varios aspectos como a
conservacao da biodiversidade. Por exemplo, na Nova Zelandia a transferéncia
nuclear foi utilizada para clonar a Unica fémea da raca bovina extinta “Enderby
Island”, obtendo-se 20 coOpias. Estas fémeas poderdo reproduzir através de
inseminacao com sémen de diferentes touros que foram congelados e estocados
(WELLS et al., 1998).

Outra finalidade para a transferéncia nuclear € utilizar o6citos bovinos como
receptores de nucleos somaticos de outras espécies comprometidas. Usando esta
técnica de transferéncia nuclear inter-especifica, fibroblastos de Bos gaurus foram
fundidos com odcitos enucleados de Bos taurus, resultando em um individuo com
gendtipo nuclear de B. gaurus e mitocondrial de B. taurus obtendo-se um modelo
inter-espécies (DINDOT et al., 2004).

Do ponto de vista de aplicacdo da clonagem na producao pecuaria, copias

genéticas podem ter alto valor para a inseminacao artificial. Estas copias podem ser



obtidas por transferéncia nuclear no caso de morte acidental ou doenca severa
deste reprodutor ou, ainda, para favorecer a logistica de venda de sémen. Esta
possibilidade foi demonstrada primeiramente no Canada com o nascimento do
clone Starbuck Il usando células doadoras do touro Starbuck, que teve uma grande
contribuicao para o rebanho holandés (SMITH, 2002).

Finalmente, no caso da clonagem em larga escala, grupos de animais
geneticamente idénticos sao rotineiramente produzidos como animais que servem
como modelo para pesquisa (BIGGERS, 1986) e, na espécie bovina, poderia ser
potencialmente usada em programas de criacédo (MEIRELLES et al., 2006; 2007).

Na area cientifica, a transferéncia nuclear € considerada um modelo para a
pesquisa basica visando a investigacdo em biologia celular e molecular.
Finalmente, o modelo bovino oferece vantagens como ativacdo do genoma e
implantacao tardios comparado ao camundongo (WELLS et al., 1999).

Apesar de todo este potencial para aplicacdo da biotecnologia de
transferéncia nuclear de células somaticas, humerosos parametros permanecem
limitantes para o aumento da eficiéncia desta técnica na producdo de animais
saudaveis, porém um importante pré-requisito € a disponibilidade de células
capazes de sofrer reprogramacao para suportar o desenvolvimento embrionario e
fetal ap6s a transferéncia nuclear (MASTROMONACO et al., 2006).

Em se tratando do tempo de cultivo celular, a eficiéncia da clonagem a
partir de células somaticas adultas tem sido amplamente limitada ao uso de células
doadoras recém colhidas, ou ap6s o cultivo in vitro por periodos curtos (abaixo da
102 passagem; KUBOTA et al., 2000).

A maior parte das células soméaticas cultivadas in vitro alcanca um limite de
proliferacdo. Neste momento, estas células cessam o crescimento, fendbmeno
denominado senescéncia replicativa. Este estado irreversivel difere da quiescéncia
celular, onde a inibicao do crescimento € conseguida com a privagao de soro ou
com a densidade celular, caracteristica necessaria para sincronizar células
doadoras na fase GO para a transferéncia nuclear (PIGNOLO et al., 1993).

Quando as células séo cultivadas in vitro por um longo periodo resultam na
acumulacdo de numerosas modificacdes, favorecendo a perda da funcao de
genes. Caracteristicas como instabiidade cromossémica e encurtamento do
teldmero tém sido correlacionados com o aumento do tempo de cultivo (HAMILTON

et al.,, 2001; ALLSOPP, et al., 1992; BENN, 1976). Tais modificacGes acumulam-se



durante muitos ciclos de divisbes celulares e consequentemente dificultam ou
inviabilizam o desenvolvimento (CIBELLI, et al., 1998; WALKER et al., 1996).

Um consideravel aumento de células cromossomicamente anormais oriundas
de passagens tardias foi demonstrado (BENN, 1976; STRELCHENKO, 1996; GIRALDO et
al., 2004). Benn (1976) observou que o conteddo cromossémico contido nas células
progrediu de 30% para 60% de anormalidade durante o cultivo celular até
passagens tardias.

Ao mesmo tempo, Strelchenko (1996) e Giraldo et al. (2004) relataram 81% e
98% de células anormais derivadas de cultivos em passagens tardias,
respectivamente. Entre as anormalidades estruturais e numéricas que foram
observadas estdao incluidas as fusdes terminais, translocacdes, aneuploidia e
poliploidia.

Por resultar na diminuicdo de sua eficiéncias, a aplicacao da técnica de
transferéncia nuclear esta limitada ao periodo de cultivo in vitro das células
doadoras. Desta maneira, estudos tém utilizado passagens iniciais (anteriores a 92
passagem) de fibroblastos doadores de nucleo para TNCS para produzir animais
clonados com sucesso (SCHNIEKE, et al., 1997; CIBELLI, et al., 1998; WELLS, et al., 1999;
POLEJAEVA, et al., 2000).

Este efeito foi estudado por Jang e colaboradores (2004) que relataram
diferencas no desenvolvimento de embrides TNCS derivados de passagens iniciais e
tardias de fibroblastos. EmbriGes reconstruidos com fibroblastos de passagens tardias
apresentaram um aumento significativo de blastbmeros em apoptose em
comparacao aqueles produzidos com fibroblastos em passagens iniciais.

Apesar de reconhecidamente gerar problemas, o uso de cultivos
prolongados é importante na producao eficiente de animais transgénicos, pois ha
necessidade de estabelecimento de uma incorporacao estavel do gene exdégeno
na célula doadora. Para obter esta incorporacdo estavel, células doadoras
precisam tolerar os distrbios causados pela transfeccdo e selecado apds cultivos
prolongados (periodos de cultivo e passagens celulares). Além disso, cultivos
prolongados de células doadoras de nucleo torna-se essencial para modificacdes
genéticas das células doadoras por recombinacdo homodloga (BHUIYAN et al.,
2004).

Células senescentes sao reconhecidamente portadoras de teldmeros

menores e outra caracteristica envolvendo a reprogramacao nuclear somatica é o



potencial para restaurar o tamanho do telébmero e superar a senescéncia. Embora
exista evidéncia de que o comprimento do teldmero seja restaurado em nucleos
somaticos apos a transferéncia para o o6cito, muitas mutacées no DNA no nucleo
somatico ndo podem ser restauradas (SHIELS et al., 1999).

Parte das mutacdes pode ser toleravel em uma célula diferenciada, mas
dada a caracteristica totipotente do zigoto, elas podem ser letais no
desenvolvimento embrionario. Isto certamente também contribui & baixa eficiéncia
do desenvolvimento de embrides produzidos por transferéncia nuclear a partir de
células somaticas. Shiels e colaboradores (1999) afirmaram que Dolly, um clone de
ovelha, herdou os teldbmeros curtos do animal adulto que doou as células para a
realizacado da transferéncia nuclear. Além disso, os teldmeros de Dolly sofreram um
encurtamento adicional durante o cultivo in vitro das células doadoras.

Estas observacdes provocam questionamentos como, por exemplo, se clones
saudaveis podem ser obtidos de animais doadores velhos, particularmente, apds
cultivos in vitro por longos periodos.

Apesar destes relatos, Kubota e colaboradores (2000), encontraram dados
que diferem do que é observado mais frequentemente, pois demonstraram que a
utiizacdo de fibroblastos derivados de animal adulto e cultivados por um longo
periodo (acima da 302 passagem), nao comprometeu a eficiéncia da clonagem
em termos de desenvolvimento a termo, além disso, resultou em maior taxa de
desenvolvimento comparado aqueles derivados da utilizacao de passagens iniciais.

Outra variavel de interesse neste trabalho é o sexo, pois aparentemente
trata-se de outro fator que influencia a producéo de blastocistos e a competéncia
de desenvolvimento pré e pdés-implantacao de embriées produzidos in vitro.

Apesar de muitos trabalhos relatarem que embrides machos alcancam o
estadio de blastocisto mais rapidamente que embrides fémeas, e que este
fenbmeno aparentemente pode ser alterado pelas condicdes de cultivo (AVERY et
al., 1989, 1991; CARVALHO et al., 1996; GUTIERREZ-ADAN et al.,, 2001), ainda
permanece uma duvida sobre o efeito do sexo na velocidade de desenvolvimento,
pois outros trabalhos demonstraram uma proporcao muito proxima entre os géneros
qguando alcancaram o estadio de compactacao, formacdo da blastocele ou
mesmo na duracéao do ciclo celular (HOLM et al., 1998).

Apesar de embriGes bovinos apresentarem capacidade de adaptacéo ao

meio em que sao cultivados, tendo como resposta 0 progresso no desenvolvimento,
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aparentemente, a tolerdncia do embrido ao estresse do ambiente é mediada pela
unidade materno-fetal ou diretamente no cultivo in vitro e influenciada pelo sexo
(EDWARDS et al., 2001).

O meio de cultivo utiizado na producédo in vitro de embrides afeta o
desenvolvimento ap6s a fecundacao, interferindo no metabolismo ou na expressao
de genes importantes para o desenvolvimento, podendo influenciar no
desenvolvimento embrionario, fetal e placentario em bovinos (BAVISTER, 1995;
NIEMANN e WRENZYCKI, 2000). Os componentes dos meios de cultivo podem, ainda,
afetar a sobrevivéncia de embriGes femininos, alterando a proporcdo do sexo
(RIEGER, 1992; KOCHHAR et al., 2001), o que pode explicar o numero superior de
bezerros machos nascidos de embrides produzidos in vitro.

A identificacdo das condicbes que levam a este desvio no nascimento,
fornece subsidios para melhor interpretar os fatores que controlam o
desenvolvimento pré e pés-implantacdo de embrides machos e fémeas. Por outro
lado, é dificil chegar a uma conclusao clara baseada na literatura, pois alguns
estudos ndo mostraram diferenca na proporcéo do sexo (CARVALHO et al., 1995),
porém na maioria deles o numero de embrides machos foi superior (GUTIERREZ-
ADAN et al., 1996 e LONERGAN et al., 1999).

Evidéncias sugerem que o sexo do embrido pode estar relacionado com a
habilidade deste em conduzir uma resposta ao estresse durante os estadios iniciais
do desenvolvimento. King e colaboradores (1992) encontraram maior nimero de
fetos bovinos machos aos 90 dias de gestacdo em embrides produzidos in vivo que
foram submetidos a biopsia, sexados, cultivados in vitro, congelados e
descongelados e transferidos no estadio de blastocisto. Estes autores concluiram
gue a exposicao a variacao da temperatura durante o cultivo, a criopreservacao e
a transferéncia resultaram em morte de embrides fémeas.

Estes estudos comprovam que a resposta do embrido ao estresse do
ambiente ndo apenas € influenciada pelo estadio do desenvolvimento em que o
embrido se encontra no momento em que esta sofrendo o estresse, mas também
pela composicdo de seus cromossomaos sexuais.

Devido aos seus cromossomos, embrides machos e fémeas diferem na
composicao e no numero de coépias de genes (DE LA FUENTE, et al.,, 1999). O
mecanismo responsavel pela compensacdo do nivel de expressdo dos genes

ligados ao cromossomo X, é a inativacao de um dos cromossomos homaélogos nas
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fémeas, inibindo a transcricdo de muitos genes e resultando numa equivaléncia
funcional com os machos.

Shimizu e colaboradores (1981) relataram que o aumento da expressao de
genes metabolicamente vitais localizados no X antes da inativacdo e a
compensacao do nivel de expressdo estabelecida em fémeas contribuiram
significativamente no desenvolvimento diferencial entre embrides machos e
fémeas.

Acredita-se que a inativacdo do cromossomo X €& essencial para
embriogénese normal, pois foi comprovado que a manutencdo de dois
cromossomos X ativos durante a implantacdo em camundongos retardou o

desenvolvimento e causou morte destes embrides (TAKAGI et al., 1990).
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3) Objetivos

3.1) Objetivo Geral

Esta etapa do trabalho objetivou avaliar a competéncia dos embrides
oriundos de TNCS reconstruidos com células somaticas adultas provindas de

diferentes passagens, bem como, de animais de géneros diferentes.
3.2) Objetivos Especificos

1) avaliar o efeito do niumero da passagem de células doadoras de nucleo
apobs cultivo por periodo curto (32 a 52 passagens), intermediario (62 a 82 passagens)
e prolongado (92 a 122 passagens) na producdo de blastocistos por TNCS, na

gestacao e sobrevivéncia apds nascimento;

2) avaliar o efeito do sexo das células doadoras de ndcleo no
desenvolvimento in vitro dos embrides oriundos de TNCS e no potencial pos-

implantacao, mediante observacao da gestacao e sobrevivéncia dos bezerros.
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4) Hipoteses

A partir do momento em que propriedades das células doadoras de nucleo
contribuem diretamente no sucesso da transferéncia nuclear, caracteristicas como
0 numero da passagem e o sexo destas células sdo variaveis determinantes deste
processo. Desta maneira, as hipoteses deste trabalho foram: 1) H: = células
cultivadas in vitro durante periodos curtos proporcionam maior viabiidade do
embrido produzido por TNCS; 2) Hi1 = embrides clonados reconstruidos com células
cultivadas in vitro durante periodos curtos apresentam maior competéncia em
completar uma gestacédo a termo. 3) Hi = células masculinas doadoras de nucleo
proporcionam maior viabilidade do embrido produzido por TNCS; 4) Hi1 = embriGes
machos apresentam maior competéncia em completar uma gestacao e sobreviver

apds o nascimento.
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5) Material e Métodos
5.1) Producao dos embrides

5.1.1)Maturacao in vitro

A producéao in vitro de embrides submetidos ao processo de transferéncia
nuclear a partir de células somaticas, teve inicio com o procedimento de
maturacdo de odcitos viaveis. Para tanto, ovarios de vacas zebus ou mesticas
foram obtidos em abatedouro, transportados em solucao salina (0,9%) a 37°C, e
encaminhados até o laboratério. Os complexos cumulus-o6cito foram aspirados de
foliculos entre 2 a 8 mm utilizando uma seringa de 10 mL acoplada a uma agulha
de 18 G, e somente 0s o6citos de qualidade |, com cumulus compacto completo e
citoplasma limpido e de aspecto homogéneo (finas granulagdes), foram
selecionados para os experimentos. Os odcitos foram, em seguida, maturados em
TCM199 com sais de Earles, glutamina e NaHCOs suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB), piruvato (22 ng/mL), gentamicina (50 pg/mL), 0,5 ng de FSH/mL,
50 ug de LH/mL e 1 ug de estradiol/mL em microgotas de 100 uL de meio de
maturacao, cobertas com éleo mineral (30 odcitos/gota). A incubacéao foi realizada

a uma temperatura de 38,5°C e atmosfera gasosa de 5% CO» em ar, durante 18

horas.

5.1.2)Transferéncia Nuclear

Ap6s o periodo de maturacado, as células do cumulus foram removidas
por exposicao a solucao de hialuronidase (2 mg/mL) em PBS simples acrescido de
0,4% de BSA e os odcitos foram selecionados pela presenca do 1° corpusculo polar.
Em seguida, foram transferidos para uma solugéo de citocalasina B (10 ng/mL) e
Hoechst 33342 (10 ug/mL) em meio CR2 (WATANABE et al., 1999) suplementado com
10% de SFB durante 20 minutos.

Os odcitos foram entdo enucleados, removendo uma pequena porgao
do citoplasma préxima a regiao do 1° corpusculo polar (eliminacdo do material

genético do odcito). Esta porcao aspirada foi visualizada sob luz ultra-violeta para
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confirmacao da enucleacao. Cada odcito foi, posteriormente, reconstruido com
uma célula somatica de um animal adulto no estadio G1/G0 do ciclo celular

(restric&o de soro), inserindo a célula no espaco perivitelino.

5.1.3)Eletrofusdo e Ativacao Quimica

Os conjuntos odcitos-células somaticas foram eletricamente fundidos
apos 24 a 26 horas de maturagdo em uma solugcao contendo 0,3 M de manitol, 0,1
mM MgSOs4, 0,5 mM Hepes e 0,05% BSA. Os embrides reconstruidos foram alinhados
manualmente de maneira que a superficie de contato entre o o6cito e a célula
estava paralela aos eletrodos. As células foram, entdo, expostas a dois pulsos
elétricos de 2,25 kV/cm durante 65 pseg. Aproximadamente uma hora apés a
eletrofusdo, os odcitos fundidos foram quimicamente ativados em 5 uM de
ionomicina durante 4 minutos e, em seguida, cultivados em CR2 acrescido de 2 mM
de 6-dimetilaminopurina (6DMAP) durante 3 horas.

Ao término do periodo de ativacao, os odcitos foram entdo cultivados
em meio CR2 suplementado com 10% de SFB em co-cultivo com células da
granulosa, em temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% CO2 em ar, durante sete

dias, quando foram transferidos para receptoras sincronizadas.

5.1.4)Células Doadoras

As células soméaticas doadoras de nucleo foram obtidas a partir de
bidpsias realizadas em animais adultos machos e fémeas. A bidpsia foi retirada da
prega da cauda do animal e transportada imediatamente para o laboratério em
solucao tampéao fosfato (PBS) em gelo. O tecido foi entao triturado em pequenos
pedacos de aproximadamente 1 mm, lavados em PBS e fixados numa placa de
Petri de 35 mm de didmetro. O cultivo procedeu-se em meio DMEM suplementado
com 20% de SFB, piruvato (22 pg/mL), glutamina (1 mM) e gentamicina (50 pg/mL).
A incubacéo foi realizada a uma temperatura de 38,5°C e atmosfera gasosa de 5%

COjy em ar, trocando-se o meio de trés em trés dias.
Ao crescimento das primeiras células, o meio foi substituido por DMEM

suplementado com 10% de SFB e o cultivo processado até a 32 passagem,

momento em que as células estavam prontas para o procedimento de
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transferéncia nuclear. Aproximadamente 5 dias antes da realizagcdo do
experimento, o meio de cultivo foi substituido por DMEM suplementado com 0,5% de
SFB (restricdo de soro), procedimento este que visava bloquear o ciclo celular das

células somaticas no estadio G1/G0 do ciclo celular (Figura 1).

.
\
(
\
[
L

| 48 horas | 7° e 9° dias |

~— ~— ~—
Avaliagcdo da clivagem e Avaliacéo da producao Avaliacdo da gestagéo a
producao de 8 células de blastocistos termo e sobrevivéncia

Figural. llustracdo das diferentes etapas do processo de transferéncia nuclear. (a) Odcito
no estadio de metafase Il antes da enucleacao. (b) Aspiracdo do corpusculo
polar e citoplasma adjacente. (c) Odcito enucleado. (d) Controle fluorescente
da presenca dos cromossomos em metafase dentro da pipeta de
micromanipulacao apods coloracao do DNA. (e) Cultivo de fibroblastos bovinos a
partir de bidpsia da prega da cauda. (f) Células doadoras isoladas da cultura de
fibroblastos. (g) Insercdo da célula doadora no espaco perivitelino do odcito
enucleado. (h) Fusdo da célula doadora com o citoplasma receptor. (i) Primeira
clivagem do embrido reconstituido. (j) Blastocisto produzido por transferéncia
nuclear desenvolvido in vitro. (k) Bezerros produzidos por transferéncia nuclear

(modificado de Heyman, 2005).
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5.2) Sincronizacao do cio das receptoras e transferéncia

dos embrides

A sincronizacdo do cio tem sido uma pratica cada vez mais difundida, por
facilitar o manejo concentrado e aumentar a eficiéncia de observacdo de cio,
resultando em melhores indices reprodutivos. Neste trabalho, somente um embrido
produzido por transferéncia nuclear, com 7 dias de cultivo in vitro e na fase de
blastocisto, foi transferido para cada receptora através de procedimento nao
cirargico.

Para as inovulagcbes dos embrides foram utilizadas fémeas nuliparas
provenientes de cruzamento (% zebu e % europeu) com no minimo 350 kg e com
exames de brucelose e tuberculose negativos. Estes animais foram mantidos em
sistema de pastagem composto por capim-braquiardo (Brachiaria brizantha cv.
Marandu), complementada com suplementacao mineral e agua a disposi¢cao.

Para a sincronizacao do ciclo estral foram utilizados agentes farmacoldgicos
gue possibilitaram a transferéncia dos embrides em tempo fixo (TETF), isto €, sem a
necessidade de observacéao do cio.

Independentemente da fase do ciclo em que as receptoras se
encontravam, todos os animais receberam implantes auriculares contendo 3,0 mg
de norgestomet (Crestar®, Intevet) associados a uma injecao intramuscular de 2,0
mg de benzoato de estradiol (BE). Este tratamento visou suprimir a manifestacao de
cio e a ovulacdo até total regressao do corpo liteo. Os animais permaneceram
com os implantes durante um periodo de 8 dias.

No 5° dia do tratamento foi administrado 500 Ul de gonadotrofina coribnica
equina (eCG - Novormon®), como agente estimulador do desenvolvimento folicular.
No dia da remocédo dos implantes (D8), todos os animais receberam aplicacao
intramuscular de prostaglandina sintética Prosolvin® (7,5 mg de luprostiol) para
assegurar a lutedlise e, 24 horas apds a remocao dos implantes, receberam uma
dose intramuscular de benzoato de estradiol (1,0 mg) como agente sincronizador

das ovulacoes (Figura 2).
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Implantes 500 Ul eCG Remogao implantes 1,0 mg BE TETF
+2mg BE + prostaglandina

Figura 2. Esquema resumido do cronograma de sincronizagéo do cio dos animais
utiizados como receptoras dos embrides produzidos por transferéncia

nuclear.

5.3) Analise Estatistica

As taxas de desenvolvimento embrionario pré-implantacao e poés-implantacao
entre embrides bovinos submetidos a transferéncia nuclear a partir de diferentes
passagens celulares e diferentes sexos, foram avaliadas utilizando a analise qui-
quadrado (x2?).

Diferencas no desenvolvimento entre os grupos foram transformadas a anti-log
para aproximar a uma distribuicdo normal e avaliados pelo teste de analise de
variancia e a comparacao das meédias realizada pelo teste t de Student, utilizando

o programa JMP, versdo 2.4 SAS Institute (Cary, NC, EUA).
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6) Resultados

6.1) Efeito do numero da passagem dos fibroblastos

Para cumprir esta etapa do trabalho, 5.629 odcitos foram submetidos ao
procedimento de transferéncia nuclear, 3.076 (55%) zigotos foram efetivamente
reconstruidos (fundidos), 2.349 (42%) embriGes alcancaram o estadio de 2 células
(clivaram), 934 (17%) embrides desenvolveram até o estadio de 8 células e
finalmente, 438 (8%) embrides foram competentes para formar um blastocisto.

Células doadoras que partiram de passagens iniciais (32 a 5%) e intermediarias
(62 a 82) apresentaram taxas de clivagem e desenvolvimento até 8 células
significativamente melhores quando comparadas com passagens tardias (92 a 122,
p < 0,05; Figura 3). Além disso, zigotos reconstituidos com células que partiram de
passagens iniciais apresentaram maior competéncia ao desenvolvimento a
blastocisto quando comparados com aqueles reconstituidos com passagens
intermediarias e tardias. Da mesma maneira, um maior nimero de embrides
produzidos com células em passagens intermediarias desenvolveu até o estadio de
blastocisto comparados com aqgueles produzidos com células em passagens tardias
(p < 0,05).

Na tabela 1 estdo apresentados os dados numéricos da producao dos embrides
durante o desenvolvimento pré-implantacdo que foram submetidos a transferéncia

nuclear a partir dos grupos de células estudados.

Tabelal. Niomero de o06citos manipulados e de embrides produzidos por
transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) em relagéo ao tempo

de cultivo da célula doadora de nucleo.

N° passagem da NUumero de odcitos Odcitos fundidos

célula doadora Total Fundidos 2 células 8 células  blastocisto
32ab? 2.844 1.594 1.232 494 249
62 a 8?2 2.355 1.257 967 389 174
92a 122 430 225 150 51 15

Total 5.629 3.076 2.349 934 438
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Figura 3. Taxas de clivagem, 8 células e formacdo de blastocisto de embribes
submetidos a transferéncia nuclear com células somaticas em diferentes
passagens. Estas porcentagens foram calculadas sobre zigotos
efetivamente reconstituidos (fundidos; iniciais = 32 a 5% passagens;

intermediarias = 6% a 82 passagens e tardias = 92 a 122 passagens).

Em relacdo ao desenvolvimento poés-implantacédo, 277 embrides no 7° dia de
cultivo in vitro foram transferidos para receptoras, porém apenas 75 (30%)
apresentaram prenhez aos 30 dias, resultando em 21 (8%) gestacOes a termo,
destas, 11 (4%) animais clonados sobreviveram ap6s o nascimento.

Embora o grupo de embrides produzidos a partir de células em passagens
tardias tenha apresentado resultados semelhantes de prenhez aos 30 dias
comparado aos demais, este mesmo grupo ndo apresentou gestacao a termo
(Figura 4).

Apesar de nao significativas, embrides reconstruidos com células em passagens
iniciais resultaram em melhores taxas de gestacdo a termo comparadas com as
intermediarias (34 e 25%, respectivamente). As taxas de sobrevivéncia ap6s o
nascimento foram semelhantes entre os grupos (50 e 57%, respectivamente; p >
0,05).
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Argumenta-se que os resultados ndo apresentaram diferencas significativas
possivelmente devido ao numero limitado de receptoras que apresentaram prenhez
aos 30 dias e gestacao a termo e de animais que sobreviveram apds 0 hascimento.

Na tabela 2 estdo apresentados os dados numeéricos de gestacao durante o
desenvolvimento poés-implantacdo dos embrides que foram submetidos a

transferéncia nuclear a partir dos grupos de células estudados.

Tabela 2. Numero de embrides transferidos e dados das gestacdes obtidas a partir
de embrides produzidos por transferéncia nuclear de células somaticas

(TNCS) em relacao ao tempo de cultivo da célula doadora de nucleo.

N° passagem da Numero de embrides transferidos Gestacao
célula doadora Total Prenhez 30 dias A termo Sobrevivéncia
32ab? 154 41 14 7
62 a 82 106 28 7 4
92a 122 17 6 0 0
Total 277 75 21 11
a
60% a
50% a 50%
40%| et 3?%

271%  26%

30%-+

20%-

10%+ 0%

0%

Prenhez Atermo Sobrevivéncia

O Iniciais B Intermediarias @ Tardias

Figura4. Taxas de prenhez aos 30 dias, gestacao a termo e sobrevivéncia pos
nascimento de embrides submetidos a transferéncia nuclear com células
somaticas em diferentes passagens (iniciais = 32 a 5% passagens;

intermediarias = 62 a 82 passagens e tardias = 92 a 122 passagens).
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Durante o periodo de gestacdo, as receptoras apresentaram perdas
gestacionais a partir das primeiras semanas de gestagdo até o nascimento dos
bezerros. Nao houve diferenca significativa entre as passagens celulares, porém a
gestacao de embrides clones apresentou trés fases agudas de perda gestacional:
no periodo de implantacdo, ou seja, nos primeiros dias de desenvolvimento,
evidenciado pela baixa taxa de prenhez aos 30 dias; no periodo que variou entre
30 e 60 dias; e também durante a organogénese, entre 90 a 150 dias de gestacao

(Figura 5).
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Figura 5. Evolucdo da gestacao de receptoras apoés a transferéncia de embribes
bovinos produzidos a partir de transferéncia nuclear de células somaticas
submetidas a diferentes passagens em cultivo in vitro. As setas indicam os

intervalos de maior perda gestacional.
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6.2) Efeito do Sexo dos Fibroblastos

Para a avaliacao do efeito do sexo dos fibroblastos no desenvolvimento de
embrides produzidos por transferéncia nuclear foi excluido das analises o grupo de
embrides reconstruidos com células somaticas de passagens prolongadas,
evitando, assim, a influéncia desta variavel.

Durante o desenvolvimento pré-implantacao, especialmente em relacao aos
parametros estudados: clivagem, 8 células e formagdo de blastocisto, o género
apresentou efeito significativo nos resultados obtidos. Embrides fémeas
apresentaram maior taxa de clivagem (78% vs 74%; p < 0,05), porém, menor taxa de
formacéo de blastocisto comparados com embrides machos (14% vs 16%; p < 0,05).
Em relacao ao estadio de 8 células, embrides machos e fémeas nao diferiram entre
si (Figura 6).

Na tabela 3 estdo apresentados os dados numéricos de producado dos embrides
durante o desenvolvimento pré-implantacao que foram submetidos a transferéncia

nuclear a partir dos grupos de células estudados (macho e fémea).

Tabela 3. NUmero de od6citos manipulados e de embrides produzidos por
transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) em relacao ao sexo da

célula doadora de nucleo.

Sexo célula NUmero de oo6citos Odcitos fundidos
doadora Total Fundidos 2 células 8 células blastocisto
Fémea 4.337 2.324 1.807 721 339
Macho 862 527 392 162 84

Total 5.199 2.851 2.199 883 423
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Figura 6. Taxas de clivagem, 8 células e formacdo de blastocisto de embrides

submetidos a transferéncia nuclear a partir de células doadoras de

nudcleos femininas e masculinas.

Embora exista proximidade em relagcdo as taxas de prenhez aos 30 dias entre
individuos machos e fémeas, os resultados, apesar de nao significativos, sugerem
uma tendéncia a maior competéncia de desenvolvimento a termo de machos
comparada a fémeas em relacdo as prenhezes detectadas (40% vs 27%,
respectivamente; p = 0,13; Figura 7).

Da mesma maneira, bezerros nascidos a partir de embrides produzidos por
transferéncia nuclear utilizando células doadoras de nudcleos masculinas
apresentaram tendéncia a uma maior taxa de sobrevivéncia em relacdo aqueles
nascidos de células femininas (63% vs 46%, respectivamente; p = 0,14).

Como ocorreram para os grupos das passagens celulares, os resultados nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas possivelmente devido ao
numero limitado de receptoras que apresentaram prenhez aos 30 dias e gestacao a
termo e de animais que sobreviveram apés o hascimento.

Na tabela 4 estdo apresentados os dados numéricos de gestacao durante o
desenvolvimento poés-implantacdo dos embribes que foram submetidos a

transferéncia nuclear a partir dos grupos de células estudados (macho e fémea).
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Tabela 4. Numero de embrides transferidos e dados das gestacdes obtidas a partir
de embrides produzidos por transferéncia nuclear de células somaticas

(TNCS) em relacao ao sexo da célula doadora de nucleo.

Idade célula Numero de embrides ~
. Gestacao
doadora transferidos
Total Prenhez 30 dias A termo Sobrevivéncia
Fémea 193 49 13 6
Macho 67 20 8 5
Total 260 69 21 11
a
70%- 63%
60%-| a
a
46%
50% 40%
a
20% a 30% a
25% 27%
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10%- | |

0%
Prenhez Atermo Sobrevivéncia
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Figura7. Taxas de prenhez, gestacdo a termo e sobrevivéncia apds o nascimento

de embrides submetidos a transferéncia nuclear a partir de células

doadoras de nucleos femininas e masculinas.

Como mencionado anteriormente, durante o periodo de gestacao, as
receptoras apresentaram perdas gestacionais a partir do momento em que o
embrido foi transferido até o nascimento dos bezerros. Diferengas significativas
foram observadas entre os sexos, sendo que fémeas apresentaram maior taxa de

aborto entre 90 a 150 dias de gestacao (Figura 8).
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Figura 8. Evolucdo da gestacdo de receptoras apos a transferéncia de embribes

bovinos machos e fémeas produzidos a partir de transferéncia nuclear de
células somaticas. As setas indicam o periodo critico de perda

gestacional.
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7) Discussao

7.1) Efeito do numero da passagem dos fibroblastos

Os resultados deste estudo demonstram que o nimero da passagem das
células doadoras de nucleo influencia a competéncia de desenvolvimento dos
embrides submetidos a transferéncia nuclear, bem como a taxa de gestacao a
termo, uma vez que embrides reconstruidos com células somaticas de passagens
prolongadas apresentaram menor desenvolvimento a blastocisto e néo
progrediram durante a gestacao.

Concordando com estes dados, Jang et al. (2004), apesar de nao
encontrarem diferencas de desenvolvimento em embrides clones derivados de
células de diferentes passagens, evidenciaram um aumento de blastémeros
apoptoéticos em embrides reconstruidos com células de numero de passagens
elevados, sugerindo que o uso destas células poderia diminuir as taxas de prenhez e
nascimento de embrides clones pela diminuicio da viabilidade dos blastocistos.

Por outro lado, resultados obtidos por Kubota et al. (2000) ndo apresentaram
diferencas no desenvolvimento de embrides submetidos a transferéncia nuclear
utilizando fibroblastos adultos entre a 52 e a 15 passagens. Além disso, Bhuiyan e
colaboradores (2004), também n&o encontraram efeito no niumero da passagem
de células doadoras transfectadas no desenvolvimento in vitro de embribes
transgénicos (32 a 72 = 11%; 82 a 122 passagens = 12% de blastocistos).

Roh e colaboradores (2000), trabalhando com fibroblastos fetais transgénicos,
demonstraram que embrides oriundos de células provindas de passagens iniciais (82
a 16?) e tardias (172 a 322) foram capazes de suportar o desenvolvimento in vitro
apods a transferéncia nuclear, porém com taxas reduzidas de formacao de
blastocistos para aqueles oriundos de passagens tardias.

Dados da literatura relatam que cultivos prolongados, em termos de duracao
e numero de passagens de células doadoras transfectadas, sdo essenciais para
integracdo estavel do gene transfectado e para a selecdo das células
transfectadas antes do procedimento de transferéncia nuclear (WESTHUSIN et al.,

2001). Contudo, foi evidenciado que o numero da passagem de células doadoras
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transfectadas influencia a competéncia do desenvolvimento embrionario (ARAT et
al., 2001; ROH et al., 2000; SCHNIEKE et al., 1997).

Neste estudo, foi evidenciado que embrides reconstruidos com células
somaticas em passagens iniciais e intermediarias foram equivalentemente
competentes em numero de prenhez e gestacdo a temo, entretando, aqueles
produzidos com células em passagens tardias nao foram competentes em sinalizar
e manter uma gestagcao a termo.

Em contraste, Kubota et al. (2000) demonstraram que fibroblastos oriundos da
pele de um animal adulto, cultivados por um longo periodo (acima da 152
passagem), apresentaram taxas superiores de desenvolvimento comparados
aqueles cultivados por um curto periodo, obtendo sucesso no nascimento de
bezerros clones.

Atualmente, uma grande preocupacao sobre a utilizacao de células oriundas
de longas passagens na TNCS é que estas poderiam estar influenciando a eficiéncia
da clonagem devido ao seu estado de senescéncia. Este envelhecimento celular
pode ser um fator limitante nas aplicagcdes de TNCS na biotecnologia animal, pois
compromete a correta divisdo celular (JANG et al., 2004).

Além disso, quando as células sdo cultivadas por um longo periodo, as
alteracdes genéticas e epigenéticas podem ser acumuladas durante os ciclos de
divisBes celulares, podendo resultar em falhas durante a gestacdo que levam ao
aborto ou problemas congénitos (CAMPBELL et al., 1996a).

Analisando a expressao de genes, Walker et al. (1996) e Young et al. (1998)
observaram que alteracdes na regulacdo de genes marcados foram consequéncia
da utilizacdo de células doadoras de nudcleo cultivadas por longos periodos,
inviabilizando, desta maneira, o desenvolvimento embrionario e fetal.

Neste estudo, apesar de fibroblastos oriundos de animais adultos cultivados in
vitro por longo periodo (9% a 122 passagens) apresentarem maior taxa de prenhez,
0s resultados indicam que células oriundas de animal adulto e cultivadas por um
longo periodo nao sao competentes como doadoras de ndcleo para produzir

embrides viaveis ao desenvolvimento gestacional a termo.
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7.2) Efeito do Sexo dos Fibroblastos

Relatos da literatura mostram-se divergentes em relacao ao desequilibrio na
producdo de embrides machos e fémeas a partir de fecundacao in vitro, pois
embora alguns estudos ndo tenham identificado diferencas na proporcao entre os
sexos (CARVALHO et al., 1995), outros autores revelaram um numero superior de
embrides machos que se desenvolveram até o estadio de blastocisto (GUTIERREZ-
ADAN et al., 1996; LONERGAN et al., 1999).

Neste trabalho, a producdo de embrides por transferéncia nuclear apresentou
maior taxa de desenvolvimento a blastocisto de embribes machos. Além disso,
embora ndo tenham sido observadas diferencas em relacdo a taxa de prenhez aos
30 dias, foi explicito o sucesso das gestacdes de machos durante o desenvolvimento
pos-implantacao, indicando uma possivel alteracdo durante a gestacdo de
fémeas.

Concordando com estes resultados, autores relataram uma possivel vantagem
no desenvolvimento de embrides machos oriundos de sistemas de producao in vitro
comparado a fémeas, bem como um maior nimero de nascimento de bezerros,
comprovando um maior sucesso de gestacdes de machos, porém, a literatura atual
nao revela o mecanismo que possa estar influenciando nestes desvios durante o
desenvolvimento de embrides machos e fémeas pré e pos-implantacdo (GUTIERREZ-
ADAN et al., 1996; LONERGAN et al., 1999).

Sugere-se que o0 ponto de transicdo que distancia a producdo de machos em
relacao a producdo de fémeas ocorra entre os estadios de blastocisto inicial e
demais fases de blastocisto. Blastocistos expandidos e eclodidos no 7° dia de cultivo
(desenvolvimento rapido) apresentaram significativamente maior proporcao de
machos (68 e 100%, respectivamente), comparada ao estadio de moérula
(desenvolvimento lento), onde mostraram menor proporcao (24%; CARVALHO et al.,
1996).

Outros autores observaram efeitos de distorcdo entre machos e fémeas logo
no 3° dia apo6s a inseminacao (MARQUANT-LE GUIENNE et al., 1992), no estadio de 8
células no bovino, que coincide com a primeira expressao do genoma embrionario,
onde a capacidade de sintese de RNA é adquirida (KOPECNY e NIEMANN, 1993).

A razdo pela qual, embrides machos apresentam maior velocidade de

desenvolvimento ainda ndo esta completamente esclarecida. Sugere-se que o
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consumo de glicose fornecida no meio de cultivo possa estar relacionado com este
desvio. Embrides bovinos produzidos in vitro aumentam acentuadamente o
consumo de glicose entre o estadio de 2 células ao estadio de blastocisto eclodido
em consequéncia do aumento do metabolismo. Este evento ocorre
preferencialmente em duas etapas do desenvolvimento embrionario: o inicio da
transcricdo do genoma embrionario (8 a 16 células), e no momento da
compactacao (RIEGER et al., 1992).

O consumo de dlicose pode estar relacionado com as diferencas no
desenvolvimento entre machos e fémeas, pelo fato de que enzimas ligadas ao
cromossomo X, responsaveis pelo seu metabolismo, estdo presentes em menor
concentracao nos machos durante as primeiras clivagens, causando assim, maior
nivel de radicais livres, que sao responsaveis pelo aumento na velocidade de
clivagem (LEQUARRE et al., 1997).

Gutierrez-Adan e colaboradores (1993) também mostraram que as condicdes
de cultivo in vitro interferem na proporcao de embrides machos e fémeas, pois seus
resultados revelaram uma perda preferencial de embrides de camundongos
fémeas comparado com embribes machos. Apesar destes relatos, King e
colaboradores (1991) ndo observaram esta distorcdo para embrides bovinos
produzidos por fecundacéo in vitro, afrmando que as condi¢cdes de cultivo in vitro
nao influenciam na proporcao entre 0s sexos.

Da mesma maneira, Holm et al. (1998) relataram uma proximidade entre as
taxas obtidas para machos e fémeas (53:47%, respectivamente) quando avaliados
apos a fecundacdo e em todos os eventos de clivagem, incluindo o estadio de
compactacao, formacao de blastocele e a cada duracédo do ciclo celular.

Concordando com estes resultados Lé Bourhis e colaboradores (1998), nao
observaram diferencas significativas nas taxas de blastocistos produzidos por
transferéncia nuclear a partir de ntcleos embrionérios machos e fémeas analisados
no 7° dia de cultivo in vitro. Além disso, também avaliaram o potencial de destes
blastocistos em proporcionar o nascimento de bezerros vivos apds sua transferéncia
para receptoras, verificando que nao houve diferenca na taxa de prenhez aos 35
dias, 90 dias e nascimento.

Thibier e Nibart (1995), trabalhando com embrides produzidos in vivo e

submetidos ao processo de sexagem, obtiveram taxas de 54% de nascimentos de
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embrides machos e 46% de nascimentos de embrides fémeas, ndo apresentando
diferenca significativa na relagao 50:50.

Durante o periodo gestacional, evidenciamos pontos criticos que parecem ser
caracteristicos de gestacao de clones. Na Figura 9 esta esquematizada a perda
gestacional de machos e fémeas e observou-se que existe uma equivaléncia para
ambos 0s sexos no primeiro trimestre de gestacao (entre 30 e 90 dias).

A partir deste momento, a gestacao de embrides fémeas sofreu maior perda
em relacao a gestacdo de machos (p < 0,05), tornando-se novamente equilibrada
a partir do 6° més de gestacao (180 dias). Embora a taxa de mortalidade, ap6s o
nascimento, de fémeas tenha sido superior a de machos, os resultados nao foram
significativos (fémeas 6/13; machos 5/8).

Acredita-se que o desvio em relacdo a perda gestacional entre machos e
fémeas, caracterizado preferencialmente entre os dias 90 e 150 da gestacéao, esteja
correlacionado ao evento da organogénese, ou seja, primeiro trimestre da
gestacdo onde ocorre a formacao dos 6rgaos, sugerindo que embrides fémeas
tenham maiores alteragcdbes congénitas ocasionando, assim, maior taxa de aborto
comparada com machos (Figura 10).

Por ocorrer em fémeas, tais relatos levam a especulacdo de que mecanismos
epigenéticos que controlam e modulam a inativacdo do X estdo sujeitos a
alteracdes num sistema in vitro. Partindo-se da informacé&o de que o evento de
inativacdo do X € um processo altamente regulado e extremamente necessario,
King e colaboradores (2006) evidenciaram que falhas durante a inativacdo de um
dos cromossomos X, ocasionada por mutacdo ou transfeccdo, acarretaram em
letalidade embrionaria para fémeas.

Assim, falhas neste processo poderiam estar ocasionando as diferentes taxas
de nascimento entre machos e fémeas, prejudicando a produgcao embrionaria e as

gestacoes de fémeas que foram encontradas neste trabalho.
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Principais pontos de perda gestacional influenciados pelo sexo de
embrides bovinos machos e fémeas submetidos a transferéncia nuclear.
A perda gestacional no periodo entre 30 e 90 dias foi considerada
independente do sexo. As setas indicam o valor de p para as taxas de
aborto de fémeas em comparacao com machos. O periodo de 90 a 150
dias foi considerado um ponto critico para a perda gestacional em

fémeas por apresentar p < 0,01.
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Embrido preé- Desenvolvimento embrionario Desenvolvimento fetal
implantacéo (semanas) semanas)
1-2 3 | 4] 5 | 6 | 7 8 | 12 16 | 20-36| 38
14 dias 50 dias 90 dias 1.20 2.70 2.90
dias dias dias
Clivagem, N . . . o
. ~ Maior risco de anomalias Erros funcionais e fisiolégicos; menor
implantacéao e - . . P
~ morfoloégicas risco de anomalias morfolégicas
gastrulacao

Musculo cardiaco e primeiras células sanguineas

| Sistema nervoso

| Vis&do e audicéo

| Diferenciacéo do tubo digestivo

| Sistema respiratério e figado | | | | |

| Membros superiores | | | | |

| Membros inferiores | | | | |

| Estomago e rins

| Cordao umbilical

| Cartilagem, pele e musculos

| Dentes

| Palato | | |

| Genitais externos

Maturacao
do pulméao

Figura 10. Organogénese do desenvolvimento embrionario e fetal apods
implantacao, evidenciando os periodos criticos durante a gestacao
(modificado de MOORE e PERSAUD, 2000).
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8) Conclusdes

1

2)

Células doadoras de nuacleos cultivadas por um longo periodo
prejudicam a producado de blastocistos e aumentam as chances de
perdas durante a gestacao em embriGes produzidos por transferéncia

nuclear de células somaticas (TNCS).

Células do género masculino quando aplicadas na TNCS resultam em
maior taxa de desenvolvimento embrionario e maior competéncia a uma

gestacao a termo.

9) Perspectivas

Sugere-se que embrides machos sédo reprogramados de maneira mais eficiente

que embrides fémeas possivelmente devido ao evento de inativacdo do

cromossomo X.
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Resumo

MERIGHE, G.K.F. Efeito da reprogramacao nuclear na expressdo de genes relacionados ao
cromossomo X em embrides bovinos produzidos in vitro. Tese de Doutorado - Faculdade de

Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2007.

Conforme descrito no capitulo anterior, os resultados evidenciaram uma maior
competéncia de embrides machos, produzidos por transferéncia nuclear, em alcancar o
estadio de blastocisto e concluir uma gestacdo, sugerindo alteracdes durante a
reprogramacao nuclear entre os sexos. No inicio do desenvolvimento embrionario, embrides
fémeas (XX) poderiam potencialmente produzir duas vezes a quantidade de transcritos dos
genes ligados ao X em relacdo aos embrides machos (XY). Contudo, o processo de
inativacao do cromossomo X, equilibra a dosagem de genes ligados ao X, tornando viavel o
desenvolvimento de embrides fémeas. Neste trabalho foi investigada a expressao de trés
genes ligados ao cromossomo X e importantes para o desenvolvimento, XIST, G6PD e HPRT e
do transcrito Interferon-tau (IFN-t) em blastocistos bovinos machos e fémeas produzidos por
transferéncia nuclear e por fecundacao in vitro. Odcitos derivados de matadouro foram
enucleados e reconstruidos com células somaticas de animal adulto a partir de 18 horas
pos-maturacdo. Apods a fusdo (dois pulsos de 2,25 kv/cm) e ativacdo guimica (ionomicina -
5,0 uM durante 5 minutos e 6-DMAP - 2,0 mM durante 3 horas), os conjuntos odcito-célula
somatica foram cultivados em CR2 com monocamada de células da granulosa a 38,8°C,
em atmosfera umidificada de 5% de CO: em ar. Embrides produzidos in vitro foram
inseminados, ap6s centrifugacao do gradiente de percoll, com 2 x 106 espermatozoides/mL
em meio TALP suplementado com BSA e PHE e cultivados nas mesmas condicdes dos
embrides clonados. Mediante andlises de PCR em tempo real, avaliou-se a expressao
relativa dos genes estudados tomando-se como referéncia o gene GAPDH. As eficiéncias
das reac0des, os limiares de fluorescéncia e os Cts foram calculados utilizando o programa
LinRegPCR, as comparacdes e andlises estatisticas foram realizadas pelo programa REST.
Conforme esperado, os resultados mostraram que o gene XIST foi expresso nos embrides
fémeas e nao detectado em embrides machos produzidos por FIV, porém foi discretamente
expresso em embrides machos produzidos por TN. Em contraste com dados ja relatados, o
transcrito de G6PD foi expresso em menor quantidade em fémeas comparado com
machos, sugerindo um efeito de silenciamento duplo ou outro mecanismo de controle deste
gene. Embrides fémeas clonados apresentaram menor quantidade do transcrito de HPRT em
comparacéo aos embribes fémeas produzidos por fecundacéo in vitro, confirmando um
efeito de silenciamento duplo dos genes ligados ao X em embrides clonados fémeas. Nao

foi encontrada diferenca na expressao de Interferon-tau nos embrides estudados. Portanto,
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embrides fémeas reconstituidos por transferéncia nuclear apresentam alteracdo na
expressao de genes importantes ao desenvolvimento, particularmente aqueles relacionados
ao evento de inativacdo do cromossomo X, que foram alvo deste estudo, sugerindo maior
comprometimento destes embries as falhas durante o mecanismo de reprogramacgao

nuclear.

Palavras-chave: inativacdo do cromossomo X, reprogramacao nuclear, embriGes bovinos,

transferéncia nuclear, sexo.



49

Abstract

MERIGHE, G.K.F. Effects of nuclear reprogramming on the expression of X chromosome-
related genes in in vitro produced bovine embryos. Tese de Doutorado - Faculdade de

Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2007.

In the previous chapter, we showed that male embryos produced by nuclear transfer
have higher competence to develop to the blastocyst stage and term pregnancy,
suggesting sex-related alterations during nuclear reprogramming. Early cleavage stages
female embryos (XX) could potentially produce twice the amount of X-linked gene products
relative to male embryos (XY). However, X chromosome inactivation, responsible for X-linked
genes dosage compensation, is necessary for female embryo development. The present
study investigated the relative expression of three X chromosome specific transcripts, XIST,
G6PD and HPRT and also of Interferon-tau (IFN-t) in male and female bovine blastocysts
produced by nucleus transfer (NT) and in vitro fertilization (IVF). Oocytes obtained from
slaughtered cows were enucleated and reconstructed by somatic cell nucleus transfer
(TNCS) from an adult animal at 18 hours of in vitro maturation. After fusion (two 2.25 kv/cm DC
pulses for 65 pusec) and chemical activation (5.0 uM ionomycin for 5 min followed by 2.0 mM
6-DMAP for 3 hours), the couplets were cultured in CR2 on a granulosa cell monolayer at
38.8°C in a humidified atmosphere of 5% CO: in air. IVF embryos were inseminated following
Percoll centrifugation with 2 x 10¢ spermatozoids/mL in TALP medium supplemented with BSA
and PHE and further cultured in the same condition as cloned embryo. For real time analysis,
GAPDH was used as reference gene. Reaction efficiencies, fluorescence thresholds and Cts
were calculated using the LinRegPCR software and comparisons and statistical analyses were
performed using the REST software. XIST transcripts were higher in female embryos, discretely
expressed in male NT embryos and not detected in IVF male embryos. In contrast with
previous reports, G6PD expression was lower in female embryos in comparison with males,
suggesting a double silencing or another control mechanism for this gene. Female NT
embryos presented lower HPRT expression compared to female IVF embryos, confirming a
double silencing of X-linked genes in female NT embryos. No differences in Interferon-tau
expression were observed among the analyzed embryos. In conclusion, the nuclear
reprogramming mechanism in bovine NT embryos alters the expression of genes important for
development, particularly those related with X chromosome inactivation which were

analyzed in this study.

Key-words: X chromosome inactivation, nuclear reprogramming, bovine embryos, nuclear

transfer, sex.
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1) Introducao

Todas as células de um organismo multicelular superior tém basicamente um
genoétipo idéntico, mas sado funcionalmente e morfologicamente diferentes. Isto
ocorre nao apenas pela especificidade do tecido, mas devido a expressao
espacial e temporal de genes que sao controlados por mecanismos genéticos e
epigenéticos.

O sucesso da clonagem por transferéncia de ndcleo de tecidos
diferenciados em o6citos enucleados demonstra que estes programas genéticos e
epigenéticos podem ser revertidos e que a totipoténcia celular pode ser restaurada.

Embora experimentos relatem a grande plasticidade de nucleos de tecidos
diferenciados, a clonagem a partir de células somaticas ainda é um processo
pouco compreendido e ineficiente, e uma série de anormalidades tem sido descrita
em embrides, fetos e recém-nascidos.

Varias evidéncias indicam que a reprogramacao epigenética incompleta ou
inapropriada do nucleo doador é, provavelmente, a causa primaria das falhas da
transferéncia nuclear, pois o0 sucesso desta biotecnologia necessita do
cancelamento da transcricdo do genoma somatico, e o restabelecimento de
padrbes de expressado génica embrionaria (reprogramacao nuclear).

Por este motivo, ocorrem eventos de silenciamento e reorganizacdo da
cromatina, por exemplo, o silenciamento génico de um dos cromossomos X em
fémeas. Este evento, denominado inativacdo do cromossomo X (ICX) é responsavel
pela equalizacao dos transcritos do cromossomo X entre 0s géneros.

No inicio do desenvolvimento, o embrido feminino possui dois cromossomos X
ativos. Quando a diferenciacado celular tem inicio, um dos dois cromossomos X, em
cada célula, é selecionado e inativado. Este evento € iniciado pela ativacao do
gene XIST a partir do cromossomo X escolhido. O X inativo (Xi) adquire uma série de
caracteristicas que o difere do X ativo (Xa). Entre estas diferencas encontram-se o
alto nivel de metilacado de seu DNA em regides promotoras e a hipoacetilacao das
histonas H4.

Enquanto que nas células que formardo o embrido a ICX se d& de forma
aleatdria, no tecido extra-embrionario, em camundongos, ela é submetida a

marcacao genética, sendo o X paterno preferencialmente inativado. Assim, esses
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dois processos epigenéticos, marcacado e ICX, se sobrepdem nos tecidos extra-
embrionarios.

No zigoto fémea normal os dois cromossomos X estdo ativos, por outro lado, o
zigoto fémea produzido por transferéncia nuclear possui um Xa e um Xi do nucleo
somatico. Desta maneira, durante a reprogramacao nuclear, essas marcas devem
ser apagadas para que o processo de ICX ocorra de forma normal no embriao
clonado.

Os estudos de heranca epigenética em clones mamiferos indicam que a
natureza desses rastros pode ser distinta. Mecanismos celulares envolvidos na
reprogramacao celular podem distinguir os rastros relativos a marcacao genémica
daqueles relativos ao estado de atividade do cromossomo X, mantendo o0s
primeiros intactos e apagando os ultimos.

Este trabalho procurou avaliar o processo de inativacdo do cromossomo X
em embrides clones bovinos, investigando a expressao relativa de genes ligados ao
cromossomo X, comparando blastocistos machos e fémeas produzidos por

fecundacao in vitro (FIV) e por transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS).
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2) Revisao de Literatura

Embora ndo seja uma tecnologia recente e esteja sendo aplicada para
varias espécies, muitos dos eventos biolégicos basicos envolvidos na transferéncia
nuclear sao ainda pouco compreendidos, especialmente quando células
somaticas adultas sdo usadas para clonagem.

A maioria dos embrides e fetos submetidos a transferéncia nuclear morre
durante os diferentes estagios de gestacdo, e pode sofrer sérias anormalidades
como o aumento do peso ao nascer, disfuncdo placentaria e falhas nos sistemas
vascular, respiratério, metabdlico e enddécrino (CROSS, 2001; HILL, 2002).

Dados da literatura relatam que tais anomalias s&o consequéncias de
alteracdes de expressdo génica nestes animais, sugerindo que mecanismos de
regulacao transcricional sofram prejuizos durante o processo de reprogramacao
nuclear, em virtude do bloqueio da transcricdo do genoma somatico, e o
restabelecimento da expressao génica embrionaria (McGRAW et al., 2002).

Dentre os mecanismos que regulam a transcricdo, o padrdo de acetilacao
da cromatina apresentou-se alterado em embrides bovinos clonados comparado
aos produzidos por fecundacéo in vitro. Wee e colaboradores (2005), trabalhando
com embrides de camundongo clonados, observaram que o tratamento com
tricostatina A (TSA) e acido valpréico (VPA), inibidores das enzimas desacetilases,
aumentou significativamente a eficiéncia da clonagem (KISHIGAMI et al., 2006;
RYBOUCHKIN et al.; 2006).

Como mencionado anteriormente, anormalidades observadas em animais
clonados sugerem que genes marcados e alteracfes na reprogramacao
epigenética contribuem para a falha no desenvolvimento de embrides clones. Uma
série de estudos sobre embrides submetidos a transferéncia nuclear mostrou que a
metilacdo do DNA e expressao de genes marcados estdo alterados em embrides e
animais clonados (EGGAN et al., 2000; BOURC’HIS et al.,, 2001; DEAN et al., 2001,
HUMPHERYS et al., 2001; JONES et al., 2001; KANG et al., 2001, 2002; XUE et al., 2002;
INOUE et al., 2002; CEZAR et al., 2003).

A metilacdo do DNA em embriGes, principal fendmeno epigenético pelo qual
um gene € silenciado, altera o estabelecimento de padrbes de marcacao que sao
vitalmente importantes para uma série de eventos biolégicos. As enzimas DNA

metiltransferases (DNMTs) s&o responsaveis pelo estabelecimento e manutencao da
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metilagcdo do DNA (YODER e BESTOR, 1996; BESTOR, 2000). As DNMT3a e DNMT3b sao
suspeitas de agirem na origem da metilacdo, uma vez que suas atividades
parecem estar ligadas a um determinado dominio do genoma, sendo que a DNMT1
é responsavel pela manutencdo da metilacdo do DNA durante o processo de
duplicacado (OKANO et al., 1999; BESTOR, 2000).

Além das variacdes na metilacao do DNA em embrides clones (BOURC’HIS et
al., 2001; DEAN et al., 2001; KANG et al., 2002; MANN et al., 2003), genes criticos para
0 desenvolvimento, tais como aqueles envolvidos na resposta ao estresse e funcoes
trofoblasticas também estdo alterados (BOIANI, et al., 2002; CHUNG et al., 2003;
WRENZYCKI et al., 2001).

De maneira geral, as taxas de sucesso com a transferéncia nuclear sao
extremamente baixas, onde apenas 0,9% a 5% dos embribes clonados geram
animais vivos e saudaveis (WILMUT et al., 2002). Estudos analisando as modificacdes
epigenéticas em animais clonados indicam que a reprogramacao incorreta pode
ser parcialmente responsavel pela baixa taxa de sucesso (BOIANI et al., 2002;
BORTVIN et al., 2003; EGGAN et al., 2000).

Uma das modificaces epigenéticas muito estudada em embrides normais é
a inativacao do cromossomo X (ICX), contudo, ainda permanece caracterizada de
maneira incompleta em embribes clones. Sabendo-se que fémeas possuem dois
cromossomos X € machos possuem apenas um, teoricamente, elas teriam expressao
génica duas vezes superior aos machos em relacdo aos genes presentes no
cromossomo X. Entretanto, no inicio do desenvolvimento, um dos dois cromossomos
X torna-se inerte, resultando na equalizacdo da transcricdo de genes ligados ao X
(PLATH et al., 2002).

Em todas as células, um dos dois cromossomos X, o X materno herdado (Xm)
ou o X paterno herdado (Xp), podem ser inativados aleatoriamente. Apds o
slenciamento, o X inativo permanece extremamente estavel, apresentando
caracteristicas especificas tais como heterocromatinizacao, replicacao tardia do
DNA, niveis altos de expressdao do gene XIST, acumulacdo de RNA do XIST,
metilacdo das ilhas CpG e modificagdes de histonas (TAKAGI, 2003).

Varios estudos relatam que uma Unica regido do cromossomo X,
denominada Centro de Inativacdo do X (CIX), € essencial para a iniciacao,
propagacao e manutencdo da inativagcdo. O inicio da inativagcdo envolve o

reconhecimento do nimero de cromossomos X presentes na célula, assegurando a
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permanéncia de um cromossomo X ativo numa célula dipléide masculina e a
inativacdo de apenas um uUnico cromossomo X numa célula dipléide feminina
(CHUREAU et al., 2002).

Este processo, no qual é conhecido como contagem, seleciona um dos
cromossomos X para permanecer ativo (Figura 10). Para tanto, uma célula dipléide
produz um unico fator bloqueador que aleatoriamente associa-se com um
cromossomo X e o0 protege da inativacdo, enquanto que o X nao bloqueado é
inativado (CHUREAU et al., 2002).

Nos tecidos extra-embrionarios, tais como a placenta, em camundongos no
inicio do desenvolvimento, € sempre o cromossomo X herdado do pai que é
inativado. A expressao génica de apenas um membro parental de um par de
cromossomos € conhecida como marcacao (imprinting), e € causada por uma
memoria epigenética carregada no o6cito ou no espermatozéide. Mais tarde, nos
tecidos embrionarios, a inativacao do X é aleatéria em relacao a origem parental
dos cromossomos X (EGGAN et al., 2000).

Estudando clones de camundongos, Eggan e colaboradores (2000),
analisando o gene XIST e outros dois genes ligados ao X, observaram que a
inativacdo do cromossomo X (ICX) ocorreu de forma normal nestes animais, ou seja,
os fetos apresentaram ICX aleatdria, enquanto na placenta o X inativo (Xi) foi o X
paterno.

Analises citogenéticas e bioguimicas da inativacdo do cromossomo X em
embrides de camundongos (EPSTEIN et al., 1978; MUKHERJEE, 1976) mostraram que
no estadio de blastocisto (3,5 a 4 dias do desenvolvimento), o cromossomo X
paterno no trofectoderma apresentou replicacdo tardia e transcricdo inativa
(TAKAGI e SASAKI, 1975; WEST et al., 1977), enquanto no ectoderma embrionario, a
inativacao do X ocorreu tardiamente (6,5 dias de desenvolvimento) e envolveu ou o
cromossomo X paterno ou o materno (TAKAGI e SASAKI, 1975).

Esses resultados indicaram que, durante a reprogramacao nuclear, as marcas
epigenéticas do Xi foram apagadas. E interessante notar que, enquanto as marcas
epigenéticas de origem parental foram mantidas nos clones de camundongos, as
de atividade do cromossomo X foram apagadas, sugerindo que elas tém naturezas
bioquimicas distintas (EGGAN et al., 2000).

Um estudo posterior em clones bovinos analisou a expressdo do gene XIST e

de outros 10 genes ligados ao X em clones bovinos vivos e mortos (WILMUT et al.,
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1997). Em contraste com o0s resultados em camundongos, foram observados dois
padrbes de ICX, de acordo com a viabilidade dos clones analisados. Enquanto em
fibroblastos de pele de clones vivos a ICX se deu de forma aleatéria normal, nos
clones mortos observou-se um padrao complexo e inédito de ICX em todos 0s
orgaos analisados, de maneira que, em cada 6rgao, pelo menos dois genes ligados
ao X estavam silenciados em ambos 0s cromossomos X.

Além disso, a analise da ICX na placenta de animais normais demonstrou
gue, como em camundongos, em bovinos essa inativacdo é submetida a
marcacao, ou seja, o Xi € paterno. Enquanto que na placenta dos clones vivos, a
ICX era submetida a marcacao, nos animais mortos a ICX era aleatéria. Assim, 0s
autores concluiram que a reprogramacao nuclear incompleta pode gerar marcas
epigenéticas anormais no cromossomo X em clones bovinos, o0 que pode estar

relacionado com a nao-viabilidade desses animais (WILMUT et al., 1997).

2.1) Transcrito especifico do X inativo (XIST)

O principal fator responsavel pelas varias etapas da cascata de inativacao é
0 gene XIST que esta localizado no centro de inativagcdo do X (CIX) no qual
transcreve um RNA n&o-codificante que permanece associado ao cromossomo X
inativo (FARAZMAND, et al., 2001).

Antes da inativacédo, ocorre expressdo do XIST a partr de todos o0s
cromossomos X e este RNA permanece apenas no local da transcricdo,
propagando-se e acumulando-se do CIX ao longo de todo comprimento do
cromossomo correlacionado ao silenciamento.

O cromossomo X inativo torna-se heterocromatico e hipoacetilado (JEPPESEN
e TURNER, 1993), apresenta replicacao tardia na fase S do ciclo celular (TAKAGI e
OSHIMURA, 1973) e, com excecao de pouquissimos genes que escapam da
inativacao, torna-se transcricionalmente quiescente (GRAVES e GARTLER, 1986).

O processo de inativacdo do X apresenta multiplas etapas, envolvendo
desde a contagem de cromossomos X, a selecdo de um cromossomo X para
permanecer ativo e iniciacdo da inativacdo do cromossomo X (Ou cromossomos X
no caso de individuos com mais de dois cromossomos X) para ser silenciado (LYON,

1991; Figura 11).
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(A) Producdo do fator bloqueador:

—>
Autossomo — Fator bloqueador — > \

—
Autossomo — Fator bloqueador — —_— - —

(B) Escolha do X ativo:

RNA do XIST
FB
Cromossomo X —|  XIST _/ ~F /L XIST —/ CF /L X ativo eleito

% —
— —»
Suposto X
— 1 xsT XSt o L
Cromossomo X / CF /L / CF inativo

(C) Xa/Xi
FB B
& () — &)
X ativo eleito ——{  XIST H genes ligados ao X — XIsT H genes ligados ao X =Xa

bbby, _

genes ligados ao X =Xi

—> &
suposto Xi ——  XIST genes ligados ao X —

Figura 11. Escolha do Xa (cromossomo X ativo) pelo fator de bloqueio. (A) Fator

bloqueador (FB), codificado autossomicamente, ¢é produzido em
guantidades suficientes para escolher um Xa. (B) Durante o processo de
escolha do Xa, ambos os cromossomos X competem pelo fator de bloqueio
limitante na regiao cis-atuante descriminada como elemento de contagem
(EC). A escolha do Xa é determinada quando o fator de bloqueio interage
com o elemento de contagem em um dos cromossomos X. Neste momento,
moléculas de RNA do XIST sdo produzidas, porém restritas ao local de
transcricao. (C) Durante o periodo de inativacao, a atividade do RNA-XIST é
reprimida no Xa eleito em consequéncia de sua modificacdo pelo fator de
bloqueio, e a expressao de XIST €, entdo, cessada. No suposto Xi (X inativo),
RNA-XIST reveste o cromossomo em cis, levando a inativagdo de seus genes

(modificado de PLATH et al., 2002).
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O RNA do XIST carece de maior conhecimento estrutural para sua
interpretacéo, permanecendo como um RNA nuclear ndo traduzido. A inativacao,
entao, propaga-se do seu local de transcricao em direcao as regides mais proximas
até alcancar todo o comprimento do cromossomo X selecionado, tornando-se
inativo (BROCKDORFF et al., 1992; CLEMSON et al, 1996).

Em bovinos, o XIST foi detectado em niveis muito baixos em embrides no
estadio de duas células, aumentando sua quantidade quando analisado em
embrides de oito células no terceiro dia do desenvolvimento (DE LA FUENTE et al.,
1999), no momento da ativagdo do genoma embrionéario (TELFORD et al., 1990).
Contudo, a replicagéo tardia do cromossomo X inativo foi somente detectada no
estadio de blastocisto inicial no sétimo dia do desenvolvimento in vitro em bovinos
(DE LA FUENTE et al., 1999).

A porcentagem de embrides fémeas com replicagéao tardia do cromossomo
X e 0 numero de células por embrido que apresenta esta caracteristica, aumenta
com o avanco do desenvolvimento (DE LA FUENTE et al., 1999), sugerindo que existe
uma variacado individual inter-embrido, assim como, intra-embrionaria (entre
blastbmeros) na progressao do processo de inativacao.

No processo de transferéncia nuclear, a introducao de um nucleo somatico
contendo um cromossomo X inativo no citoplasma do odcito receptor cria uma
situacao epigenética artificial. Estudos revelaram que, embora o gene XIST esteja
hipermetilado no cromossomo X ativo das células soméaticas, ambos o0s
cromossomos X estdo hipometilados nas células do embrido na fase pré-

implantagcédo (McDONALD et al., 1998; NORRIS et al., 1994).
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2.2) Glicose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PD) e Hipoxantina

fosforibosiltransferase (HPRT)

Genes como (glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e hipoxantina
fosforibosiltransferase (HPRT) s&o importantes para o metabolismo, estdo localizados
no cromossomo X e ambos estdo sujeitos a inativagdo. G6PD € uma enzima que
atua como fator limitante na via pentose fosfato (PPP) na qual produz NADPH e
ribose-5-fosfato, precursor de todos os nucleotideos (RIEGER, 1992; Figura 12).

NADPH é critico para manutencdo da glutationa (GSH) em sua forma
reduzida na qual é fundamental para desintoxicacdo de radicais livres e
hidroperéxidos lipidicos. Dada a importancia de G6PD no estresse oxidativo,
embrides e fetos que apresentam deficiéncia de G6PD sao mais susceptiveis ao

estresse oxidativo que os demais individuos (RIEGER, 1992).
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Figura 12. Participacdo da G6PD no ciclo das pentoses. GSH = Glutationa reduzida
(atividade anti-oxidante); GSSH = Glutationa oxidada; H-O: = perdxido de
hidrogénio; NADP+ = nicotinamida adenina difosfato; NADPH =
nicotinamida adenina difosfato reduzida (modificado de VOGEL e

MOTULSKY, 1997).
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Em alguns estudos tem sido observado um numero desproporcional de
bezerros machos versus fémeas oriundos de embrides cultivados in vitro (HASLER et
al., 1995; MASSIP et al., 1996). Gutiérrez-Adan et al. (2000) relataram que, em muitos
sistemas de cultivo in vitro, embrides bovinos machos apresentam tanto
desenvolvimento mais rapido ao estadio de blastocisto, quanto maior porcentagem
destes embrides alcanca o estadio de blastocisto expandido. Este fato justifica o
numero desproporcional de nascimentos de bezerros machos oriundos de embrides
produzidos in vitro (BEHBOODI et al., 1997).

Estas diferencas entre os sexos acontecem antes da diferenciacao sexual das
gbnadas. Uma hipo6tese interessante € que estas diferencas no desenvolvimento sao
ocasionadas pela expressdao de alguns genes localizados no cromossomo X ou no
cromossomo Y ou em ambos. Os genes do cromossomo Y podem desempenhar um
efeito acelerador nos embrides machos, ao invés disto, a expressao potencialmente
desbalanceada dos genes ligados ao cromossomo X exerceria efeito de
retardamento nos embrides fémeas durante o desenvolvimento pré-implantacao
(GUTIERREZ-ADAN et al., 1996, 2001a).

A expressdao de ambos G6PD e HPRT esta envolvida no controle da
guantidade de radicais livres. Durante o estadio das primeiras clivagens, ambos 0s
cromossomos X das fémeas estdo ativos (EPSTEIN et al., 1978; KRATZER e GARTLER,
1978; DE LA FUENTE et al., 1999), e a inativacao do X ocorre a partir de células
diferenciadas de linhagem totipotente (MONK e HARPER, 1978).

O papel das enzimas ligadas ao cromossomo X envolvidas no metabolismo
energético, especialmente G6PD, a primeira enzima do ciclo pentose-fosfato, tem
sido considerado como um possivel indicador de diferencas entre os sexos (Rieger,
1992). Sugere-se que a sobrevivéncia do embrido pode estar relacionada a
capacidade deste em manter a homeostase celular em relacdo ao meio. A G6PD,
contribuindo na desintoxicagao de espécies reativas de oxigénio (ROS), se torna
responsavel por manter este equilibrio celular (RIEGER, 1992; IWATA et al.,, 1998;
NICOL et al., 2000).

A atividade do ciclo pentose-fosfato apresenta-se quatro vezes maior em
embrides fémeas comparada aos embrides machos (TIFFIN et al., 1991), levando a
uma maior eficiéncia na desintoxicacdo de radicais de oxigénio (PEIPPO e

BREDBACKA, 1995). Estes radicais ndo apenas estdo envolvidos no mecanismo de
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morte celular, mas também tem um efeito estimulante do crescimento (RIEGER,
1992).

O menor nivel de radicais de oxigénio em fémeas, devido a dose dupla de
G6PD, poderia ser responsavel pelo efeito de retardamento no desenvolvimento.
Machos, com radicais de oxigénio apropriado, poderiam formar blastocistos mais
rapidamente que as fémeas. Estes efeitos poderiam explicar porque embrides
produzidos in vitro mostram um significativo desvio da razédo 1:1 do sexo; em cultivo,
eles s@o expostos as condicdes do ambiente que facilitam a formacao de radicais
livres.

Outra possivel justificativa para a maior proporcdo de blastocistos machos
produzidos in vitro (AVERY et al., 1991, 1992; XUE et al., 1992) pode ser explicada pela
grande sensibilidade de embrides fémeas a presenca de glicose no meio de cultivo.
Altas concentracOes de glicose causam deficiéncia nas fémeas bloqueando seu
desenvolvimento no estadio de moérula, consequentemente um menor nimero de
embrides fémeas alcancam o estadio de blastocisto comparado com embrides
machos (GUTIERREZ-ADAN et al., 2001a, 2001b; LARSON et al., 2001; PEIPPO et al.,
2001).

A concentracdo de glicose no meio de cultivo embrionario associada a
producdo de espécies reativas de oxigénio sdo fatores que poderiam influenciar o
desenvolvimento embrionario in vitro (RIEGER, 1992; BREDBACKA e BREDBACKA,
1996; GUTIERREZ-ADAN et al., 2001a; PEIPPO et al., 2001), além de contribuir na maior
velocidade no desenvolvimento de embriGes machos (AVERY et al., 1991; XUE et al.,
1992; YADAV et al., 1993; PERGAMENT et al., 1994; RAY et al., 1995; BREDBACKA e
BREDBACKA, 1996; CARVALHO et al., 1996; GUTIERREZ-ADAN et al., 1996, 2001a;
PEGORARO et al., 1998; PEIPPO et al., 2001).

A enzima hipoxantina fosforibosiltransferase (HPRT) participa do metabolismo
das purinas nas células através de seu envolvimento na via de recuperacao das
purinas (Figura 13). A enzima produzida por este gene converte bases purinas livres
nas células aos seus 5’-mononucleotideos correspondentes (VOGEL e MOTULSKY,
1997). A HPRT metaboliza hipoxantina, inibidora do desenvolvimento embrionério, na
qual é produzida pela degradacao de nucleotideos purinicos, a inosinato (IMP), um
precursor de outros nucleotideos purinicos, tais como adenilato (AMP) e guanilato
(GMP).
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Em conseqiéncia do déficit de hipoxantina fosforibosiltransferase (HPRT) ha
um aumento importante da producdo de acido Urico que resulta em varias

complicacdes fetais por causa de seu aumento na circulacao sangiinea.
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Figura 13. Participacédo da HPRT da via de recuperacao das purinas. A enzima
produzida por este gene converte bases purinas livres nas células aos seus
5’-mononucleotideos correspondentes (modificado de VOGEL e

MOTULSKY, 1997).

Visto que a inativacdo do X inicia-se e propaga-se a partir do CIX (LYON,
1991), os niveis de expressao de genes localizados no cromossomo X sob diferentes
distancias do CIX poderiam informar o estado de inativacdo do X através da
avaliacdo da dosagem dos genes entre os embrides.

Sabe-se que o gene HPRT localiza-se mais proximo a regidao CIX do que o
gene G6PD no cromossomo X em humanos (BROWN et al., 1991, Figura 14). O gene
XIST esta localizado na regido do CIX sobre o bragco longo do cromossomo X em
humanos, bovinos e camundongos (BROCKDORFF et al., 1991; BROWN et al., 1991) e
a localizacdo dos genes HPRT e G6PD é na porcao distal do braco longo do
cromossomo X, porém estando o G6PD mais distante que o HPRT (XIAO et al., 1998).

Sugere-se que a propagacao da metilacdo, um mecanismo envolvido na
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inativacdo do X, esta extremamente ligada a distancia entre o centro de

inativacao (CIX) e o gene (GRANT et al., 1993).
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Figura 14. Representagcdo esquematica do cromossomo X em humanos e a
localizacdo dos genes estudados XIST, G6PD e HPRT. (adaptado de

Genetics Home Reference).

2.3) Interferon-Tau

Interferon-t (IFN-t) € a proteina de secrecdo mais abundante produzida
pelas células do trofectoderma de embriées bovinos e desempenha papel vital no
estabelecimento da prenhez por seu efeito anti-luteolitico, responsavel pela
degeneracao do corpo luteo (CL; ROBERTS et al., 1992).

A expressao de IFN-t é restrita ao periodo de desenvolvimento pré-
implantacao do concepto, iniciando no estadio de blastocisto expandido e
declinando acentuadamente ap6s a fixacdo definitiva do trofoblasto alongado a
parede uterina. Sabe-se que age pontualmente no endométrio materno, e, de
maneira ainda nao totalmente compreendida, anula a liberacdo da luteolisina
uterina, prostaglandina Fz, e simultaneamente aumenta a produci&o do fator
luteotréfico e prostaglandina E (BINELLI et al., 2000; AROSH et al., 2002).

Em sistemas de cultivo in vitro, o estadio do desenvolvimento, a qualidade
dos embrides (HERNANDEZ-LEDEZMA et al., 1992), as condicGes de cultivo utilizadas,
e a velocidade de formacado de blastocistos (KUBISCH et al., 1998) influenciam

significativamente na expressdo e na secrecao de IFN-t.
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A quantificacao da producado de IFN-t por blastocistos individuais é de
grande valor para avaliar a qualidade do embrido quando produzidos in vitro
(HERNANDEZ-LEDEZMA et al., 1992, 1993; KUBISCH et al., 1998; LARSON e KUBISCH,
1999; STOJKOVIC et al., 1999; KUBISCH et al., 2001a).

As taxas de prenhez apresentadas apds a transferéncia de embrides
produzidos in vitro sdo ligeiramente menores que apo6s a transferéncia de embrides
produzidos in vivo (REICHENBACH et al., 1992). Além disso, apesar das taxas de
desenvolvimento a blastocistos ndo apresentarem diferencas acentuadas, a
proporcdo de embribes clones que originam uma prenhez e bezerros nascidos vivos
€ geralmente muito baixa (WESTHUSIN et al., 1991; STICE et al., 1994).

Estudos indicam uma correlacdo entre a qualidade morfolégica e a
secrecao de IFN-t por blastocistos. Hernandez-Ledezma et al. (1993) concluiram que
blastocistos eclodidos de alta qualidade secretaram mais IFN-t que blastocistos
eclodidos de baixa qualidade. Além disso, Stojkovic et al. (1999) também
encontraram maior secrecao de IFN-t por blastocistos eclodidos no 8° dia de cultivo
comparados a secrecao por blastocistos ndo eclodidos no 8° dia de cultivo.

A partir da secrecao de IFN-t pelo trofectoderma diferenciado, esta proteina
passa a ser um indicador do potencial de viabilidade e qualidade do concepto, e
particularmente do trofoblasto, num periodo critico do desenvolvimento.

A quantidade de IFN-t secretada por blastocistos produzidos in vitro de
mesma idade de desenvolvimento e mesmo numero de células varia
consideravelmente (KUBISCH et al., 2003; STOJKOVIC et al., 1999). Foi relatada uma
associagao positiva entre a qualidade do embrido e a producdo de IFN-t
(HERNANDEZ-LEDEZMA et al., 1993), porém outros relatos sugerem que blastocistos
devem produzir mais IFN-t quando estao sujeitos ao estresse do ambiente, e que os
melhores embrides devem ser aqueles que alcancam o estadio de blastocisto mais
rapidamente e produzem menores quantidades de IFN-t (KUBISCH et al., 2001b;
LARSON et al., 2001).

Estes trabalhos, contudo, tém sofrido questionamentos devido a trés
observacodes importantes. A primeira delas € que quanto mais tarde um embriao
alcanca o estadio de blastocisto, mais IFN-t € produzido durante as subsequentes 24
e 48 horas de cultivo in vitro (KUBISCH et al., 1998, 2001a).

A segunda é que blastocistos fémeas produzem cerca de duas vezes mais

IFN-t que machos com equivalente periodo de desenvolvimento, estadio de
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desenvolvimento e qualidade (LARSON e KUBISCH, 1999; KUBISCH et al., 2003). A
terceira € o suplemento macromolecular disponivel no meio de cultivo, por
exemplo, soro fetal bovino versus albumina sérica bovina versus polivinil alcool,
podem influenciar na producéao de IFN-t (KUBISCH et al., 2001b).

Embrides fémeas produzidos in vitro (PIV) diferem dos machos em relacdo a
expressao de IFN-t. Eles sdo, por exemplo, muito mais susceptiveis aos prejudiciais
efeitos da glicose adicionada aos meios de cultivo para uso in vitro se este acucar
esta oferecido em concentracdes que aproximam daquelas encontradas no soro e
na maioria dos meios de cultivo comerciais (GUTIERREZ-ADAN et al., 2001a; LARSON
et al., 2001; PEIPPO et al., 2001).

Sob tais condicBes, uma alta proporcdo de fémeas alcanca o estadio de
morula, mais falham para avancar para o estadio de blastocisto. Uma possivel
explicacdo para este fenbmeno é que fémeas, pelo menos até o estadio de
blastocisto expandido, possuem dois cromossomos X ativos e poderiam, dessa
maneira, ser mais susceptivel ao ndo balanceamento metabdlico como um
resultado da dosagem de genes (GUTIERREZ-ADAN et al., 2000; WRENZYCKI et al.,
2002).

A producao aumentada de IFN-t por blastocistos fémeas deve, portanto, ser
um efeito indireto da dosagem do cromossomo X, mesmo o gene IFN-t sendo de
origem autossdomica (RYAN e WOMACK, 1993). Por exemplo, estes genes poderiam
ser sensiveis ao estado redox das células e alterados na sua expressao como um
resultado do alto fluxo do ciclo pentose-fosfato, ja que o gene G6PD, o “guardiao”
do ciclo das pentoses, parece estar expresso mais fortemente em moérulas e
blastocistos fémeas que em machos (DE LA FUENTE et al., 1999; GUTIERREZ-ADAN et
al., 2000; IWATA et al., 2002; WRENZYCKI et al., 2002).

Alternativamente, eles podem ser sensiveis a um fator de transcricao
codificado no cromossomo X. Claramente, ndo se pode esperar uma expressao de
genes equivalente entre blastocistos machos e fémeas, mesmo porque fémeas tem
dois cromossomos X ativos € os machos tem apenas um cromossomo X além do seu
Unico cromossomo Y.

Um exemplo de dimorfismo sexual entre embrides bovinos tem sido a
observacao que blastocistos expandidos fémeas produzem significativamente mais
o horménio reconhecedor da prenhez, interferon-tau, que machos (LARSON et al.,

2001; KUBISCH et al.,, 2003). Esta observacédo levanta a questdo de como esta
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diferenca entre os sexos deve também ser uma conseqténcia das condicdes de
cultivo.

Quando o braco oxidativo da via pentose-fosfato esta ativo, a transcricao de
IFN-1, por sua vez, também deve estar aumentada. Ainda é desconhecido o valor
adaptativo para este aumento de IFN-t por blastocistos fémeas, porém é evidente
que esta diferenca ndo pode ser atribuida a um artefato do desenvolvimento in
vitro, ao contrario, representa real diferenca entre os dois sexos (KIMURA et al., 2004).

Contudo, condicdes de cultivo com baixa concentracdo de glicose nao
levam a equalizagdo na producao de IFN-t entre os sexos (LARSON et al., 2001).
Fémeas continuam a produzir cerca de duas vezes a quantidade de IFN-t que
machos adicionando ou ndo glicose no meio de cultivo.

A producdo de IFN-t por blastocistos parece ser influenciada por varios
fatores, incluindo o grupo de odcitos selecionados (LARSON et al., 2001), nUmero de
embrides cultivados juntos (LARSON e KUBISCH, 1999), a idade do embrido quando
forma blastocisto (KUBISCH et al., 1998) e o gendétipo do doador de espermatozéides
(KUBISCH et al., 200la), mas a causa do dimorfiimo sexual permanece
desconhecida.

O que nos chama a atencdo, é que nenhuma diferenca tem sido detectada
na producao total de IFN-t entre blastocistos expandidos produzidos in vivo e in vitro
e entre blastocistos expandidos cultivados em diferentes meios de cultivo (KUBISCH
et al., 2001a).

O maior fator que contribui para o dimorfismo sexual entre embrides no inicio
do desenvolvimento € a dosagem de cromossomos X (ERICKSON, et al., 1997;
KOCHHAR et al., 2001; WRENZYCKI et al.,, 2002). Como fémeas carregam dois
cromossomos X, potenciaimente produzem duas vezes a quantidade de genes
ligados ao X que machos.

Em camundongo o processo tem inicio com a formacao do blastocisto e
esta, a principio, confinado ao trofectoderma, onde o cromossomo X paterno é
seletivamente inativado (HARPER et al., 1982; GOTO e MONK, 1998). A inativacédo do
cromossomo X é também iniciada no estadio de blastocisto em embrides bovinos
(DE LA FUENTE et al., 1999), e, pela analogia com o camundongo, pode ser limitada
ao trofectoderma.

Uma possivel explicacdo é que a maior dosagem de genes localizados no

cromossomo X no trofectoderma de blastocistos expandidos fémeas levam a maior
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expressao de IFN-t, porém tendo em vista que o gene IFN-t nao esta localizado no
cromossomo X (RYAN e WOMACK, 1993), qualquer efeito deste torna-se indireto.

Embrides bovinos, como também de outras espécies, sao sensiveis ao estresse
oxidativo. A partir do momento em que a expressao de G6PD é maior em morulas e
blastocistos fémeas do que em machos (IWATA et al., 2002; GUTIERREZ-ADAN et al.,
2000), é concebivel que a menor producao de IFN-t por machos pode refletir numa
maior sensibilidade de machos ao estresse oxidativo.

Portanto, a maior producao de IFN-t por fémeas pode ser favorecida pela
maior concentracédo de G6PD, associada ao aumento do fluxo da via pentose-
fosfato. Dessa maneira, caracteriza a sensibilidade das atividades dos fatores de
transcricdo ao estado redox do meio celular (MOREL e BAROUTI, 1999; WENGER,
2000; HADDAD, 2002).
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3) Objetivos
3.1) Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo de genes ligados ao processo
de inativacdo do cromossomo X em embrides produzidos por transferéncia nuclear

de células sométicas adultas masculinas e femininas.
3.2) Obijetivos Especificos

3.2.1) Investigar a expressao relativa dos genes XIST, G6PD, HPRT e IFN-7 em
blastocistos eclodidos bovinos machos e fémeas produzidos por
fecundacao in vitro (FIV) e por transferéncia nuclear de células somaticas

(TNCS) com nove dias de cultivo.
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4) Hipotese

Evidenciado que caracteristicas como menor taxa de desenvolvimento a
blastocisto, maior taxa de aborto e maior taxa de mortalidade apés o nascimento
estavam ligados ao sexo, por se apresentarem em individuos clones fémeas,
sugeriu-se que estes fendmenos poderiam estar relacionados com a expressao
errbnea de genes ligados ao cromossomo X, evidenciando falha na
reprogramacado nuclear durante a inativacdo do X. Portanto, a hipotese deste
trabalho foi que a expressdo de genes relacionados ao cromossomo X estaria

alterada em embrides fémeas produzidos por transferéncia nuclear.
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5) Material e Métodos

5.1) Producéao dos embrides por Fecundacéao in vitro

5.1.1)Maturacao in vitro

A producéao in vitro de embribes, técnica realizada rotineiramente no
laboratdrio, procedeu-se a partir de odcitos viaveis maturados in vitro (MIV),
fecundados com espermatozéides capacitados in vitro (FIV) e mantidos de zigoto
até o estadio de blastocisto em sistema de co-cultivo in vitro. Para tanto, ovéarios de
vacas zebus ou mesticas foram obtidos em abatedouro, transportados em solugcao
salina (0,9%) a 37°C, e encaminhados até o laboratério. Os complexos cumulus-
oocito foram aspirados de foliculos entre 2 a 8 mm utilizando uma seringa de 10 mL
acoplada a uma agulha de 18 G, e somente 0s odcitos de qualidade |, com
cumulus compacto completo e citoplasma limpido e de aspecto homogéneo (finas
granulacdes), foram selecionados para os experimentos. Os odcitos foram, em
seguida, maturados em TCM199 com sais de Earles, glutamina e NaHCOs3
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), piruvato (22 ug/mL), gentamicina
(50 ug/mL), 0,5 ug de FSH/mL, 50 ug de LH/mL e 1 ug de estradiol/mL em microgotas
de 100 uL de meio de maturagédo, cobertas com 6leo mineral (30 odcitos/gota). A
incubacao foi realizada a uma temperatura de 38,5°C e atmosfera gasosa de 5%

CO2 em ar, durante 22 a 24 horas.

5.1.2)Fecundacao in vitro

Ap6s o periodo de maturagcdo, o0s o0d6citos foram submetidos a
fecundacéao in vitro, em microgotas de 100 uL de meio TALP suplementado com
heparina (10 ug/mL), piruvato (22 ug/mL), gentamicina (50 ug/mL), BSA sem acidos
graxos (6 mg/mL) e solugcdo de PHE (2 uM de penicilamina, 1 uM de hipotaurina e
0,25 uM de epinefrina). As palhetas de sémen congelado de touros da raca Nelore
foram descongelados em banho-maria a 35°C, durante 30 segundos e seu
conteudo centrifugado em gradiente de Percoll (45 e 90%) para obtencado dos

espermatozéides moveis, além da remocao do diluidor e do plasma seminal. A
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concentracao espermatica utilizada foi de 2 x 106 células/mL e, ap6s 30 minutos de
incubacao dos espermatozoides, os odcitos foram transferidos para as microgotas
(30 odcitos/gota) onde permaneceram sob incubacdo em atmosfera com 5% de

CO:2 em ar, temperatura de 38,5°C durante 18 horas.

5.1.3)Cultivo in vitro

Apss o processo de MIV e FIV, os zigotos tiveram as células do cumulus
removidas e foram entdo cultivados em meio CR2 modificado suplementado com
10% de SFB, em co-cultivo com células da granulosa (WATANABE et al., 1999), em
temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% CO2 em ar, durante nove dias, quando
foram retirados do sistema de cultivo e armazenados individualmente para posterior

analise de expressdo génica (Figura 15).

Eq— Extender

| Mon-Motile
N = Sperm

| Motie
.J A Sperm

Figura 15. llustracdo das diferentes etapas do processo de producao de embrides
por fecundacéao in vitro. (a) Aspiracao dos foliculos ovarianos. (b) Fluido

folicular contendo o6citos. (c) Odcito selecionado no estadio imaturo. (d)
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Odcito no estadio de metafase Il antes da fecundacao. (e) Confirmacao
fluorescente da presenca dos cromossomos em metafase Il e da extrusao
do 1° corpusculo polar. (f) Preparacdo do gradiente de percoll. (g)
Selecao dos espermatozdéides viaveis por centrifugacdo do gradiente de
Percoll. (h) Blastocistos produzidos por fecundacao in vitro. (i)
Armazenamento individual de blastocistos eclodidos no 9° dia de cultivo

in vitro para posterior analise de expressao génica.

5.2) Producao dos embri6es por Transferéncia Nuclear

5.2.1) Maturacao in vitro

A producao in vitro de embrides submetidos ao processo de transferéncia
nuclear a partir de células somaticas, iniciou-se com o procedimento de maturacao
de odcitos viaveis. Para tanto, ovarios de vacas zebus ou mesticas foram obtidos em
abatedouro, transportados em solucao salina (0,9%) a 37°C, e encaminhados até o
laborat6rio. Os complexos cumulus-odcito foram aspirados de foliculos entre 2 a 8
mm utilizando uma seringa de 10 mL acoplada a uma agulha de 18 G, e somente
0s 00citos de qualidade |, com cumulus compacto completo e citoplasma limpido
e de aspecto homogéneo (finas granulacdes), foram selecionados para 0s
experimentos. Os odcitos foram, em seguida, maturados em TCM199 com sais de
Earles, glutamina e NaHCOs suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
piruvato (22 ng/mL), gentamicina (50 ung/mL), 0,5 pg de FSH/mL, 50 pg de LH/mL e 1
ng de estradiol/mL em microgotas de 100 uL de meio de maturagéo, cobertas com
6leo mineral (30 od6citos/gota). A incubacao foi realizada a uma temperatura de

38,5°C e atmosfera gasosa de 5% CO» em ar, durante 18 horas.

5.2.2) Transferéncia Nuclear

Apés o periodo de maturacao, os odcitos foram desnudados mediante
solucao de hialuronidase (2 mg/mL) e entdo selecionados em relacdo a presenca

do 1° Corpusculo Polar. Em seguida, foram transferidos para uma solugcdo de
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citocalasina B (10 ug/mL) e Hoechst 33342 (10 pg/mL) em meio CR2 suplementado
com 10% de SFB durante 20 minutos.

Os odcitos foram entdo enucleados, removendo uma pequena porgao
do citoplasma préxima a regido do 1° corpusculo polar (eliminacdo do material
genético do odcito). Esta porcao aspirada foi visualizada sob luz ultra-violeta para
confirmacao da enucleacdo. Os o6citos foram posteriormente reconstruidos com
células somaticas de um animal adulto no estadio GO do ciclo celular, inserindo a

célula no espaco perivitelino.

5.2.3) Eletrofusdo e Ativacao Quimica

Os conjuntos odcitos-células somaticas foram transferidos para uma
solucao contendo 0,3 M de manitol e expostos a dois pulsos elétricos de 2,25 kV/cm
durante 65 pseg. Aproximadamente uma hora apods a eletrofusédo, os oocitos
fundidos foram quimicamente ativados em 5 uM de ionomicina durante 4 minutos e,
em seguida, em 2 mM de 6DMAP durante 3 horas.

Ao término do periodo de ativacao, os od6citos foram entdo cultivados
em meio CR2 suplementado com 10% de SFB em co-cultivo com células da
granulosa, em temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% CO2 em ar, durante nove
dias, quando foram retirados do sistema de cultivo e armazenados individualmente

para posterior analise de expressdo génica.

5.2.4) Células Doadoras

As células somaticas doadoras de nucleo foram obtidas a partir de
bidpsias realizadas em animais adultos machos e fémeas. O tecido foi retirado da
prega da cauda do animal, e transportado imediatamente para o laboratério em
solucdo tampéao fosfato (PBS) sob gelo. O tecido foi entéo triturado em pequenos
pedacos de aproximadamente 1 mm, lavados em PBS e fixados numa placa de
Petri de 35 mm de didmetro. O cultivo procedeu-se em meio DMEM suplementado
com 20% de SFB, piruvato (22 ng/mL), glutamina (1 mM) e gentamicina (50 pg/mL).
A incubacéao foi realizada a uma temperatura de 38,5°C e atmosfera gasosa de 5%

CO2 em ar, trocando-se o meio de trés em trés dias.

Ao crescimento das primeiras células, o meio foi substituido por DMEM

suplementado com 10% de SFB e o cultivo processado até a 32 passagem,
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momento em que as células estavam prontas para o procedimento de
transferéncia nuclear. Aproximadamente 5 dias antes da realizagdo do
experimento, o meio de cultivo foi substituido por DMEM suplementado com 0,5% de
SFB (restricao de soro), procedimento este que visava “pausar” as células somaticas

no estadio GO do ciclo celular (Figura 16).

Figura 16. llustracao das diferentes etapas do processo de transferéncia nuclear. (a)

Odcito no estadio de metéafase Il antes da enucleacéao. (b) Aspiracao do
corpusculo polar e citoplasma adjacente. (c) Odcito enucleado. (d)
Controle fluorescente da presenca dos cromossomos em metafase
dentro da pipeta de micromanipulacdo apds coloracdo do DNA. (e)
Cultivo de fibroblastos bovinos a partir de bidpsia da prega da cauda. (f)
Células doadoras isoladas da cultura de fibroblastos. (g) Insercao da
célula doadora no espaco perivitelino do o6cito enucleado. (h) Fusao da
célula doadora com o citoplasma receptor. (i) Primeira clivagem do
embrido reconstituido. (j) Blastocisto produzido por transferéncia nuclear
desenvolvido in vitro. (k) Armazenamento individual de blastocistos
eclodidos no 9° dia de cultivo in vitro para posterior analise de expressao

génica (modificado de HEYMAN, 2005).
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5.3) Armazenamento e sexagem dos embrides

5.3.1) Armazenamento dos embrides

Apo6s finalizacdo dos procedimentos de producao dos embrides tanto
por fecundacao in vitro quanto por transferéncia nuclear, exatamente no 9° dia de
cultivo, os embrides no estadio de blastocisto eclodido (Be) foram armazenados
individualmente em solucéo de PBS simples acrescido de 0,1% de polivinilpirolidona
(PVP) e 1 unidade/uL de inibidor de RNase. Imediatamente foram mergulhados em
nitrogénio liquido e armazenados no freezer -80°C para posterior analise da

expressao génica.

5.3.2) Sexagem dos embrides produzidos por
fecundacéao in vitro

Para realizacdo das comparacoes entre os sexos, os embrides produzidos
por fecundacao in vitro, foram sexados aplicando a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Os fragmentos de DNA foram amplificados a partir de 1/3 de um
blastocisto. A PCR foi realizada em um volume final de 25 uL contendo tampé&o para
PCR 1X [20 mM Tris-HCI (pH 8,0); 50 mM KCI], 1,5 mM de MgClz, 200 uM de cada
dNTP, 0,5 uM do oligonucleotideo iniciador Y-especifico, 0,08 uM do
oligonucleotideo iniciador X-especifico (Tabela 5; WRENZYCKI et al.,, 2002) e 1
unidade de Tag DNA polimerase (Invitrogen). A PCR iniciou-se a 97°C por 2 minutos,
seguida por 32 ciclos de 30 segundos a 95°C para desnaturacdo do DNA, 30
segundos a 60°C para anelamento dos oligonucleotideos iniciadores e 45 segundos
a 72°C para extensdo do oligonucleotideo iniciador. A extensao final foi realizada a
72°C durante 5 minutos e resfriada a 4°C. O produto da amplificac&ao foi submetido
a eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampao TBE 1X (89 mM de tris, 89 mM
acido bdrico e 2 mM de EDTA, pH 8,0), contendo 0,5 ng/mL de brometo de etideo.
A imagem foi visualizada no Scanner FLA 3000G (FUJIFILM) sobre um comprimento

de onda de 520 nm de excitacdo e 580 nm de emissao.
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Tabela 5. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores para o estudo do sexo de
embribes bovinos.

Gene Sequéncia do primer Fragmento (pb)
Y especifico
Direto CCTCCCCITTGTTCAAACGCCCGGAATCATT 210 pb
Reverso TGCTTGACTGCAGGGACCGAGAGGTTIGGG
X especifico
Direto AGGTCGCGAGATTGGTCGCTAGGTCATGCA 300 pb
Reverso AAGACCTCGAGAGACCCICTICAACACGT

5.4) Analise da expressao génica

5.4.1) Amplificacdo do RNA

Para a amplificacdo do RNA, partindo de um Unico embridao selecionado
no estadio de blastocisto eclodido, foi empregado o kit Superscript™ RNA
Amplification System (Invitrogen; Figura 17). Resumidamente, o protocolo iniciou-se
com a sintese da 12 fita de cDNA, adicionando ao tubo contendo o RNA, oligo(dT)-
T7 e agua livre de RNase. A reacao procedeu-se a 70°C durante 10 minutos, para
entdo ser adicionado os demais componentes: tampao de sintese da 12 fita, DTT,
dNTP, inibidor de RNase, enzima transcriptase reversa Superscript lll. A reagdo foi
entdo incubada a 46°C por 2 horas, seguida por 10 minutos a 70°C, para inativagao
da enzima.

ApOGs a sintese da primeira fita, procedeu-se imediatamente a sintese da
segunda fita, adicionando-se ao tubo de reacdo o tampao de sintese da 22 fita,
dNTP, as enzimas DNA polimerase |, DNA ligase e RNase Il. A incubacéao foi realizada
a 16°C por 2 horas.

A purificacdo da dupla fita de cDNA foi realizada logo ap6s o término da
sintese, adicionando ao tubo de reacdo o tampdo de carregamento e, apos
homogeneizacéo, transferindo-o para a coluna de purificacdo e centrifugado a
12.000 x g. Adicionou-se tampao de lavagem a coluna e centrifugou-se novamente
a 12.000 x g. O ultimo passo envolveu a adicao de agua livre de RNase e
centrifugacédo a 12.000 x g para recuperacdo do cDNA. Para concentracao do
cDNA, este foi precipitado com etanol absoluto, acetato de sédio 3 M e glicogénio.

A transcricao in vitro, realizada na sequéncia, foi responsavel por gerar o

RNA amplificado a partir da dupla fita de cDNA. Para tanto, foi utilizada a enzima T7
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RNA polimerase, tampéao de reacéo 77 e dNTP (ATP, CTP, GTP e UTP), incubando a
reacao a 37°C por 16 horas. Ao término da reacao, o RNA amplificado foi exposto a
enzima DNase | durante 30 minutos a 37°C.

Finalmente, procedeu-se a purificacao do RNA amplificado, adicionando
ao tubo de reacdo tampao de ligacdo e etanol absoluto e, apobs
homogeneizacao, foi transferido para a coluna de purificacdo e centrifugado a
12.000 x g. Adicionou-se tampao de lavagem a coluna e centrifugou-se novamente
a 12.000 x g. O ultimo passo envolveu a adicdo de agua livre de RNase e

centrifugacao a 12.000 x g para recuperacao do RNA.

5, ~~__ ___—AAAAA3  RNAtotal

TTTTT-T7 Oligo(dT)-T7

Sintese da primeira fita de cDNA

T T~ AAAAA

TTTTT-T7 cDNA

Sintese da segunda fita de cDNA

AAAAA-T7 cDNA dupla-fita
TTTTT-T7

Purificacao do cDNA
Transcricdo in vitro (amplificacao)

~~  ~—~_ _—Uluuuws
T~~~ _—Uuuuws RNA antisenso (RNAa)
~~— ~—~___—Uuuuws

Purificac&o do RNAa
RNA amplificado esta pronto para a transcricao reversa
Figura 17. Esquema do protocolo utilizado para amplificacdo do RNA obtido a

partir de um Unico embrido no estadio de blastocisto eclodido no nono

dia de cultivo.
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5.4.2) Transcricao Reversa

Para a transcricdo reversa do RNA amplificado foi empregado o kit
Improm Il (Promega). Resumidamente, o protocolo iniciou-se com a incubacao do
RNA com 0,5 ug do oligonucleotideo randdémico poly A (5’AAA AAA AAA AAA 3°)
por 5 minutos a 70°C. Em seguida, foi adicionado ao tubo de reacao tampao 1X, 3
mM de MgClz, 0,5 mM de dNTP, 40 unidades de inibidor de RNases e 1,0 uL da
enzima transcriptase reversa Improm, totalizando um volume final de 20 uL. A
reacao procedeu-se a 42°C por 60 minutos, seguindo por 15 minutos a 70°C e

resfriamento a 4°C.

5.4.3) Amplificacado do cDNA dos genes de interesse

Amostras de cDNA dos embrides no estadio de blastocisto eclodido
produzidos por fecundacao in vitro e por transferéncia nuclear foram analisadas
através de PCR em tempo real, utilizando o Sistema de PCR 7500 da Applied
Biosystems. Os produtos da PCR dos genes GADPH, XIST, G6PD, IFN-t e HPRT foram
detectados através do sistema TagMan® (Applied Biosystems). Para tanto, as
reacOes foram realizadas em quadruplicata, num volume final de 20 uL, contendo
1X do mix para PCR TagMan®, 0,9 uM de cada oligonucleotideo iniciador, 0,25 uM
da sonda (Tabela 6) e 1% do embrido. A PCR iniciou-se com a ativacao da Uracil-N-
glicosilase (UNG) a 50°C por 2 minutos, seguida por 10 minutos a 95°C para ativacao
da enzima DNA polimerase, 57 ciclos de amplificacdo de 15 segundos a 95°C para
desnaturacdo do DNA e 1 minuto a 60°C para anelamento e extensdo dos
oligonucleotideos iniciadores (Figura 18). A sequéncia dos oligonucleotideos
iniciadores, bem como, o tamanho do fragmento gerado pela PCR estdo descritos
na Tabela 6. A confirmacao dos fragmentos obtidos para cada oligonucleotideo

iniciador foi realizada por eletroforese em gel de agarose 2%.
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Figura 18. Protocolo utilizado no sistema de PCR em tempo real para amplificacao

do cDNA obtido a partir do RNA amplificado de um Unico embrido no

estadio de blastocisto eclodido no nono dia de cultivo.
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Tabela 6. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e tamanho dos fragmentos
dos genes escolhidos para estudo da expressao em embrides bovinos (GAPDH,
XIST, IFN-t, G6PD e HPRT).

Seqiiéncia do oligonucleotideo iniciador Fragmento Identificador

Gene e sonda (pb) GenBank
GAPDH
Direto AAGGCCATCACCATCTTCCA 76 pb
Reverso CCACTACATACTCAGCACCAGCAT NM_001034034
sonda AGCGAGATCCTGCCAACATCAAGTGG
XIST
Direto TTGGCITTTAGATIAATTTGATGAACAGCAT
Reverso CCCTITAGACTAGGCCCATTTCATA 99 pb NR_001464
sonda ATTCTAGGTCCTGAGCATAAG
INTERFERON-TAU
Direto CCTTCGTGCTCTCTCTACTGATG 74 pb AF238612
Reverso CAGGTAACAACCCAGAGATCGT
sonda CCGTAGCTGACCAGCACC
G6PD
Direto GCCGTCCTCTATGTGGAAAATGA 58 pb M 583628
Reverso CGCAGCGCAGGATGAAG -
sonda CACCCCGTCCCAGCGC
HPRT
Direto GTTGTGGGATATGCCCTIGACTAT
Reverso GCTITGTATITTGCITITICCAGTITCG 92pb  NM_001034035
sonda CACACACGTGATICAAG

5.5) Analise Estatistica

Foi utilizado o método de quantificacao relativa utilizando o gene GAPDH como
referéncia. A expressao relativa esta baseada na taxa de expressao de um gene
alvo versus um gene de referencia e é adequada para investigar alteracdes no
nivel de expressao de genes.

A eficiéncia das amplificacdes dos fragmentos de interesse a partir de um
oligonucleotideo iniciador especifico durante a reacdo em cadeia da polimerase
foi estimada utilizando a regressao linear do logaritmo da fluorescéncia em cada
ciclo através do programa LinRegPCR (RAMARKES, et al., 2003).

Cada curva de regressao foi ajustada para conter no minimo 4 e no maximo 6
pontos, mantendo sempre um coeficiente de regressdo maximo. Para cada par de
oligonucleotideo iniciador, a linha do limiar de fluorescéncia foi fixada no ponto
médio da janela de linearidade, correspondendo a fase de amplificacao
exponencial das amostras. A janela de linearidade foi determinada pelos valores
minimos (limite inferior) e maximos (limite superior) de fluorescéncia utilizada para

estimar a eficiéncia da PCR (Figuras 19 e 20).
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As diferencas relativas entre os grupos (TN F, TN M, FIV F e FIV M) para cada
gene estudado, XIST, G6PD, HPRT e IFN-t, foram estimadas tendo o GAPDH como
gene de referéncia (PFAFFL et al., 2001). O grau de significancia entre os niveis de
expressdo foi calculado utilizando o programa REST e o0s resultados foram
comparados pela diferenca entre as amostras testadas e a amostra controle
(PFAFFL et al., 2002).

Foi considerada hipdétese nula (HO), como auséncia de diferenca entre os
grupos e, hipdétese alternativa (H1), diferenca significativa entre os grupos quando
p <0,05.
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superior e inferior da janela de linearidade foram utilizados para os
calculos da eficiéncia da reacdo de PCR e indice de correlagdo da
curva. Cada curva de regressao foi ajustada para conter no minimo 4 e
no maximo 6 pontos, mantendo sempre um coeficiente de regressao

maximo.
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Delta Bn vs Cycle
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Curva de amplificacdo obtida a partir de uma reacdo em cadeia da
polimerase apresentada em tempo real. O limiar de fluorescéncia
corresponde ao ponto médio da janela de linearidade (regiao de
amplificacdo exponencial), onde a eficiéncia da PCR é préxima de
dois. O ciclo em que cada curva de amplificagéo atravessa o limiar de
fluorescéncia (Ct) serve como base para comparagcdo entre as

amostras.
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6) Resultados

6.1) Sexagem dos embrides produzidos por fecundacao in
vitro

Para obtencdo dos embrides produzidos a partir de fecundacgéao in vitro foi
realizado um unico procedimento laboratorial que resultou em quantidade de
blastocistos suficiente para a realizacdo das comparacdes entre 0s sexos. Estes
embrides foram armazenados individualmente e, previamente a manipulagcdo do
RNA, foram sexados aplicando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR; Figura 21).
Na Tabela 7 estdo apresentados os valores numéricos da producao in vitro de
embrides utilizando protocolo padrao do laboratério, descrito anteriormente. Neste
experimento, ndo obtivemos diferencas no numero de embrides machos e fémeas

que alcancaram o estadio de blastocisto eclodido (9° dia de cultivo).

Figura 21. Eletroforese dos fragmentos de DNA amplificados por PCR a partir de
oligonucleotideos iniciadores especificos para identificacdo de machos e
fémeas da espécie bovina. (?) Fragmento de DNA de fémea amplificado
apenas pelo oligonucleotideo especifico para cromossomo X; (3)
fragmentos de DNA de machos amplificados tanto pelo oligonucleotideo

especifico para X quanto especifico para cromossomo Y; (C) controle.
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Tabela7. Niumero de o06citos manipulados e de embrides produzidos por
fecundacgao in vitro utilizando protocolo padrdo do laboratério (M =

embrides machos e F = embrides fémeas).

Desenvolvimento embrionario

NUimero

Experimento de odcitos 2 células 8 células Blastocisto Blastoqlsto Sexagem
eclodido

= 0,

Experimento 1 132 101 (77%) 60 (59%) 39 (39%) 30 (77%) M ~ 16 (53%)

F =14 (47%)

6.2) Amplificacdo do cDNA dos genes de interesse

Apo6s amplificagdo das amostras de cDNA dos embrides no estadio de
blastocisto eclodido produzidos por fecundacéao in vitro e por transferéncia nuclear,
através de PCR em tempo real, foi realizada a confirmacao dos fragmentos obtidos
para cada oligonucleotideo iniciador dos genes XIST, IFN-t, G6PD e HPRT mediante

eletroforese em gel de agarose (Figura 22).

XIST Interferon-t "G6PD . HPRT
8, 7Aphy SBpRy S2eby

- ————

50 pb

Figura 22. Eletroforese dos fragmentos de cDNA amplificados por PCR em tempo
real a partir de oligonucleotideos iniciadores especificos dos genes XIST,

IFN-t, G6PD e HPRT em bovinos.
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Transcritos dos genes GAPDH, XIST, G6PD, HPRT e IFN-t foram detectados em
blastocistos eclodidos com 9 dias de cultivo produzidos tanto por fecundacéao in
vitro quanto por transferéncia nuclear. A expressao relativa destes genes foi
individualmente avaliada em quadruplicata de 16 embrides sendo, oito produzidos
por transferéncia nuclear, quatro machos (TN M) e quatro fémeas (TN F), e oito
produzidos por fecundacéao in vitro, quatro machos (FIV M) e quatro fémeas (FIV F).

O numero de ciclos de amplificacdo de cada amostra suficiente para atingir
o limiar de fluorescéncia (Ct) foi normalizado com o Ct obtido para o gene GAPDH,
fornecendo um valor normalizado. Como o valor de Ct € inversamente proporcional
a quantidade de cDNA inicial, valores maiores significam menores quantidades de
transcritos e vice-versa. Para as comparacdes entre os grupos, embrides produzidos
por fecundacéo in vitro do género masculino (FIV M) foram utilizados como amostra
controle.

Embrides bovinos fémeas produzidos por transferéncia nuclear e fecundacao
in vitro apresentaram maior nivel de expressdo do gene XIST quando comparados
aos embrides machos produzidos pelas mesmas biotecnologias (p < 0,05). No
entanto, embrides machos produzidos por transferéncia nuclear mostraram maior
expressao de XIST comparados com embrides machos produzidos por fecundacao

in vitro (p < 0,05; Figura 23).
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Figura 23. Expressao relativa do transcrito do gene XIST em blastocistos bovinos
produzidos por transferéncia nuclear e por fecundacdo in vitro.
Excepcionalmente para este transcrito, embrides FIV F foram utilizados
como amostra controle para comparagdo com as amostras
investigadas, pois FIV M nao expressou XIST. Letras distintas indicam

diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).
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Ao contrario dos resultados relatados na literatura, a expressdo de G6PD, foi
significativamente maior em embrides machos produzidos por transferéncia nuclear
qguando comparados com embrides fémeas oriundos do mesmo sistema de
producédo e por fecundacéao in vitro (p < 0,05). Embrides machos produzidos por
fecundacao in vitro também apresentaram maior expressao comparados as

fémeas produzidas pelo mesmo sistema (p < 0,05; Figura 24).
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Figura 24. Expresséo relativa do transcrito do gene G6PD em blastocistos bovinos
produzidos por transferéncia nuclear e por fecundagéo in vitro. Letras

distintas indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).

Analisando a expressdo de HPRT, nao foram observadas diferencas significativas
entre 0s sexos, porém a expressao variou entre os sistemas de producado para
embrides fémeas, onde aqueles produzidos por fecundacéao in vitro apresentaram
maior expressao em relacao aos embrides fémeas oriundos de transferéncia nuclear
(p < 0,05; Figura 25).



86

2.500

2.000+

1.500 0.976

1.000

Expresséao

0.500

0.000

FIV M TNM FIV F TNF

Figura 25. Expressao relativa do transcrito do gene HPRT em blastocistos bovinos
produzidos por transferéncia nuclear e por fecundacao in vitro. Letras

distintas indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).

Quanto a expressdo do gene IFN-t foi observada similaridade entre os grupos

estudados, ndo evidenciando diferencas significativas entre eles (Figura 26).
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Figura 26. Expressao relativa do transcrito do gene IFN-t em blastocistos bovinos
produzidos por transferéncia nuclear e por fecundagéo in vitro. Letras

distintas indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).
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7) Discussao

Neste trabalho foi investigado o padréo de expressédo de quatro genes, sendo
trés deles ligados ao cromossomo X, XIST, G6PD e HPRT e o quarto gene, ligado
indiretamente, IFN-t, normalizados com o padrao de expressado do gene constitutivo
GAPDH, em embribes bovinos no estadio de blastocisto eclodido, produzidos por
transferéncia nuclear e por fecundacao in vitro.

Acredita-se que sistemas de producdo de embrides in vitro, tais como
fecundacao in vitro e transferéncia nuclear, provocam anormalidades na expressao
de genes extremamente importantes para o desenvolvimento. Rotineiramente tem
sido relatado que embrides sofrem alteragcdes devido as condicdes de cultivo in
vitro, incluindo os meios de cultivos, a suplementacao protéica e o protocolo de
transferéncia nuclear (WRENZYCKI et al., 1999).

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, além da divergéncia de
expressdo entre embrides machos e fémeas, notou-se que a quantidade dos
transcritos analisados também variou entre as biotecnologias aplicadas, ou seja, a
compensacdo da dosagem dos genes ligados ao cromossomo X variou entre
individuos do mesmo sexo, porém produzidos por transferéncia nuclear e
fecundacao in vitro.

O transcrito de XIST é responsavel pelo sinal citolégico da inativagado durante
o estadio de blastocisto (DE LA FUENTE et al., 1999), porém foi detectado RNA do
gene XIST em pools de embrides machos. Além disso, mesmo apds a expressao de
XIST, niveis dimérficos de transcritos ligados ao X persistem no embrido no estadio de
blastocisto. Dessa maneira, o papel do XIST como precursor da inativagcdo do
cromossomo X durante o desenvolvimento embrionario, ainda permanece
duvidoso.

Neste trabalho, conforme esperado, evidenciou-se maior expressdo do gene
XIST em embrides fémeas tanto produzidos por transferéncia nuclear quanto por
fecundacéao in vitro. Quando se avaliou este mesmo gene para embrides machos
produzidos pelas duas tecnologias, percebeu-se que nos embrides produzidos por
TN a expressdo foi menor que nas fémeas (p < 0,05), j& nos produzidos por
fecundacao in vitro, ndo foi detectada expressdao do gene XIST no estadio de

blastocisto eclodido.
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Peippo et al. (2002), também encontraram transcritos do gene XIST em
embrides bovinos machos, embora um nivel significativamente maior tenha sido
encontrado em fémeas no mesmo estadio de desenvolvimento.

A expressdo génica embrionaria de XIST, por outro lado, foi detectada em
pools de embrides no estadio entre 8 a 16 células, em moérulas e em blastocistos,
porém nao foi observada em embrides com 2 e entre 4 a 8 células. No estadio de
blastocisto a expressao de XIST foi detectada somente em embriées fémeas (PEIPPO
et al., 2002).

RNA de XIST foi detectado em zigotos machos humanos, embrides nas
primeiras clivagens (DANIELS et al., 1997) e blastocisto humanos (RAY et al., 1997) e
camundongos (LEE et al., 1999). Estes dados sugerem que, como XIST foi detectado
em embrides machos e fémeas, exista algum outro mecanismo envolvido na
inativagcao que junto com o transcrito XIST desempenham o papel na escolha do
cromossomo X a ser inativado (DANIELS et al., 1997).

Outras observacfes sugerem que o cromossomo X materno nos embriées
machos de camundongo, além de alojarem o gene XIST, inclui também a sua forma
antisenso, na qual ndo é distinguivel de XIST pelo PCR convencional (LEE et al.,
1999), e desempenha papel na escolha do cromossomo X ativo e inativo (LEE, 2000).

Embora ainda permaneca nédo esclarecido se o gene XIST desempenha ou
nao papel na inativagdo de um dos cromossomos X ou na escolha do cromossomo
X para permanecer ativo, o que esta claro € que em bovinos, assim como em
humanos e camundongos, XIST esta presente em embrides machos e fémeas
durante o periodo pré-implantacao (WRENZYCKI et al., 2002).

Peippo e colaboradores (2002) demonstraram a existéncia de expressao
dimérfica entre alguns, mas nao entre todos 0s genes localizados no cromossomo X
durante o desenvolvimento de morulas e blastocistos produzidos in vitro. Estes
autores sugerem que a equalizacao dos niveis de RNA mensageiro detectado em
machos e fémeas pode ser influenciada por fatores nao necessariamente
relacionados a inativacao de um dos cromossomos X em fémeas.

A expressao do gene XIST em embrides fémeas equilibra o nivel desigual de
expressdo dos genes ligados ao cromossomo X. Assim, a quantidade de transcritos
dos genes G6PD e HPRT, que estdo sujeitos a compensacdo, nao deveriam
diferenciar entre os sexos, a partir do momento em que o gene XIST fosse detectado

nestes embrides.
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Contudo, a partr do momento em que a inativacdo do X propaga-se
durante os véarios ciclos celulares (DE LA FUENTE et al., 1999) e ocorre em diferentes
momentos nas diferentes linhagens celulares (MONK e HARPER, 1979), a equalizacao
dos niveis dos transcritos ocorre gradualmente.

Além disso, a equalizacao tardia dos transcritos entre os sexos deve-se
também ao aumento no nimero de células do estadio de moérula ao estadio de
blastocisto eclodido, pois embrides machos apresentam maior niumero de células
guando comparado aos embrides fémeas produzidos in vitro (YADAV et al., 1993;
RAY et al., 1995).

Ao contrario dos relatos da literatura, a expressao de G6PD encontrada neste
estudo tanto para embrides fémeas produzidos por transferéncia nuclear quanto
para aqueles produzidos por fecundacéo in vitro foi significativamente menor
comparada com embrides machos. Uma possivel explicagcdo para este desvio de
expressao seria o silenciamento do gene G6PD nos dois cromossomos X em parte
das células dos blastocistos fémeas.

N&o subestimando as conseqléncias das falhas na reprogramacao nuclear
de embriGes clones e desconhecendo a extensdo do silenciamento génico e os
possiveis genes comprometidos, apesar de ter sido detectada expressdo normal do
gene XIST, ndo implica que niveis normais dos demais genes sejam encontrados,
visto que existem outras formas de controle da expressdo destes e de outros
transcritos além do processo de inativacao.

Wilmut e colaboradores (1997) observaram que, enquanto em fibroblastos de
pele de clones vivos a ICX ocorreu de forma aleatdria normal, nos clones mortos
observou-se um padrao complexo e inédito de ICX em todos os 6rgaos analisados:
em cada 6rgao, pelo menos dois genes ligados ao X estavam silenciados nos dois
Cromossomaos X.

Porém, Peippo et al. (2002) encontraram niveis dos transcritos para G6PD
significativamente maiores em fémeas do que em machos no estadio de madrula e
blastocisto, sendo que esta diferenca foi aumentada a medida que o embrido
passava do estadio de moérula para o estadio de blastocisto.

Todavia, espera-se que as diferencas nos niveis de expressdo entre machos e
fémeas declinem a medida que o desenvolvimento progride. Contudo, Peippo et
al. (2002) revelaram dados diferentes dos esperados. Por exemplo, niveis similares de

transcritos do gene HPRT foram detectados em pools de moérulas e blastocistos
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machos e fémeas 2 ou 3 trés dias apo6s ser detectada a expressdo de XIST e um ou
dois dias antes de ser detectada a replicacao tardia do cromossomo X inativo (DE
LA FUENTE et al., 1999).

Em nossos resultados, encontramos niveis similares de transcritos do gene HPRT
entre machos e fémeas, porém, variando entre embrides fémeas produzidos por
transferéncia nuclear e por fecundacdo in vitro. Neste caso, como foram
detectado niveis maiores de HPRT em embrides fémeas produzidos por FIV em
comparacao aos clonados, acredita-se que este gene ainda nao tenha sido
slenciado em um dos cromossomos X em parte das células embrionarias, pois,
como descrito anteriormente, a equalizacdo dos niveis dos transcritos ocorre
gradualmente.

Peippo et al. (2002) encontraram niveis maiores de HPRT em fémeas nos
estadios de moérula e blastocisto que em machos, porém, ao contrario dos niveis de
G6PD, eles nao diferiram significativamente.

A quantidade observada de RNA mensageiro de G6PD foi similar entre
embrides machos e fémeas no estddio de 2 células anteriormente a ativagcdo do
genoma embrionario (LONERGAN et al., 2000), mas maior em fémeas que em
machos no estadio de blastocisto (GUTIERREZ-ADAN et al., 2000; LONERGAN et al.,
2000).

O nivel do transcrito do gene HPRT também foi similar entre embrides bovinos
no estadio de 2 células machos e fémeas (LONERGAN et al.,, 2000), mas em
contraste com o estudo de Peippo et al. (2002) foi significativamente maior em
fémeas do que em machos no estadio de blastocisto (GUTIERREZ-ADAN et al., 2000;
LONERGAN et al., 2000).

Estas observacdes sao sugestivas de que o processo de compensacao de
expressdo dos genes para HPRT ocorre no estadio de moérula, mas para G6PD o
processo esta incompleto. Na fase de blastocisto, na presenca do XIST sugere-se
qgue tenha sido iniciada a inativacao do cromossomo X a partir do CIX e
propagacao ao longo do cromossomo X selecionado para inativacao (LYON, 1991).
Aqueles locais tais como HPRT que estdo mais proximos ao CIX deveriam mostrar
sinais de inativacdo e compensacao de expressao anteriormente aqueles situados
mais distantes do CIX, tais como o G6PD.

A metilacdo padrdo do cromossomo X em camundongos suporta esta

hipotese de propagacao linear da inativagado do X a partir do CIX (GOTO e MONK,
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1998). Contudo, tanto o aumento quanto a diminuicdo na diferenca dos niveis de
RNAmM para HPRT e G6PD entre machos e fémeas nos estadios de moérula e
blastocisto apresentados por Peippo et al. (2002), e os efeitos da expressdo de HPRT
e G6PD na producao dos embrides relatados em outros trabalhos (GUTIERREZ-ADAN
et al.,, 2000; LONERGAN et al., 2000; LUCAS-HAHN et al., 2001) sugerem que outros
fatores além da inativagcdo podem estar envolvidos na equalizacao da expressao
entre machos e fémeas.

A estabiidade do RNA mensageiro do HPRT em embribes bovinos ndo esta
esclarecida. Tem sido mostrado que a estabilidade do mensageiro associada com
a poliadenilacao do transcrito esta relacionada ao potencial de desenvolvimento
nos o6citos bovinos (BREVINI-GANDOLFI et al., 1999) e que os niveis de transcritos do
HPRT sdo maiores em embrides de alta capacidade de desenvolvimento em
sistemas de producao in vitro (LONERGAN et al., 2000).

Além disso, em camundongos, tem sido demonstrado que a expressao de
HPRT é mais intensa no cromossomo X materno do que no paterno (MOORE e
WHITTINGHAM, 1992). Por esta razado os niveis similares de transcritos do HPRT em
morulas e blastocistos poderiam refletr a estabiidade da mensagem, baixo
metabolismo de HPRT e baixo nivel de transcricdo do cromossomo X paterno em
embrides fémeas mais propriamente que a compensacdo provocada pela
inativacao do X.

No caso do G6PD, Lucas-Hahn e co-autores (2001) relataram que enguanto
0s niveis de G6PD foram maiores em blastocistos bovinos fémeas produzidos in vitro
do que em machos, os niveis encontrados para machos e fémeas produzidos in vivo
foram similares. Desta maneira, acredita-se que o periodo de inativacdo do X ou a
sintese e acumulacao de transcritos diferem entre os embrides produzidos in vivo e
in vitro e preferencialmente sdo susceptiveis a influéncia do ambiente.

Dada a importancia de G6PD no estresse oxidativo, embrides e fetos que
apresentam deficiéncia de G6PD sao mais susceptiveis ao estresse oxidativo que 0s
demais individuos (RIEGER, 1992). Neste trabalho, como foi evidenciado menor nivel
de G6PD em embrides fémeas, acredita-se que as baixas taxas de formacao de
blastocistos, bem como, maior taxa de morte durante a gestacao possam estar
correlacionados com a deficiéncia na expressao deste gene.

Por outro lado, a deficiéncia na expressédo de G6PD em embriGes fémeas nao

pode ser atribuida somente ao evento de inativacao do cromossomo X, visto que, a
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expressao de XIST e HPRT ocorreu de forma normal em relacdo aos machos.
Acredita-se que, além da inativacao, ocorreu um efeito de sistema in vitro, uma vez
que, em cultivo, os embrides sdo expostos as condicdes do ambiente, por exemplo
a concentracdo de glicose no meio, que podem alterar a expressao de genes
importantes ao desenvolvimento, neste caso, sendo mais susceptivel nas fémeas.

Embries bovinos, como também de outras espécies, sao sensiveis ao estresse
oxidativo. Sabendo-se que a expressao de G6PD é maior em morulas e blastocistos
fémeas do que em machos (IWATA et al., 2002; GUTIERREZ-ADAN et al., 2000), é
concebivel que a menor producao de IFN-t por machos seja consequéncia da
maior sensibiidade de machos ao estresse oxidativo.

Alternativamente, a maior producao de IFN-t por fémeas pode ser
favorecida pelo aumento de G6PD e esta associada ao aumento do fluxo da via
pentose-fosfato. Dados da literatura revelam que as atividades de véarios fatores de
transcricao sao sensiveis ao estado redox do meio celular (MOREL e BAROUTI, 1999;
WENGER, 2000; HADDAD, 2002).

Observou-se, neste trabalho, que embrides bovinos submetido a transferéncia
nuclear e fecundacéao in vitro ndo diferiram em relacdo a expressdo de IFN-t no
estadio de blastocisto eclodido, apesar das diferencas na expressao de G6PD.
Neste caso, mesmo com o baixo nivel de expressdo de G6PD pelos embrides
fémeas, ndo foi suficiente para influenciar na transcricao de IFN-t.

Kimura et al. (2004) relataram que conceptos no 14° dia do desenvolvimento
produzram em média cerca de 150.000 vezes mais IFN-t que blastocistos
expandidos no 9° dia de cultivo, embora maior variabilidade tenha sido encontrada
entre os conceptos. O dimorfismo sexual evidente entre os blastocistos no dia 8 e 9
de cultivo aparentemente nao persistiu durante a progressao do desenvolvimento.

Além disso, estes mesmos autores verificaram que o peroxido de hidrogénio
(H202) e altas concentracBes de O: no sistema de cultivo, e inibidores de G6PD
como desidroepiandrosterona (DHEA) e 6-aminonicotinamida (6-AN), reduziram
acentuadamente a producao de IFN-t por blastocistos bovinos, tendo ambos 0s
suplementos, um maior efeito nas fémeas do que em machos. Em consequéncia, a
expressao sexualmente dimoérfica de IFN-t foi abolida pelo uso dos tratamentos.

Estes efeitos, particularmente aqueles mediados pelo 6-AN, n&o
comprometeram a qualidade ou o progresso do desenvolvimento, pois muitos

blastocistos eclodiram tanto na presenca quanto na auséncia dos inibidores
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(KIMURA et al., 2004). Além disso, o tratamento com 6-AN, nao levou a reducao no
nuamero de células nos blastocistos em cultivo.

DHEA é inibidor especifico de G6PD, ligando-se diretamente a enzima e
agindo num dominio ndo competitivo (GORDON et al., 1995), 6-AN € iniciaimente
metabilizada a 6-amino-NAD(P+), um componente que competitivamente inibe um
nuamero de reacdes que utilizam NADP+, incluindo duas enzimas limitantes da via
pentose-fosfato, 6-fosfogluconato desidrogenase, e G6PD (KOHLER et al., 1970).
Ambos componentes, embora apresentando diferentes modelos de acdo, agem
para reduzir o fluxo de G6PD diretamente nas etapas oxidativas da via pentose-
fosfato e alterar o balanco redox dos embrides (HARVEY et al., 2002).

Os dados do trabalho de KIMURA e colaboradores (2004) sugerem que a
producéo sexualmente dimorfica de IFN-t observada entre blastocistos bovinos é
uma consequéncia direta da dosagem relativa ao cromossomo X no trofectoderma
de embrides machos e fémeas e a maior atividade de G6PD em fémeas.

Como em embrides bovinos, a inativacdo do X inicia-se no estadio de
blastocisto e completa-se no 14° dia do desenvolvimento (DE LA FUENTE et al., 1999),
a expressao sexualmente dimoérfica de IFN-t € também perdida entre os dias 08 e 14
entre os conceptos produzidos in vivo (KIMURA et al., 2004), uma observacao que
esta claramente consistente com a hipdtese da dosagem compensatodria.

Estes experimentos consistentemente correlacionam o brago oxidativo da via
pentose-fosfato e producao de IFN-t, embora um mecanismo l6gico esteja longe
de atingir o 6bvio.

O gene IFN-t € autossdmico, formando um grupo com outro gene, IFN tipo-I,
no cromossomo 8 em bovinos (RYAN e WOMACK, 1993). Portanto, a compensacao
da dosagem de genes é um improvavel mecanismo para explicar a maior
expressdo de IFN-t em embrides fémeas, onde no 10° dia de desenvolvimento,
apresenta menor numero de células que machos da mesma idade. Outra
possibilidade € que um ou mais fatores que controlam a transcricao de IFN-t sejam
sensiveis ao estado redox da célula e mais ativos quando a concentracdo de

NADPH esta alta.
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8) Modelos Hipotéticos

A partir dos resultados obtidos e discutidos neste trabalho, pode-se sugerir que
a velocidade da progressédo do evento de inativacdo de um dos cromossomos X
em fémeas seja maior nos embrides produzidos por transferéncia nuclear quando
comparados aqueles produzidos por fecundacao in vitro, visto que, a expressao do
gene HPRT por fémeas FIV foi maior comparada as fémeas TN que por sua vez foi
semelhante aos machos. Este atraso no equilibrio da expressdo génica entre fémeas
FIV e fémeas TN colabora com a sugestdo de que este processo possa ser
consequéncia de uma memodria genética do nucleo da célula somatica utilizada
na transferéncia nuclear que, por sua vez, ja passou pelo mesmo processo de

inativacdo do cromossomo X (Figura 27).
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Figura 27. Modelo hipotético proposto da velocidade da progressao do evento de
inativacdo do cromossomo X em embrides fémeas produzidos por

transferéncia nuclear (TN) e por fecundacéo in vitro (FIV).
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Por outro lado, acredita-se que o0 processo de silenciamento génico nao
ocorra isoladamente, mas € dependente das condicbes ambientais fornecidas
durante a progressao do desenvolvimento embrionario in vitro.

Além do controle transcricional convencional a que sao submetidos machos
e fémeas, o meio de cultivo utilizado na producéao in vitro afeta o desenvolvimento,
interferindo no metabolismo ou na expressdo de genes importantes para o
desenvolvimento, podendo influenciar no desenvolvimento embrionario, fetal e
placentario em bovinos (BAVISTER, 1995; NIEMANN e WRENZYCKI, 2000).

Desta maneira, sugere-se que a baixa expressdo de G6PD por embrides
fémeas, esta relacionada a falta de glicose no meio de cultivo, pois, ao contrario
dos machos, as células embrionarias femininas possuem todos 0s componentes
necessarios para o silenciamento dos genes no cromossomo X, dispensando, assim,

a transcricdo de G6PD na auséncia de glicose (Figura 28).
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Figura 28. Modelo hipotético da expressdo de G6PD durante o desenvolvimento

embrionario frente a disponibilidade de glicose no meio de cultivo.
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9) Conclusdes

1) Embrides machos e fémeas submetidos a transferéncia nuclear diferem na
expressdo de genes localizados no cromossomo X no estadio de blastocisto

eclodido.

2) Embrides fémeas oriundos de transferéncia nuclear sdo mais susceptiveis a
falhas durante a reprogramacao provavelmente em virtude da inativacdo do

cromossomo X e ao comprometimento de genes essenciais ao desenvolvimento.

10) Perspectivas

Sugere-se a existéncia de outros fatores que influenciam na expressdo de
genes ligados ao cromossomo X além do processo de inativagcdo, como a escolha
do X paterno ou do X materno para permanecer ativo, bem como as condi¢cdes do

ambiente de um sistema in vitro.
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