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RESUMO

A técnica de transferéncia nuclear é uma ferramenta que possibilita a producéo de
embrides clones que podem ser utilizados tanto na clonagem reprodutiva,
proporcionando o nascimento de produtos, como modelo para o estudo de diversos
mecanismos fisiolégicos durante o desenvolvimento embrionario. Este trabalho teve
como objetivos a otimizacdo da técnica de clonagem no Laboratorio de Embriologia e
Biotécnicas de Reproducdo (FAVET, UFRGS), avaliar a taxa de sucesso da clonagem
interespécie, e testar e eficiéncia da utilizagdo de odcitos vitrificados como citoplasmas
receptores para a reconstrucdo dos embrides clones, sendo realizado em trés etapas. A
primeira teve por objetivo o estabelecimento da técnica de clonagem, bem como sua
otimizacdo nas nossas condigdes, dando condigbes para que 0S experimentos
subsequientes pudessem ser realizados. Para isto foram realizados experimentos in vitro
comparando diferentes meios de manipulacdo, sistemas de ativagdo quimica, meios de
cultivo e fontes protéicas no cultivo dos embrides, e células oriundas de diferentes
origens e animais como doadores de nucleo. Os resultados obtidos in vitro alcangaram
taxas de 64,7% de clivagem e de 19,5% de blastocistos. Um grupo de embrides foi
transferido para receptoras (n=24), e foram observadas 54,2% de prenhezes aos 35 dias,
8,3% de prenhezes aos 260 dias e 4,2% de nascimentos. A segunda parte dos
experimentos teve por objetivo a producdo de clones interespécies utilizando o
citoplasma bovino como receptor para células ovinas, caprinas e suinas. As taxas de
clivagem nos grupos NTSCi ovino (60,3%), caprino (68,4%) e suina (57,1%) ndo
diferiram dos grupos controles NTSC bovino. A taxa de blastocisto observada nos
embrides NTSCi ovinos (10,3%) foram semelhantes as taxas observadas no grupo
NTSC bovino (12,7%). No grupo NTSCi caprino, 5,3% dos embrides chegaram ao
estadio de blastocisto, enquanto que no grupo NTSCi suino ndo houve desenvolvimento
até o estadio de blastocisto. Na terceira parte do trabalho, experimentos visando a
utilizacdo de odcitos vitrificados imaturos com citoplasma receptor foram realizados.
Foram submetidos a maturagdo 764 complexos cumuli-oocitos vitrificados, e 73,0%
destes foram recuperados apds o desnudamento e 46,8% apresentavam corpulsculo
polar, taxas significativamente inferiores as observadas nos oocitos nédo vitrificados
(91,4% e 65,8%, respectivamente). As taxas de sobrevivéncia apos a micromanipulagdo
(77,8%), taxa de fusdo (82,1%) e de sobrevivéncia apds a ativagdo (79,9%) do grupo
vitrificado n&o apresentaram diferenga significativa com o grupo controle ndo
vitrificado. As taxas de blastocistos também nédo apresentaram diferenca entre 0s grupos
vitrificado e n&o vitrificado (16,7% e 23,4%) respectivamente. Em resumo, 0S
resultados deste trabalho demonstraram que odcitos bovinos frescos ou vitrificados, nas
nossas condicOes estabelecidas, foram capazes de suportar o desenvolvimento de
embrides clones bovinos até o estadio de blastocisto ou a termo, e proporcionam
citoplasmas compativeis para o desenvolvimento de embribes clones interespécie até o
estadio de blastocito.



ABSTRACT

Somatic cell nuclear transfer (NTCS) procedures is a valuable tool for the
production of clone embryos for use in reproductive cloning, by providing the birth of
live animals, and for use as a research model, allowing the study of physiologic
mechanisms during the embryonic development. This work aimed to optimize cloning
procedures at the Embryology and Reproductive Technology Laboratory (FAVET,
UFRGS), to evaluate the success rate of interspecies cloning, and to test the
effectiveness of vitrified oocytes as recipient cytoplasm for embryo reconstruction,
being carried out in three stages. The first stage was focused on the establishment of the
cloning technique and the optimization of procedures and conditions in the lab so that
the subsequent experiments could be accomplished. Thus, in vitro experiments were
performed to compare different manipulation media, chemical activation systems,
manipulating media, source of protein supplementation to the embryo culture media,
and distinct cell types and genotypes. The mean cleavage and blastocyst rates obtained
after conditions were optimized were 64.7% and 9.5%, respectively. Pregnancy rates on
Days 35 and 260 of gestation and calving rate at term following the transfer of a group
of embryos to synchronous recipient cows (n=24) were 54.2%, 8.3% and 4.2%,
respectively. The second stage of the study evaluated the success rate of the production
of interspecies clones (NTSCi) using the bovine oocyte as recipient cytoplasm for
transferred nuclei from ovine, caprine or porcine cells. Cleavage rates using ovine
(60.3%), caprine (68.4%) and porcine (57.1%) nuclei did not differ from controls
(bovine nuclei). Blastocyst rates observed for NTSCi embryos using ovine nuclei
(10.3%) were similar to those observed in the bovine NTSC group (12.7%). The
NTSCi-caprine group reached a 5.3% blastocyst rate, whereas no development to the
blastocyst stage was observed when using porcine cells as nucleus donor. In the third
stage of this work, experiments evaluated the efficiency of vitrified bovine oocytes as
recipient cytoplasms for cloning by TNCS. Following vitrification and warming, 764
cumulus-oocyte complexes were in vitro-matured. A total of 73.0% was recovered after
cumulus removal, with 46.8% presenting visible polar bodies, which were significantly
lower than rates observed in non-vitrified oocytes (91.4% and 65.8%, respectively).
However, survival rates following micromanipulation (77.8%), fusion rates (82.1%) and
survival after activation (79.9%) of oocytes were not different from the control group
(non-vitrified oocytes). In addition, blastocyst rates did not differ between vitrified and
non-vitrified groups (16.7% and 23.4%, respectively). In summary, results from this
study demonstrated that fresh or vitrified bovine oocytes, under our optimized
conditions, were able to support development of bovine clone embryos to the blastocyst
stage or to term, and provided a compatible cytoplasm for the development of
interspecies clone embryos to the blastocyst stage.
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1 INTRODUCAO

A técnica de transferéncia nuclear com ceélula somatica desperta grande interesse
na comunidade cientifica hd muitos anos, entretanto, com o nascimento da Dolly o
interesse por esta metodologia ultrapassou as fronteiras da ciéncia e alcangou o publico

em geral.

A clonagem reprodutiva é uma ferramenta que possibilita a producdo de
individuos idénticos, e hoje em dia vem sendo empregada como ferramenta para a
multiplicacdo de individuos de alto valor zootécnico. Além disto, alguns grupos de
pesquisa vém utilizando a clonagem reprodutiva como alternativa para a reproducéo de
animais selvagens. Outra aplicacdo da técnica de transferéncia nuclear é a sua utilizagéo
como modelo para o estudo de diversos mecanismos fisiolégicos durante o
desenvolvimento embrionario, fetal e neonatal. O grande obstaculo da clonagem
reprodutiva para sua aplicacdo em grande escala é a sua eficiéncia que ainda é muito
baixa, especialmente, quando analisamos a eficiéncia in vivo. Apesar de embrides
clones proporcionarem taxas de prenhezes iniciais relativamente satisfatorias, as perdas
ao longo da gestacdo e mortalidade neonatal sdo muito altas. Esta alta mortalidade pode
ser vista como um aspecto negativo do ponto de vista econdbmico e comercial.
Entretanto, também pode ser vista como um aspecto positivo do ponto de vista
cientifico, uma vez que inimeros conhecimentos foram gerados na tentativa de
solucionar tais problemas e diversos campos da ciéncia vém surgindo e se consolidando
em fungdo disto, especialmente as areas que tentam entender aspectos especificos da
fisiologia da gestacdo e da neonatologia bovina. Muitos aspectos in vitro também estéo
sendo estudados utilizando-se o modelo da transferéncia nuclear, tais como a

heteroplasmia e os mecanismos epigenéticos envolvidos na reprogramacao celular.

Apesar dos resultados in vitro ainda serem muito baixos e inconstantes, 0s
resultados in vitro tendem a ser mais homogéneos. Entretanto, fases com baixa
eficiéncia ou com a completa auséncia de resultados séo relatadas por inmeros grupos
de pesquisa. Isto mostra que muitos fatores que interferem diretamente sobre o0s
resultados estdo fora do controle dos pesquisadores, tendo em vista que para 0 SUCesso
desta técnica, muitas varidveis de dificil controle podem interferir. Desta maneira, a
implementacdo desta técnica em um determinado laboratorio ndo requer apenas a

simples execugdo de um protocolo, mas sim a otimizacdo das técnicas empregadas e a
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adequacao as diferentes condicGes. Além disto, os problemas observados in vivo tendem
a ser diferentes em cada grupo de pesquisa e ainda diferentes em cada individuo
nascido, sem aparente correlagdo com o protocolo utilizado. Desta maneira, 0
estabelecimento de um protocolo que seja pratico e eficiente é a primeira etapa que deve
ser executada pelo laboratorio que deseja utilizar esta tecnologia. O objetivo primario
deste trabalho foi atender esta exigéncia, estabelecendo um protocolo adequado para a
rotina de clonagem que permita a producdo in vitro de embribes transferiveis para

receptoras.

A segunda etapa do trabalho teve por objetivo a producdo de embrides clones
interespécie, uma vez que 0 interesse por esta tecnologia vem crescendo em nivel
mundial, tendo por objetivo final a utilizagdo desta estratégia para a possivel
preservacao de espécies ameagadas. Além disto, a utilizagdo de odcitos bovinos como
citoplasma receptor para espécies domésticas pode servir para a clonagem de espécies
cuja obtencdo de odcitos ou a maturacdo in vitro representem uma dificuldade. A
clonagem interespécie com espécies domésticas também pode servir de modelo, tanto
para 0 uso com espécies selvagens como para o estudo do comportamento mitocondrial

nos embrides clones.

A terceira parte desta tese foi a utilizacdo de odcitos vitrificados antes da
maturacdo como fonte de citoplasma receptor para a clonagem. Varia¢fes sazonais e a
grande distancia entre abatedouros e os laboratérios que realizam clonagem podem
representar uma dificuldade préatica na execucdo da técnica. A possibilidade de
armazenamento de oocitos nos periodos mais favoraveis e sua posterior utilizacdo nos
periodos mais criticos representa um grande avango na execucdo desta tecnologia.
Apesar de ndo haver relato na literatura internacional referindo a utilizacdo de odcitos
imaturos na clonagem, optamos por este tipo de odcito justamente por dispensar uma
estrutura laboratorial complexa para sua criopreservacdo, podendo ser transportado apds

a criopreservacdo com tranqiilidade até o laboratorio.

Os dados aqui apresentados representam o primeiro trabalho com esta técnica no
Laboratério de Embriologia e Biotécnicas da FAVET/UFRGS, abrindo espaco para

futuros experimentos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histdrico da Clonagem

A reproducdo assexuada € utilizada por plantas, bactérias, fungos e protozoérios e
garante a manutengdo de individuos evolutivamente adaptados ao meio. A reproducédo
sexuada proporciona um aumento na diversidade genética, favorecendo 0s processos

evolutivos.

A palavra clone deriva do termo grego klon que significa broto. Como definicéo, a
clonagem é uma maneira de reproducdo assexuada, ou seja, sem 0 envolvimento de

gametas, onde os individuos gerados sdo geneticamente idénticos.

Desta maneira, quando temos individuos com a mesma carga genética podemos
chama-los de clones, como é o caso de gémeos idénticos. Este processo pode ser ao
acaso, como ocorre na maioria dos mamiferos, incluindo os humanos e bovinos, ou
controlado, como ocorre em espécies de tatu, onde todos os filhotes de uma ninhada séo

gémeos idénticos (Foote, 2002).

Vérias metodologias foram descritas para a producdo de clones. Dentre elas
podemos citar, a biparticdo de embrides, utilizada atualmete de maneira comercial em
programas de transferéncia de embrides. Esta metodologia foi inicialmente utilizada por
Moustafa e Hahn em 1978 para divisdo de madrulas murinas e resultou no nascimento de
gémeos idénticos (Foote, 2002). A desagregacdo de blastdbmeros também foi utilizada,
experimentalmente, na producdo de clones de ovelhas no final da década de 70 e inicio
da década de 80. Steen Willadsen desagregou 5 embrides de ovelhas no estadio de 2-
células e obteve o nascimento de 10 cordeiros (Willadsen, 1979). Posteriormente, em
outro experimento, desagregou um embrido de 8-células e obteve o nascimento de 5
cordeiros (Willadsen, 1981).

Atualmente, o termo clonagem é associado a técnica de transferéncia nuclear
(NT). Por esta metodologia, o nucleo de uma célula doadora é transferido para um
citoplasma enucleado, ou seja, uma célula sem DNA gendmico, onde ocorre 0
desenvolvimento embriondrio. Inicialmente, esta técnica foi utilizada em anfibios e
resultou no desenvolvimento de embrides de rd (Rana pipiens) (Briggs e King, 1952).
Dez anos mais tarde, em 1962, John Gurdon produziu rds adultas férteis (Xenopus
laevis) utilizando a transferéncia nuclear (Gurdon e Byrne, 2004).
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Apesar do sucesso na utilizacdo da transferéncia nuclear em anfibios, o inicio da
aplicacdo desta técnica em mamiferos surgiu com muitas controvérsias. Em 1981,
Illmensee e Hoppe obtiveram nascimentos de camundongos produzidos por NT
utilizando, como células doadoras, células do botdo embrionario (llimensee e Hoppe,
1981). Entretanto, outros pesquisadores ndo conseguiram repetir estes resultados e
durante alguns anos este trabalho foi alvo de questionamento cientifico, suspeito de
fraude (Marx, 1983b; Marx, 1983a; Newmark, 1983).

Em 1986, Willadsen utilizou blastdmeros desagregados de embriGes ovinos no
estadio de 8-células como células doadora de nucleo na transferéncia nuclear
(Willadsen, 1986). Como os relatos de Illmensee sobre camundongos ndo puderam ser
repetidos, muitos autores consideram as ovelhas de Willadsen como 0s primeiros
mamiferos clonados por transferéncia nuclear (Wilmut et al., 2000). O relato de
Willadsen mostrou que a técnica de transferéncia nuclear utilizando células
embrionarias possibilita o nascimento de produtos viaveis em mamiferos. Entretanto,
apenas células totipotentes haviam sido utilizadas na clonagem, e o dogma do uso de
células diferenciadas foi quebrado apenas em 1995, quando Campbell e colaboradores
obtiveram o nascimento de dois cordeiros, Megan e Morag, nascidos a partir de células
embrionarias cultivadas e diferenciadas in vitro. Portanto, células diferenciada, foram
reprogramadas e deram origem a um individuo (Campbell et al., 1996; Campbell,
2007).

Em 1996, com o nascimento da ovelha Dolly, outro dogma foi quebrado pelo
mesmo grupo de pesquisadores, comprovando a viabilidade de produzir clones a partir
de celulas diferenciadas de animais adultos (Wilmut et al., 1997). Um ano mais tarde,
em 1997, no mesmo instituto, nasceu Polly, o primeiro mamifero transgénico produzido
por transferéncia nuclear. A ovelha Polly foi produzida a partir de fibroblastos fetais
cultivados in vitro e transfectados com o gene do fator IX de coagulagdo humano
(Schnieke et al., 1997). Até este momento animais transgénicos tinham sido obtidos
apenas pela técnica de microinjecdo de DNA. Com este avanco, a clonagem por
transferéncia nuclear pode ser considerada como uma ferramenta para a produgédo de

animais transgénicos (Campbell, 2007).

A partir destes trabalhos bem sucedidos, foi possivel o nascimento de clones em
muitas espécies domésticas e algumas selvagens, tais como bovinos (Kato et al., 1998),

camundongos (Wakayama et al., 1998), caprinos (Baguisi et al., 1999), suinos
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(Polejaeva et al., 2000), carneiro montés da Europa (Loi et al., 2001), bisdo indiano
(Vogel, 2001), gato domeéstico (Shin et al., 2002), coelho (Chesne et al., 2002), cavalo
(Galli et al., 2003), rato (Zhou et al., 2003), mula (Woods et al., 2003), gato selvagem
(Gomez et al., 2004), boi de Java (Janssen et al., 2004), cdo (Lee et al., 2005), furdo (Li
et al., 2006b) e lobo cinzento (Kim et al., 2007).

2.2 Ciclo Celular e sua Regulacao

O maior conhecimento dos eventos do ciclo celular permitiu que animais clones
fossem produzidos a partir de células diferenciadas e cultivadas in vitro (Campbell et
al., 1996; Wilmut et al., 1997).

2.2.1 Ciclo Mitético

Os dois maiores processos, comuns a todos os ciclos celulares, sdo as fases “S”
(sintese) quando os cromossomos sao replicados e a fase “M” (mitose e citocinese)
quando os cromossomos replicados séo divididos em duas celulas filhas. O intervalo
entre as fases “S” e “M” é chamado de “G2” (Gap 2 ou intervalo 2). Em muitos casos,
existe um intervalo de tempo entre a fase “M” e a proxima fase “S”, denominado “G1”
(Gap 1 ou intervalo 1) e algumas células podem parar o processo de divisdo e entrar em

uma fase chamada GO, conforme figura abaixo (Doree e Hunt, 2002).

61
——
Mitose

G0

Figura 1. Fases do ciclo celular. Adaptado de www.cellsalive.com.

As fases G1, S e G2 séo consideradas como interfase, onde o envelope nuclear
esta presente e 0s cromossomos aparecem descondensados. E na interfase que ocorre a

sintese de RNAs mensageiros (MRNA), sintese protéica e 0 aumento do tamanho da
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célula. Desta maneira, a célula com seu DNA duplicado entra na fase M que pode ser

dividida em mitose e citocinese. As fases da mitose estéo ilustradas na Figura 2.

Apbs a citocinese, a célula pode continuar o processo de divisdo ou parar sua
proliferacdo. Os parametros bioquimicos das células que entram em *“quiescéncia” ou
GO permanecem pobremente entendidos. Entretanto, aquelas que continuam a se
proliferar avangam na fase G1 (Malumbres e Barbacid, 2005). O ciclo celular apresenta
varios pontos de checagem e o progresso entre as fases do ciclo celular é controlado por
quinases dependentes de ciclinas (CDKs). A atividade destas quinases varia de acordo
com o progresso do ciclo celular, levando diretamente a mudangas ciclicas na
fosforilacdo de proteinas intracelulares que iniciam ou regulam os principais eventos do
ciclo celular — replicacdo do DNA, mitose e citocinese (Alberts et al., 2004). As CDKs
sdo reguladas por ciclinas especificas de acordo com a fase do ciclo celular (Malumbres
e Barbacid, 2005).

| Interfase

= Citocinese

| Préfase

1 Metdfase

Andfase

Figura 2. Fases da mitose. A mitose pode ser dividida em: profase, onde os
cromossomos replicados (cromatides-irma) se condensam, o fuso mitético se forma e o
envelope nuclear permanece intacto; prometafase, onde ocorre a quebra do envelope
nuclear e os cromossomos ligam-se aos microtubulos do fuso; metafase, em que os
cromossomos ficam alinhados na regido equatorial do fuso mitético; anafase, onde as
cromatides-irma se separam sincronizadamente para formar dois cromossomos filhos; e
telofase, em que os dois conjuntos de cromatides-irmd chegam aos poélos e se
descondensam, ocorre a sintese do novo envelope nuclear e a divisdo do citoplasma se
inicia. Na citocinese, o citoplasma é dividido e duas células filhas idénticas se formam.
Adaptado de www.cellsalive.com.
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2.2.2 Ciclo Meibtico

A meiose € um tipo especial de divisdo celular que reduz pela o numero de
cromossomos e ocorre com as células germinativas durante a formagéo de gametas. O
processo é semelhante a mitose, porém, envolve duas divisdes celulares consecutivas
(meiose | e meiose 1), com apenas uma etapa de replicacdo. Desta maneira, a partir de
uma celula diploide sdo formadas quatro células haploides diferentes uma da outra. Na
profase da meiose |, ocorre a recombina¢do cromossdmica ou crossing over, que
garante a diversidade entre as células produzidas. A segunda etapa (meiose Il) €
equacional, ou seja, ocorre sem que haja a fase S, ocorrendo assim a diminuicdo do
nimero de cromossomos (Alberts et al., 2004). A regulacdo da meiose é realizada por

uma série de proteino-quinases.
2.2.2.1 O MPF e sua Regulagéo

O Fator Promotor da Maturacdo (MPF - Maturation Promoting Factor ou M-
Phase Promoting Factor) atua em células somaticas durante a mitose e nos odcitos
durante a meiose promovendo a quebra do envelope nuclear, induzindo a condensagéo
da cromatina e participando da formacéo do fuso meidtico (Madgwick e Jones, 2007). O
MPF é uma serino/treonino-quinase da classe das quinases dependentes de ciclina
(Cdks), também chamado de complexo Cdk1/Ciclina B. A forma ativa do MPF ¢
composta por uma subunidade catalitica e outra regulatoria. A subunidade catalitica é
formada pela Cdkl ou p34°®*kinase, é estavel e tem sua concentragdo constante. A
subunidade regulatéria é a Ciclina B1 que é instavel, sendo constantemente degradada e
sintetizada sendo a responsavel pelo controle fino da atividade do MPF (Williams,
2002).

O Cdkl1, componente catalitico do MPF, regula o ciclo celular através da
fosforilagdo de componentes celulares. A fosforilagdo da histona H1 (Choi et al., 1991)
induz a condensacdo da cromatina (Meinecke e Krischek, 2003). No citoesqueleto, o
MPF atua fosforilando os filamentos intermediarios, desestabilizando a lamina nuclear

induzindo o rompimento do envelope nuclear (Dessev et al., 1991).

O controle da atividade do MPF é realizado pela concentracdo da unidade
regulatoria Ciclina B1. A Ciclina B1 esta sendo constantemente sintetizada, entretanto,
sua degradacdo é desencadeada pela atividade ubiquitina—ligase do “complexo promotor

de anafase/ciclosomo” (APC/C). E o equilibrio entre a sua sintese e sua degradacdo é
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que determina a sua concentracdo e a conseqiente atividade do MPF (Madgwick e
Jones, 2007). A ubiquitinizacdo e conseqliente degradacdo da Ciclina B é inibida pelo
CSF ou fator citostatico (Hansen et al., 2007). O CSF é formado por uma série de
componentes tais como c-mos, MEK, MAPK e Emi2, entretanto, a sua exata

composicao ainda é desconhecida (Madgwick e Jones, 2007).

Sabe-se também que os componentes do CSF séo desestabilizados na presenca de
alta concentracio de Ca*™. Além disto, a atividade do APC/C é aumentada até 6 vezes
na presenca de Ca*? (Madgwick e Jones, 2007). Em Gltima analise, 0 Ca*? desempenha
um papel fundamental no controle destes eventos do ciclo celular, de maneira que a
elevacdo da concentragdo do Ca™ citoplasmatico induz a diminuicdo dréstica da
atividade do MPF.

2.2.2.2 Cascata MAPK

Outra proteino-quinase importante na regulacdo da meiose é a mitogen-activated
protein quinase (MAPK), também denominada de extracellular regulated kinase
(ERK). Apesar de sua atividade néo ser suficiente para manter a progressao da meiose
sozinha (Fan e Sun, 2004), juntamente com o MPF, a MAPK desempenha um papel
importante na transicdo da meiose | para a meiose Il e durante a manutencdo da
metéfase 11 (MII) até a fecundacgédo (Motlik et al., 1998). Ela é ativada, por fosforilacdo
durante a maturacdo do odcito e estd envolvida na regulagdo dos microtubulos (Motlik
etal., 1998).

A MAPK é uma serino/treonino quinase que requer a fosforilagdo em seus
residuos de treonina-183 e tirosina-185 para estar ativa (Fan e Sun, 2004). Ela é ativada
por sinais extracelulares especificos (como fatores de crescimento) que pertencem a
diferentes vias de sinalizagdo. Por esta razdo, MAPK é também chamada de ERK
(Meinecke e Krischek, 2003). O sinal intracelular consiste de uma cascata de enzimas
especificas. A fosforilacdo dos residuos treonina-183 e tirosina-185 é realizada pela
MEK (também chamada de MAPK quinase, MAPK-ERK quinase). MEK é ativada por
fosforilagdo promovida pela proteino-quinase Mos, produto do proto-oncogene c-mos
(Fan e Sun, 2004).

A MAPK fosforilada estd associada com a formacéo do fuso, de maneira que a
cascata da MAPK ndo é necessaria para a retomada da maturacdo, mas sim para a

dindmica dos microtubulos no fuso meiotico (Meinecke e Krischek, 2003).
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A MAPK desempenha inimeras funcdes nucleares, incluindo a atuagdo sobre
ativadores transcricionais e citosolicos e a fosforilacdo de proteinas do citoesqueleto
(Fissore et al., 1996). As funcOes da cascata da MAPK incluem a regulacdo da
montagem do fuso meidtico, garantem a divisdo assimétrica da meiose |, mantém a
configuracdo normal do fuso e a estagnacdo na MII, é requerida para a extrusdo do
segundo corpusculo polar e é incompativel com a formag¢do da membrana pro-nuclear.
A MAPK é indispensavel componente do CSF (Fan e Sun, 2004).

2.3 Citoplasma Receptor

O citoplasma receptor, usualmente utilizado na NTSC, é obtido pela remogéo do
material genético nuclear de oocitos maturados in vitro. A maturagdo oocitaria € um
processo complexo que envolve uma série de eventos nucleares e citoplasmaticos de
maneira sincronizada, que garante ao odcito a habilidade de suportar o desenvolvimento
embrionario apds a fecundacdo. Os odcitos adquirem a habilidade de serem fecundados
e produzirem embrides viaveis em ondas de crescimento e maturagdo, a partir da
puberdade. Dentro dos foliculos, os o6citos estagnados na profase da meiose I, também
chamados de vesicula germinal (GV), crescem até o seu tamanho maximo. Depois de
terminado o crescimento do oocito, o foliculo continua a crescer até chegar ao tamanho
ovulatdrio. Neste momento, surge o pico de horménio luteinizante (LH) que induz a
liberacdo do odcito em Metafase 11 ao oviduto, apto a ser fecundado. Apesar do periodo
de crescimento do odcito e desenvolvimento folicular ocorrer em semanas, a retomada
da meiose, ou seja a transigdo de GV para MII inicia apenas 24 h antes da ovulagdo (em

bovinos) e é referida como “maturacdo oocitaria” (Fissore et al., 2002a).

A maturagéo citoplasmatica é bastante complexa e envolve eventos ainda pouco
conhecidos. Sabemos que nesta fase existe uma intensa atividade transcricional, para
compor o estoque de mRNA que sera utilizado na sintese protéica durante o inicio do
desenvolvimento embrionario até a completa ativagao do seu préprio genoma (Hyttel et
al., 1997). Outro evento importante nesta etapa, € a reorganizacdo das organelas
citoplasmaticas, que incluem o alinhamento periférico dos granulos corticais para
possibilitar o blogqueio a poliespermia, o rearranjo mitocondrial, 0 armazenamento de
lipideos como estoque energético e a reducdo do complexo de Golgi (Hyttel et al.,
1997).

As células da granulosa estdo intimamente ligadas ao processo de maturagdo e

também se transformam neste periodo. Estas células se multiplicam e produzem os
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horménios necessarios para a maturacdo do odcito. No inicio do processo de maturacéo,
elas sdo responsaveis pela producgéo de estradiol. Por outro lado, no final da maturacéo,
por efeito do LH, estas células iniciam o processo de luteiniza¢do passando a sintetizar a
progesterona. Além disto, ocorre uma grande expansdo das células do cumulus
oophorus, em funcdo do aumento do seu numero e da producdo da matriz extracelular,
composta, principalmente, por acido hialuronico, o que lhes confere o aspecto
mucificado. Inicialmente, as células do cumulus mantém contato intimo com a
membrana citoplasmética do odcito atraveés de projecdes celulares que atravessam a
zona pelucida, fornecendo os substratos necessarios para o desenvolvimento do odcito.
Entretanto, durante a maturacéo estas ligagcdes vao ficando menos intensas ao ponto de

praticamente desaparecerem ao final do processo (Gordon, 2003).

A maturagdo nuclear também é chamada de maturacdo meiodtica. A maturacéo
meiotica permite que o o00cito estacionado como vesicula germinal chegue até a
metéfase da meiose Il (Bhojwani et al., 2006). O primeiro evento que ocorre € a quebra
de vesicula germinal (GVBD). A GVBD ¢é caracterizada pela gradual condensacdo da
cromatina, pela desintegracdo da membrana nuclear e pela formacdo do fuso meiotico.
Estes eventos sdo desencadeados pela presenca de MPF que aumenta gradualmente até
seu nivel maximo em metafase | (MI). O MPF tem uma diminuicéo no periodo entre Ml
e MII quando volta a estar em sua méxima concentragao nesta ultima fase, momento em
que ocorre a extrusdo do 1° corpusculo polar (Figura 3). Os odcitos permanecem em
MII, as custas de uma alta concentragdo de MPF, até que sejam ativados pela
fecundacédo. Esta concentracdo elevada de MPF ¢ garantida pelos altos niveis de CSF,
prevenindo assim, a ativagao partenogenética, até que ocorra a fecundagdo (Madgwick e
Jones, 2007).
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Figura 3. Atividade MPF e CSF durante a maturacdo e fecundacéo.
Adaptado de Madgwick e Jones (2007).

2.4 Célula Doadora

A célula doadora tem um papel fundamental na clonagem, podendo inclusive
determinar o sucesso ou ndo do procedimento (Powell et al.,, 2004). Muitos
pesquisadores vém estudando o efeito da célula doadora sobre o desenvolvimento
embrionario e fetal, entretanto ndo existe um consenso sobre as ideais condi¢Ges de

cultivo bem como a sua origem.
2.4.1 Células Somaticas Adultas e Fetais

Células somaticas adultas usualmente sdo mais dificeis de serem reprogramadas
do que células fetais. Isto pode ser observado pelas taxas de desenvolvimento in vivo
obtidas com células destas duas origens. Heyman et al. (2002) avaliaram o
desenvolvimento in vivo de embrides bovinos produzidos por FIV, por NTEC (células
embrionarias), NTSC fetais e NTSC adulta. Observaram que as taxas de ndo retorno ao
estro aos 21 dias ndo diferiram significativamente em nenhum dos grupos (entre 55 e
62%), entretanto ja com 35 dias de gestacdo as taxas de prenhez dos embrides
produzidos por NTSC (células adultas e fetais) foram significativamente menores do
que as taxas de prenhez dos embrides NTEC e FIV (33,8% e 27,5% vs 49,2% e 52,9%
respectivamente). Estas diferencas se mantiveram em relagdo as taxas de nascimento
(6,8%, 15,0%, 34,3% e 49,0%). As perdas apos 0s 90 dias foram de 43,7% para os fetos
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NTSC adulto, 33,3% NTSC fetal, 4,3% NTEC e 0% FIV. A sobrevivéncia pos-natal foi
de 66,6% no grupo NTSC adulto e entre 80 e 83% nos demais grupos. Desta maneira,
fica claro que as taxas de desenvolvimento in vivo sdo menores para embrides
produzidos a partir de células somaticas adultas do que para células fetais e

embrionarias (Heyman et al., 2002).
2.4.2 Tecido de Origem da Célula Doadora

Células oriundas de diferentes tipos de tecido podem ser utilizadas na clonagem
como doadoras de nucleo. Dentre elas, podemos citar as células epiteliais da glandula
mamaria, células do cumulus, do oviduto, leucocitos, da granulosa, do figado, do Utero,
dos masculos, de Sertoli, linfocitos T e B, neurdnios e fibroblastos (Brem e Kiihholzer,
2002; Miyoshi et al., 2003; Campbell et al., 2007).

Alguns tipos celulares parecem ser mais facilmente reprogramados do que outros,
entretanto, a comparacdo entre os trabalhos que utilizam diferentes tipos de células é
muito complicada devido aos métodos utilizados serem diferentes e a eficiéncia geral da
técnica que é muito baixa (Miyoshi et al., 2003; Campbell et al., 2007). De um modo
geral, acredita-se que a eficiéncia da clonagem é inversamente proporcional ao estado
de diferenciagdo da celula somética. Entretanto, estudo utilizando células da linhagem
muscular em diferentes estagios de diferenciacdo, ndo apresentaram diferenca nas taxas
de prenhez e de sobrevivéncia pos-natal (Green et al., 2007). Desta maneira, o potencial
de reprogramacdo da célula somética pode ser dependente do método estatistico
utilizado para realizar a comparagéo e qualquer afirmagdo em relacdo ao melhor tipo

celular é dificil de ser realizada (Campbell et al., 2007).
2.4.3 Linhagens Celulares

Linhagens celulares de um mesmo animal e tecido podem apresentar diferengas na
eficiéncia de producéo de clones (Miyoshi et al., 2003). Um importante pardmetro para
a escolha da linhagem celular é a sua capacidade de promover o desenvolvimento in
vitro até o estadio de blastocisto apds sua fusdo com o citoplasma receptor. Entretanto,
ndo existem evidéncias que estes resultados in vitro se reflitam nos resultados in vivo.
Powell et al. (2004) compararam células doadoras de diferentes linhagens e observaram
que as celulas das linhagens que proporcionaram melhores taxas de desenvolvimento in
vitro (29,7% de blastocistos de 366 embribes cultivados), produziram apenas 3% de

prenhez aos 56 dias e nenhum nascimento apds a transferéncia de 38 embrides,
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enquanto que células que produziram resultados menores de desenvolvimento in vitro
(22,1% de blastocistos de 1228 embribes cultivados) proporcionaram 22% de prenhez e
4 nascimentos de 97 embriGes transferidos. Apesar da avalia¢do in vivo ser a mais fiel
para que se possa avaliar a capacidade de célula doadora em ser reprogramada de
maneira correta, a baixa eficiéncia da técnica exige a manutencdo de um grande grupo

de receptoras, o que dificulta este tipo de analise.
2.4.4 Tempo de Cultivo da Célula Doadora

O cultivo de células somaticas durante longos periodos pode alterar a aspectos do
importantes do ponto de vista fisioldgico, genético e epigenético, tais como marcadores
celulares, ploidia, estabilidade gendmica, histonas e o grau de diferenciacdo celular
(Campbell et al., 2007). Entretanto, animais saudaveis podem ser produzidos com
celulas em diferentes nimeros de passagens (5-15) sem modificagdo nos problemas pré-

e poés-natais observados (Kubota et al., 2000).

Células cultivadas durante longos periodos, mais de 30 passagens, antes da
utilizacdo para NT, promovem maiores indices de apoptoses nos embrides gerados,
apesar de ndo comprometer as taxas de desenvolvimento embrionario até blastocistos
(Jang et al., 2004).

2.4.5 Sistema de Cultivo da Célula Doadora

Células somaticas cultivadas in vitro sob diferentes condi¢cbes proporcionam
diferentes taxas de desenvolvimento embrionario apds a transferéncia nuclear. Powel et
al. (2004) analisaram o desenvolvimento in vitro até o estadio de blastocisto de 4007
complexos reconstruidos com fibroblastos originados de fetos diferentes, produzidos a
partir de varios tecidos e cultivados sob diferentes meios de cultivos, concentragéo de
soro e concentragdo de oxigénio. Quando compararam Meio Minimo Essencial
modificado por Dulbeco (DMEM) e MEM como meios de cultivo dos fibroblastos
fetais, os autores observaram que para celulas obtidas de dois fetos, ndo houve diferenca
significativa sobre o desenvolvimento até blastocisto, entretanto, para outro feto o0 meio
MEM proporcionou melhores resultados. Em relagdo ao tecido, fibroblastos oriundo de
musculo produziram maiores taxas de blastocistos quando cultivados em MEM do que
em DMEM. Entretanto, o oposto foi observado com fibroblastos oriundo de pulméo. A
concentragdo atmosférica de O, durante o cultivo dos fibroblastos doadores também

influenciou as taxas de desenvolvimento in vitro de maneira distinta dependendo do feto
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que as originou. Para dois fetos a reducdo do O, atmosférico proporcionou uma reducgéo
significativa da taxa de blastocisto (de 38,1% para 16,0% e 26,0% para 3,5%). Enquanto
para fibroblastos oriundos de outro feto a concentracdo do oxigénio atmosférico ndo

modificou o desenvolvimento embrionario (27,7% e 24,3%) (Powell et al., 2004).
2.4.6 Fase do Ciclo Celular para Clonagem

Células doadoras estacionadas entre as fases GO/G1 do ciclo celular tém sido
frequentemente utilizadas para producgdo de clones. A sincroniza¢do do ciclo celular,
usualmente, é realizada através da reducdo da concentracdo do soro no meio de cultivo
de 10% para 0,5%, ou pela inibicdo da divisdo celular pelo contato em células
confluentes (Miyoshi et al., 2003). Entretanto, células ndo quiescentes também podem
ser utilizadas como doadoras de nucleo com eficiéncia in vitro similar (Kasinathan et

al., 2001) e com a producéo de nascidos a termo (Cibelli et al., 1998).

Powell et al. (2004) utilizaram, para NT, fibroblastos de fetos entre 62 e 107 dias
de gestacéo, cultivados com e sem reducdo do soro na reconstrucdo de 1068 embrides e
observaram que células oriundas de trés fetos diferentes proporcionaram o
desenvolvimento embrionario até blastocisto. Para um dos fetos, a redugdo do soro de
10% para 0,5%, seis dias antes da utilizacdo, ndo modificou significativamente as taxas
de desenvolvimento até blastocisto (18,9% vs 22,3%). Para células originadas de outro
feto, a reducdo do soro promoveu uma melhora significativa (19,6% vs 39,9%) e para o
terceiro a reducdo do soro promoveu uma reducdo nas taxas de blastocistos (19,3% vs
12,6%). Este resultado controverso evidencia que fatores individuais determinam a

resposta a sincronizagédo do ciclo celular.
2.5 Fusdo e Heteroplasmia

A transferéncia nuclear envolve a fusdo das membranas citoplasmaticas da célula
doadora do nucleo e do citoplasma receptor, ocasionando a ocorréncia de heteroplasmia
(Do et al., 2002).

O estado de homoplasmia existe quando todas as copias de DNA mitocondrial
(mtDNA) dentro das células e dos tecidos sdo idénticas entre si; a coexisténcia de duas

variantes de mtDNA resulta na heteroplasmia (St John et al., 2004).

A homogeneidade do mtDNA € mantida na linhagem de células germinativas da
fémea devido a eliminagdo das mitocondrias do espermatozdides logo apoés a

fecundacdo e também devido & manutencdo de baixa atividade metabolica durante a
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oogénese, reduzindo a ocorréncia de mutaces de novo no mtDNA. Entretanto, sempre
que ocorrem novas mutagdes e duas ou mais variantes coexistem na célula
(heteroplasmia), o gargalo genético da linhagem germinativa feminina ird a favor das
organelas progenitoras, retornando a homoplasmia. A heteroplasmia do mtDNA pode
acarretar uma serie de desordens sistémicas em humanos, causando doencas
neurologicas e neuromusculares. Entretanto, a heteroplasmia ndo esta necessariamente
associada a doencas porque freqiientemente ocorre de forma silenciosa na natureza
(Smith et al., 2005).

N&o existem evidéncias claras de que a heteroplasmia causada pela transferéncia
nuclear seja prejudicial ao desenvolvimento. A maioria dos clones de células somaticas
apresenta muito pouco ou nenhum halotipo mitocondrial derivado da célula doadora
(Meirelles et al., 2001). Entretanto, uma pequena fracdo dos clones apresenta um
favorecimento da replicacdo do mtDNA derivado da célula doadora (Chen et al., 2002;
Do et al., 2002; Steinborn et al., 2002).

O mecanismo que leva a altas taxas de mtDNA derivado da célula doadora em
alguns animais ndo estd claro e parece que sé alguns halotipos de mtDNA sdo
replicados, preferencialmente, durante os estdgios iniciais de desenvolvimento.
Acredita-se que fatores de transcri¢éo e ou replicagéo, codificados no nicleo, podem ser
incompativeis ou ineficientes com alguns halotipos da mtDNA, favorecendo a

sobrevivéncia da organela prépria (Smith et al., 2005).

Normalmente, a replicacdo do mtDNA ndo ocorre antes do estadio de blastocisto.
Antes deste estagio, as mitocondrias existentes apenas sdo divididas de acordo com a
divisdo do citoplasma, durante as clivagens sucessivas. Desta maneira, as mitocondrias
oriundas da célula doadora podem ficar distribuidas de maneira heterogénea entre os

blastbmeros formados (St John et al., 2004).

O nucleo codifica fatores nucleares que controlam a transcri¢do/replicacdo
mitocondrial (Lloyd et al., 2006). Em alguns casos, embrides clones expressam fatores
nucleares que controlam a transcricdo/replicacdo mitocondrial de maneira anormal,
devido a continuada expressdo de fatores de replicacdo do mtDNA pela célula doadora
no periodo pré-implantagdo. Isto pode desencadear a prematura replicagdo do mtDNA
da celula doadora antes do estadio de blastocisto (Bowles et al., 2007).
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2.6 Ativacao
2.6.1 Ativacdo pela Fecundacéo

Naturalmente, os odcitos em MII sdo ativados pelo processo da fecundagdo, dando

0 prosseguimento aos eventos do final da meiose.

A ativacdo do odcito compreende uma seqliéncia de eventos celulares, que podem
ser classificados em eventos iniciais e tardios (Xu et al., 1994). Os eventos iniciais
incluem a oscilagdo do Ca*? intracelular, exocitose dos granulos corticais (bloqueio &
poliespermia), recrutamento do mRNA materno, retomada da meiose e extrusdao do
segundo corpusculo polar (Fissore et al., 2002b). Os eventos tardios incluem a formacéo
de pro-nucleos, inicio da sintese de DNA e a primeira clivagem (Ben-Yosef e Shalgi,
1998).

O sinal celular necessario para o inicio do processo da ativacdo é a oscilacdo do
Ca*? intracelular desencadeado pelo espermatozdide. O aumento da concentragdo de
Ca*? intracelular é determinado pela atividade da enzima fosfolipase C (PLC). A PLC
catalisa a hidrdlise do fosfatidilinisitol 4,5-bifosfato (PIP,) gerando duas moléculas
sinalizadoras o inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG). O DAG participa
de varias vias de sinalizagdo celular incluindo a ativagéo da proteino-quinase C (PKC).
O IP3 liga-se ao receptor IP3R localizado na membrana do reticulo endoplasmaético que
armazena o Ca™. O IPsR é uma estrutura tetramérica que, quando ligado ao IPs,
funciona como um canal de Ca*, liberando-0 para o citosol. O IP; é rapidamente
desfosforilado formando IP, ou fosforilado formando IP,. Além disto, o Ca*? que entra
no citosol é bombeado para fora da célula (Alberts et al., 2004). Desta maneira, a
oscilacdo da concentracdo de Ca™* dentro do oécito ap6s a fecundacdo é desencadeada

pela atividade da PLC ¢, presente no espermatozéide (Saunders et al., 2002).

Antes da fecundacdo, o odcito permanece estagnado em metéfase Il (M), devido
a presenca ativa do MPF que mantem o fuso acromatico, a cromatina condensada e
previne a nova sintese do envelope nuclear. Esta atividade do MPF é mantida pela
presenca de CSF, que previne a degradacdo da Ciclina B1. Ap0s a ativacdo, a elevagédo
de Ca*? intracelular desestabiliza o CSF, tendo em vista que é sensivel ao Ca*2. Desta
maneira, a Ciclina B1 passa a ser degradada e com a diminuicdo do MPF o odcito
fecundado retoma a meiose eliminando o segundo corpusculo polar o que possibilita a

formacéo dos pronucleos (Williams, 2002).
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Algumas horas apés a fecundacdo, a oscilacdo do Ca*? diminui e o zigoto inicia
seu primeiro ciclo mitotico que apresenta algumas particularidades. Os prondcleos
masculino e feminino sdo formados e a sintese de DNA se inicia (fase S). Sob controle
do citoesqueleto, os dois pro-ndcleos migram para o centro e as membranas nucleares se
rompem e 0s cromossomos ja duplicados iniciam a preparacdo da primeira clivagem
(Williams, 2002).

2.6.2 Ativacdo Artificial na Transferéncia Nuclear
2.6.2.1 Ativacgdo Partenogenética

O desenvolvimento até blastocisto do gameta feminino sem a contribuicdo do
gameta masculino pode ser definido como partenogénese (Alberio et al., 2001). A
partenogénese tem sido usada como modelo para o estudo dos eventos biogquimicos e
morfoldgicos que ocorrem durante o desenvolvimento embrionério inicial. Este modelo
vem sendo empregado para a otimizacdo de metodologias empregadas na transferéncia
nuclear, como protocolos de ativacdo, sem a necessidade da realizagdo do complexo
procedimento de transferéncia nuclear (Hosseini et al., 2007; Shen et al., 2007; Wang et
al., 2007). Além disto, odcitos ativados partenogeneticamente sdo freqlientemente
utilizados em experimentos de clonagem como controles das condi¢fes de manipulacgéo,
tais como meios de manutencdo, temperatura ambiente, metodologia e sistema de
ativacdo, sistema de cultivo e qualidade intrinseca dos oocitos (Shen et al., 2007; Wang
et al., 2007).

2.6.2.2 Ativacdo de Odcitos Reconstruidos

A ativacdo quimica vem sendo proposta para mimetizar os efeitos bioquimicos e
morfologicos que sdo desencadeados naturalmente pelo espermatozoOide durante a
fecundacdo (Campbell et al., 2007). Atualmente, os protocolos para a ativacdo de
odcitos bovinos reconstruidos comumente usam componentes mobilizadores do Ca*?,
como tratamento primario durante alguns minutos para gerar uma oscilagdo transitoria
do Ca'?, seguido por um tratamento secundério durante algumas horas para inativar o
MPF e/ou CSF conduzindo a retomada da meiose e a entrada no primeiro ciclo celular
embrionario (Hosseini et al., 2007). A oscilagdo do célcio intracitoplasmatico é induzida
pela exposicdo ao Célcio lon6foro A23187 que promove a liberacdo de Ca*? de
estoques intracelulares e também facilita o influxo de Ca*? extracelular. A ionomicina é

outro potente ionéforo do Ca*?, freqlientemente usada em protocolos da ativacdo na
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transferéncia nuclear, que mobiliza o Ca*? pela deplegdo dos estoques intracelulares. A
ativacdo induzida pelo etanol 7% induz a formagdo de IP3 e promove um influxo de
Ca*? extracelular (Alberio et al., 2001). Enquanto estes quimicos induzem um Gnico
aumento de Ca'? citosélico, o cloreto de estroncio, que vem sendo empregado mais
recentemente, induz multiplas oscilagdes de Ca*®, provavelmente pela alteracdo na
bomba de Ca* e pela liberacdo dos estoques intracelulares. Em associacdo com a
ionomicina, o cloreto de estroncio dispensa a utilizagdo de inibidores da sintese protéica

ou de proteino-quinases (Yamazaki et al., 2005).

O tratamento secundario dos odcitos reconstruidos tem por objetivo diminuir a
atividade do MPF. A concentracdo da Ciclina B oscila durante o ciclo celular e o nivel
de atividade do MPF depende da sintese e degradacdo da Ciclina B (Alberio et al.,
2001). Inibidores da sintese protéica, como a ciclohexamida, usualmente, restringem a
sintese e a re-acumulacéo da Ciclina B, blogueando a re-sintese do MPF ativo (Wang et
al., 2007). Entretanto, a ciclohexamida ndo diminui apenas as proteinas que mantém a
atividade do MPF, mas também inibe a sintese de inimeras outras proteinas essenciais
ao odcito (Alberio et al., 2001).

A inibig&o das proteino-quinases tais como a MAPK pode ser obtido com o uso de
6-dimetilaminopurina (6DMAP) e também promove a ativagdo do odcito de maneira
mais especifica (Wang et al., 2007). Entretanto, esta inibicdo ndo é especifica para as
enzimas envolvidas na atividade do MPF, e também interfere na atividade de inimeras

quinases envolvidas em outras funcdes celulares (Alberio et al., 2001).

Para os protocolos de ativacdo utilizados atualmente, 0 momento da ativacéo
também influencia o desenvolvimento embrionario. Apds a transferéncia do nucleo
diferenciado para o odcito MII enucleado, ocorre a quebra do envelope nuclear e a
cromatina é exposta ao citoplasma para que o nlcleo possa ser reprogramado, eventos
mediados por altos niveis de MPF (Aston et al., 2006). Assim sendo, é necessario 0
contato do ndcleo doador com o citoplasma do odcito receptor por um periodo antes que
se realize a ativacdo. Melhores taxas de desenvolvimento in vitro podem ser obtidas se a
ativacdo for realizada algumas horas ap6s a fusdo, quando comparada a ativacao
simultanea a fusdo (Shen et al., 2007). Entretanto, este contato por longos periodos pode
ser prejudicial ao desenvolvimento embrionario, sendo que o intervalo entre a fuséo e a
ativacdo de aproximadamente 1 a 2,5 horas parece proporcionar os melhores resultados
(Aston et al., 2006).
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2.7 Reprogramacéo e Desenvolvimento Embrionario
2.7.1 Desenvolvimento Embrionario Inicial apés a Fecundacao

A formacdo dos pro-nucleos funcionais é vital para muitas funcBes celulares no
zigoto e no embrido. Cada pro-nucleo contém os cromossomos masculino e feminino na
forma descondensada e envoltos pela dupla membrana nuclear fenestrada por
complexos de poros nucleares (NPCs). Entre a cromatina e a membrana nuclear interna,
a rede de proteinas dos filamentos intermediarios, chamada de lamininas nucleares,
constitui a I1dmina nuclear. A lamina contribui para a arquitetura nuclear e também esta

envolvida com a replicagéo e transcricdo do DNA (Alberts et al., 2004).

O ndcleo é uma organela altamente dinamica, como pode ser observado pelas
mudancas morfoldgicas e bioquimicas que o ndcleo do espermatozoéide passa durante a
fertilizagdo. No citoplasma do o6cito, o espermatozdide, que estd inativo e altamente
compactado, ¢ desmontado e remodelado em um grande pré-nicleo masculino apto a
replicagdo. Concomitantemente, ocorre a formagdo do pro-nucleo feminino, a partir da
cromatina condensada em telofase 11, no momento da ativacdo do odcito. As moléculas
do citoplasma do odcito sdo igualmente importantes para a formagdo do pro-nucleo
masculino como do feminino. O desenvolvimento do pré-nacleo a partir do DNA do
espermatozdide requer histonas, ldmina nuclear e nucleoporinas maternas (Fissore et al.,
2002b).

De maneira semelhante, a remodelagem de um ndcleo exdgeno e diferenciado em
um odcito em metafase Il requer a desmontagem do ndcleo transplantado e reconstrugdo
do novo nucleo, evento envolvido na reprogramacéo do nucleo doador para o estado de
totipoténcia. A desmontagem nuclear no citoplasma meidtico envolve a quebra do
envelope nuclear e a condensacdo da cromatina que resulta na inibi¢cdo da sintese de
DNA no ndcleo. O grau de desmontagem do envelope nuclear esta relacionado com o
nivel de atividade do MPF no odcito. Estes eventos sdo seguidos por um “apagamento”
das modificacdes epigenéticas do DNA incluindo mudancas na acetilacdo das histonas e
metilacdo do DNA (Aston et al., 2006). A transcricdo de RNA ribossomal também é
diminuida ou inibida, fendmeno associado com as mudangas na estrutura do nucléolo,
local onde ocorre a formagao dos ribossomos essenciais para a sintese protéica (Kanka
et al., 1996). O nucléolo, presente no ndcleo da célula transferida, & desprogramado,
parando de sintetizar ribossomos. A formacdo do nucléolo em embribes reconstruidos

esta associada com a reativacdo da transcricdo de rDNA e pode ser considerada como
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um marcador da ativagdo do genoma embrionario. Entretanto, embrides produzidos por
transferéncia nuclear podem apresentam alteraces no padrdo morfoldgico e temporal
de reorganizacdo nucleolar (Maddox-Hyttel et al., 2007). Os transcritos maternos séo 0s
responsaveis pelos eventos iniciais do desenvolvimento embrionario, e a reprogramagéo

nuclear deve ser mediada por fatores do citoplasma do oocito (Aston et al., 2006).

Em contraste, o nucleo transplantado para o citoplasma em fase S conserva as
caracteristicas da interfase, como a manutencdo da cromatina descondensada dentro do
envelope nuclear intacto e virtualmente com a sintese ininterrupta de DNA. Quando a
transferéncia ocorre entre telofase e estagio de pro-nacleo, ocorre 0 comprometimento
de estruturas nucleares, a formacgéo de bolhas no envelope nuclear e a cromatina nao €
significativamente condensada ou descondensada. O contato direto da cromatina com o
citoplasma do od6cito (como consequéncia da quebra do envelope nuclear) parece ser

necessario para que a completa remodelagem ocorra (Fissore et al., 2002b).

Durante o processo de fertilizacdo natural, 0os genomas parentais estdo em
diferentes fases do ciclo celular, com marcas epigenéticas e organizacdo da cromatina
muito distintas. O genoma paterno é entregue pelo espermatozoide e uma Unica copia,
densamente compactado, com maior quantidade de protaminas do que de histonas
enquanto 0 genoma materno, com duas copias, esta estacionado em metafase Il e
empacotado com histonas. ApOs a fecundacdo, as protaminas da cromatina do
espermatozdide sdo rapidamente substituidas por histonas enquanto 0 genoma materno
completa a meiose. As histonas H3 e H4 paternas sdo mais acetiladas do que as
presentes na cromatina materna. Durante a formacao do pro-nucleo masculino, antes de
iniciar a replicacdo do DNA, ocorre a demetilagdo do DNA paterno, exceto em algumas

regides como os genes imprinting (Morgan et al., 2005).

2.7.2 Memdria Celular e Reprogramacdo das Celulas Transferidas para OGcitos

Enucleados em MII

Todas as células de um organismo conttm o mesmo DNA, ainda que
desempenhem papéis diferentes. Estas diferencas podem ser atribuidas a diferentes
padroes de proteinas expressadas em cada tipo celular, que sdo estabelecidas
relativamente cedo no desenvolvimento e mantidas por inumeras divisdes por toda a

vida, o0 que podemos chamar de como memoria celular (Eilertsen et al., 2007).
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A memoria celular é regulada por mecanismos epigenéticos que garantem
caracteristicas transmissiveis das celulas e diferencas funcionais entre tipos celulares,
sem alterar a seqiiéncia de DNA. Estes mecanismos epigenéticos alteram a cromatina
(DNA e proteinas associadas) de maneira que modificam a disponibilidade de genes

para fatores de transcrigcdo requeridos para a sua expressao (Eilertsen et al., 2007).

A memoria celular pode ser classificada em dois tipos, memoria aparente e
memoria intrinseca, igualmente importantes, mas com fungdes biologicas diferentes em
celulas mamiferas. A memdria aparente requer um mecanismo de sinalizacdo para sua
persisténcia, e pode ser usada temporariamente para silenciar genes que requerem a re-
expressdo mais tarde durante a diferenciacdo ou em resposta a um estimulo ambiental.
A memoria intrinseca persiste na auséncia de sinais e aparece para silenciar retrovirus e
transposons durante o desenvolvimento e diferenciagdo ou ainda oncogenes que

induzem a transformacéo de certos tipos celulares (Feng et al., 2006).

Os mecanismos epigenéticos que modulam a memdria celular envolvem a
acetilacdo/deacetilacdo e metilagdo de histonas, o grupo de proteinas Polycomb (PcG) e
a metilacdo do DNA (Feng et al., 2006).

A adicdo de grupamentos acetil e metil nos residuos de lisina das histonas H2A,
H2B, H3 e H4 alteram a acessibilidade de genes para a transcrigdo. A acetilacdo é
realizada pela enzima Histona Acetil Transferase (HAT) e confere caracteristica de
permissibilidade aos genes controlados. A deacetilacdo das histonas é realizada pela
Histona Deacetilase (HDAC) e esté relacionada com a repressdo de genes. A metilagdo
das histonas é realizada pela Histona Metil Transferase (HMT) e esta associada tanto a
repressao quanto a ativacao de genes dependendo de qual residuo de lisina € metilado e

a quantidade de lisinas adicionadas (mono, di ou trimetilado) (Eilertsen et al., 2007).

As proteinas do grupo Polycomb mantém o estado reprimido dos gene hox. Estes
genes homedticos estdo relacionados com a identidade segmentar no desenvolvimento
embrionario, sdo inicialmente reprimidos por repressores transcricionais que se ligam ao
DNA. Proteinas PcG sdo subsequentemente recrutadas ao sitio e formam complexo
repressor Polycomb (PRC) que modifica mais ainda a cromatina para manter o

silenciamento do gene (Eilertsen et al., 2007).

A metilagio do DNA estd associada com o silenciamento de transgenes,

inativacdo do cromossomo X, imprinting gendémico, silenciamento de elementos
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geneticos moveis e regulacdo do desenvolvimento de alguns genes tecido-especifico
(Feng et al., 2006). A adicdo do grupamento metil na posicdo 5’ do anel da citosina é
realizada pela DNA metil-transferase (Dnmt). Os padrdes de metilacdo sdo diferentes
em cada tipo de célula e conferem a identidade do tipo celular, estando diretamente
relacionado com a estrutura da cromatina. A metilagdo suporta a memdria intrinseca das
celulas silenciando ou reprimindo genes, entretanto a metilagdo pode ser modificada por
sinais ambientais. De maneira geral, o DNA metilado estd relacionado com a
inatividade de genes, enquanto o DNA nédo metilado com a atividade de genes (Eilertsen

et al., 2007).

Em embrides bovinos, a demetilacdo ocorre rapidamente ap6s a fecundacgéo e a
metilacdo de novo inicia entre 8- e 16- células, concomitante com a ativacao principal
do genoma embrionario, sendo que a metilagdo das células do botdo embrionario é
maior do que as células do trofoectoderma (Figura 4). Entretanto, nos embrides clones,
foi observado que a metilagdo de novo inicia no estadio de 4-células e as células do

trofoectoderma aparecem hipermetiladas (Yang et al., 2007b).
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Figura 4. Padrdo de metilagdo do DNA no desenvolvimento embrionario
de embrides bovinos. Adaptado de Yang et al. (2007b).

O imprintig genémico pode ser definido como o mecanismo epigenético que
resulta no tratamento diferencial de sequéncia de genes idénticos pela maquinaria de
transcricdo celular, devido a sua origem materna ou paterna (Regha et al., 2007). A
metilacdo do DNA em ilhas CpG de genes imprinting é que determina esta expressao

preferencial de genes de acordo com sua origem. A maioria dos genes imprinting esta
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relacionada com o crescimento e desenvolvimento fetal e ambos os genomas (materno e
paterno) sdo necessarios para que ocorra o desenvolvimento normal (Yang et al.,
2007h).

A inativacdo do cromossomo X, bem como a manutencdo do estado inativo ocorre
devido a mecanismos epigenéticos. A inativacdo de um cromossomo X em fémeas é
necessaria para que a expressdo de genes X-linked ocorra de maneira semelhante em
machos e fémeas. Durante o desenvolvimento embriondrio inicial estes embrides
apresentam os dois cromossomos X ativos. Entretanto, no estadio de blastocisto, ocorre
a inativacdo de um destes cromossomos. A inativacdo ocorre de maneira diferencial
entre as células do trofoectoderma e do botdo embrionario. As células do botéo
embrionario apresentam a inativacdo ao acaso, ou seja, em uma célula é inativado o
Cromossomo paterno e em outra 0 cromossomo materno. Entretanto, as celulas do
trofoectoderma, apresentam a inativacdo preferencial do cromossomo paterno (Yang et
al., 2007b). Em embrides clones, muitas vezes, estes padrdes de inativacdo do
cromossomo X sdo alterados (Xue et al., 2002). Na Figura 5 podemos observar uma
representacdo esquematica da inativagdo do cromossomo X em embrides normais e

clones.
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Figura 5. Representacdo esquematica da inativacdo do
cromossomo X em embrides clones comparado aos normais.
Adaptado de Yang et al. (2007b).
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2.8 Criopreservagdo de Embrides Clones

A vitrificacdo de embrides € uma técnica que vem sendo utilizada para embrides
bovinos produzidos in vitro, como alternativa ao congelamento convencional
proporcionando melhores resultados para estes embrides (Vieira et al., 2007). Estes
embrides se diferenciam dos embrides produzidos in vivo por inUmeras caracteristicas,

dentre elas a criotolerancia (Dobrinsky, 2002).

O sistema de cultivo dos embrides fecundados in vitro influencia diretamente a
sua sobrevivéncia durante a criopreservacdo (Abe et al., 2002). EmbriGes NT e FIV,
usualmente, sdo cultivados e criopreservados em condicdes muito semelhantes,
entretanto, o comportamento in vitro dos embrides FIV e NT parecem ser distintos
(Nguyen et al., 2000). Estes autores obtiveram melhores resultados in vitro com
embrides NT do que com embrides FIV utilizando o mesmo protocolo de vitrificagcdo
em palhetas de 0,25 mL. Por outro lado, outros autores, obtiveram taxas de ecloséo
inferiores em embrides NT (Taniguchi et al., 2007). Desta maneira, protocolos
utilizados para embrides FIV podem ser empregados para embrides NT, entretanto
alguns ajustes podem ser necessarios, tendo em vista que o comportamento destes

embrioes é diferente dos embrides FIV.

O primeiro clone nascido a partir de embrides clones vitrificados foi produzido
pela técnica de handmade cloning (HMC), que produz embrides sem zona pelucida, e
vitrificados pela tecnologia de OPS (open-pulled straw). Os autores obtiveram o
nascimento de um terneiro a partir de 53 embrides transferidos para 14 receptoras
(Tecirlioglu et al., 2003). O primeiro relato de nascimento de produto obtido por
micromanipulagéo foi realizado por Gong et al. (2004). Eles obtiveram 0 nascimento de
um clone transgénico apds a transferéncia de 9 embrides produzidos por

micromanipulacéo e vitrificados (Gong et al., 2004).

De outro lado, com outro trabalho, boas taxas de desenvolvimento in vitro (77%
de sobrevivéncia) ap0s a vitrificagho de embrides clones produzidos por
micromanipulacdo foram obtidas, mas ndo conseguiram gestacdo acima de 60 dias apds
a transferéncia de 25 embrides vitrificados, reaquecidos e cultivados selecionados apds

cultivo durante 24 h para 14 receptoras (Laowtammathron et al., 2005).



44

2.9 Desenvolvimento in vivo

O desenvolvimento in vivo dos embrides clones representa 0 maior obstaculo para
que a técnica de transferéncia nuclear possa ser utilizada comercialmente (Heyman et
al., 2002; Miyoshi et al., 2003; Thibault, 2003; Wells, 2005; Batchelder et al., 2007b).
Em laboratorios que realizam atividades de fecundagdo in vitro e clonagem com
eficiéncia, as taxas de producdo de blastocistos tendem a ser similares pelas duas
técnicas, entretanto, as perdas durante a gestacdo sdo muito maiores nos embrides NT
(Heyman et al., 2002; Wells et al., 2004). As taxas iniciais de prenhez de embribes
clones tendem a ser proximas daquelas observadas com embrides FIV (Wells, 2005),
entretanto, as perdas durante a gestagcdo chegam a 75% (Thibault, 2003).

Apesar de alguns trabalhos relatarem altas taxas de sobrevivéncia de pequeno
namero de clones (10/10 e 8/9) (Wells et al., 1999; Urakawa et al., 2004), diversos
grupos de pesquisa e empresas comerciais relatam a baixa taxa de nascimentos de
clones a partir da transferéncia de grande nimero de embrides. Heyman et al. (2002)
relataram taxa de nascimento de 6,8% de clones ao longo de 3 anos de trabalho. Em
outro relato foi observado o nascimento de apenas 5,4 % dos 2170 embrides transferidos
(Pace et al., 2002). Powel et al. (2004) relataram o nascimento de 8 animais nascidos
vivos de 330 embrides transferido (2,4%). Outro grupo transferiu 988 embrides clones
obtendo 13% de nascimentos, significativamente inferior aos resultados obtidos com
embrides FIV (30-45%) (Wells, 2005). Panarace et al. (2007) transferiram 3374

embrides clones e apenas 9% deles nasceram vivos.

Uma das principais causas de mortalidade em clones € a alta incidéncia de large
offspring syndrome (LOS). Esta sindrome esta relacionada com desenvolvimento
anormal da placenta com hidroalant6ide e alteragdo nos placentdnios (nimero reduzido,
tamanho aumentado e edematosos) e com 0 excesso de tamanho fetal com assincronia

de crescimento dos orgaos (Chavatte-Palmer et al., 2004).

Além das elevadas perdas durante toda a gestacdo, os clones que nascem
apresentam uma elevada taxa de mortalidade depois do nascimento (23 a 42%), causada
por diversas patologias (Heyman et al., 2002; Pace et al., 2002; Chavatte-Palmer et al.,
2004; Powell et al., 2004; Wells, 2005; Panarace et al., 2007). A intervencao,
geralmente, € necessaria para que ocorra 0 parto, pois as gestacdes de clones tendem a
ser prolongadas e com peso ao nascer 25% maior do que o normal (Wells, 2005). A

placentacdo usualmente é alterada, com diminuigdo do nimero e aumento do tamanho
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dos placenténios (Chavatte-Palmer et al., 2002; Batchelder et al., 2007b).
Hidroalantoide é observado em cerca de 25% das gestacfes acima de 120 dias,
patologia que tem prevaléncia de 0,07% em gestacGes produzidas por inseminagdo
artificial (Wells, 2005). Muitos dos animais apresentam alteragdes metabdlicas
neonatais, provavelmente, devido as alteracdes placentarias (Chavatte-Palmer et al.,
2002; Batchelder et al., 2007a).

As alteragOes observadas nos clones sdo muito variadas e incluem problemas
respiratérios (deficiéncia de surfactante, aspiracdo de mec6nio, pneumonia),
hiper/hipotermia, espessamento do corddo umbilical e onfaloflebite, alteragbes musculo
esqueléticas (contracdo de tenddes flexores, artrites) Graco persistente, maior
susceptibilidade a infeccGes, alteragdes morfoldgicas e funcionais renais, esteatose
hepética, fraturas vertebrais devido a distocia, alteracfes nas concentra¢fes sanguineas
de glicose, frutose e lactato, distirbios neuroldgicos, disturbios digestivos (gastrites e
enterites) e distarbios circulatérios (hipertensdo pulmonar). A freqiéncia do
aparecimento de certas patologias é variada de acordo com o grupo de pesquisa
(Chavatte-Palmer et al., 2002; Hill e Chavatte-Palmer, 2002; Pace et al., 2002;
Chavatte-Palmer et al., 2004; Wells, 2005; Batchelder et al., 2007b; Batchelder et al.,
2007a; Panarace et al., 2007). Os problemas apresentados nos clones tendem a ser 0s
mesmo apresentados nos animais ndo clones, entretanto com uma freqiiéncia muito

maior, e algumas vezes com mais de uma patologia associada.

A maior parte dos clones nascidos (75%) exige cuidados neonatais intensivos que
incluem monitoramento dos parametros clinicos como temperatura, freqiiéncia cardiaca
freqliéncia respiratoria e de amostras sangue arterial e venoso do hematdcrito, proteinas
totais, 1gG, pO,, pCO, pH, glicose, lactato, Ca*?, Mg CI, K'e Na'. Para a
estabilizagdo clinica dos animais, 0s procedimentos usuais incluem a oxigenioterapia
nasal, administracéo de colostro através de sonda, alimentacdo parenteral, administragdo
de glicose, antibioticoterapia, uso de antipiréticos e diuréticos A administracdo de
surfactantes pulmonares e de broncodilatadores, bem como o uso da pressao positiva de
oxigénio também podem ser recomendados para a melhoria do quadro respiratorio (Hill
e Chavatte-Palmer, 2002). Alguns procedimentos cirlrgicos podem ser necessarios
especialmente nos casos de Uraco persistente e espessamento dos vasos umbilicais (Hill
e Chavatte-Palmer, 2002; Panarace et al., 2007).
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Neste contexto, a célula doadora tem papel fundamental no sucesso da clonagem,
e alguns trabalhos relatam que algumas linhagens celulares proporcionam melhores
resultados in vivo do que outras, assim como algumas linhagens celulares sdo
ineficientes na producgéo de animais nascidos, entretanto ndo existe correlacdo entre o
desenvolvimento in vitro e o in vivo, o que dificulta a selegéo das linhagens (Miyoshi et
al., 2003; Powell et al., 2004).

2.10 Transferéncia Nuclear de Célula Somatica Interespécie

Outra aplicacdo da transferéncia nuclear é a utilizacdo de odcitos de espécies
domésticas, em que a maturacéo e o cultivo in vitro apresentam resultados satisfatorios,
como citoplasma receptor para transferéncia nuclear de células somaticas interespécie
(NTSCi). Os objetivos destes trabalhos sdo a utilizacdo do citoplasma de espécies de
facil obtencdo e manipulacdo para a recuperacdo de espécies ameagadas de extincao,
bem como, para a producéo de clones de espécies domeésticas, cujos odcitos apresentam

baixas taxas de recuperac¢ao, maturacao e/ou sobrevivéncia apés a enucleacao.

Neste sentido, odcitos de bovinos (Bos taurus), ovinos (Ovis aries), coelhos
(Oryctolagus cunniculus), gatos domésticos (Felis catus) e cdes domésticos (Canis
familiaris) vém sendo utilizados como citoplasma receptor apds a enucleacdo para a
NTSCi.

Odcitos de espécies do mesmo género foram capazes de suportar o
desenvolvimento in vivo e proporcionar o nascimento de produtos com a NTSCi. O
primeiro produto viavel produzido por NTSCi foi obtido com a utilizagdo de odcitos
ovinos na producédo de clones de muflon ou carneiro montés da Europa (Ovis orientalis
musimon) (Loi et al., 2001). Odcitos bovinos proporcionaram o desenvolvimento in
vivo até o final da gestagdo e também a termo de gaur ou bisdo indiano (Bos gaurus)
(Lanza et al., 2000; Vogel, 2001) e também do banteng ou boi de Java (Bos javanicus)
(Janssen et al., 2004). Odcitos de gato domestico (Felis catus) foram utilizados na
NTSCi com células de gato selvagem africano (Felis lybica) produzindo o nascimento
de filhotes saudaveis com a técnica de NTSCi (Gomez et al., 2004; Gomez et al., 2005).
Odcitos de caninos domésticos foram utilizados para produzir embrides de lobo
cinzento (Canis lupus), que apos transferéncia proporcionaram o nascimento de filhotes
saudaveis (Kim et al., 2007).
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A utilizacdo de espécies mais distantes também foi capaz de proporcionar o
desenvolvimento inicial in vivo. Odcitos de coelha (Oryctolagus cunniculus) foram
utilizados como citoplasma receptor para células de gato doméstico (Felis catus) e de
panda gigante (Ailuropoda melanoleuca) e proporcionaram o desenvolvimento
embrionario in vitro até o estadio de blastocisto de 5,2% dos embrides gato-coelho no
dia 7 e de 18,5% dos embribes panda-coelho no Dia 5. Apds a transferéncia de 2300
embrides panda-coelho para 100 coelhas receptoras ndo observaram nenhuma prenhez.
Na tentativa de utilizar uma espécie mais proxima como receptora, foram transferidos
10 embrides panda-coelho junto com 10 embrides gato-coelho para cada uma das 21
gatas receptoras. Destas 19 apresentaram estro entre 35 e 48 dias ap0s a transferéncia
dos embrides, e duas morreram aos 21 e 22 dias. Na necropsia, uma delas apresentava 6
fetos distribuidos nos dois cornos uterinos e varios corpos liteos em ambos 0s ovarios.
Na analise do DNA dos fetos encontrados, dois deles apresentaram resultados idénticos
ao da celula doadora do panda (Chen et al., 2002). Outros autores utilizaram células do
gato leopardo (Prionailurus bengalensis) na produgdo de embriBes interespécie
utilizando odcitos de gato doméstico como receptores e fémeas domésticas como
receptoras, que apresentam tamanho corporal e caracteristicas reprodutivas semelhantes,
com gestacdo entre 56-72 dias. Eles transferiram 435 embrides no estadio de 1-célula
para o oviduto de 7 receptoras, e as sacrificaram entre 30 e 45 dias, obtendo 21
embrides implantados e 6 fetos formados com idade gestacional entre 30 e 45 dias, mas
nenhum vivo. Outros 690 embriGes foram transferidos para 14 fémeas que foram

mantidas durante 65 dias, entretanto, ndo houve nenhum nascimento (Yin et al., 2006a).

Além destes trabalhos que conseguiram obter gestacGes ou nascimentos utilizando
a NTSCi, outros autores vem reportando o desenvolvimento in vitro utilizando o

citoplasma receptor de espécies diferentes da célula doadora do ndcleo.

Um animal que vem sendo utilizado como doador de oocitos para a NTSCi é o
coelho. A exemplo de Chen et al. (2002) que utilizaram odcitos de coelho para produzir
embrides de panda, outros autores tem utilizado odcitos deste animal para a producédo de
embrides clones por NTSCi de outras espécies, como por exemplo em: macaco (Yang et
al., 2003), humanos (Chen et al., 2003), gato domeéstico (Wen et al., 2003), elefante
asiatico — Elephus maximus (Numchaisrika et al., 2005), cabrito montés — Capra ibex
(Jiang et al., 2005), gato marmorado (Thongphakdee et al., 2006), suino (Chen et al.,
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2006), camelo (Zhao et al., 2006) e antilope tibetano — Panthalops hodgsonil (Zhao et
al., 2006; Zhao et al., 2007).

O gato doméstico também vem sendo utilizado com sucesso na producdo de
embrides de felinos selvagens, como do gato selvagem africano — Felis lybica (Gomez
et al., 2003; Gomez et al., 2004; Gomez et al., 2005), do gato de patas negras — Felis
nigripes (Gomez et al., 2005), do gato marmoreado — Pardofelis marmorata
(Thongphakdee et al., 2006), gato leopardo (Prionailurus bengalensis) (Lorthongpanich
et al., 2004; Yin et al., 2006a; Yin et al., 2006b).

De maneira semelhante, o citoplasma bovino vem sendo utilizado em muitos
trabalhos e tem sido considerado por muitos pesquisadores como citoplasma receptor
universal, pois com a utilizagdo da NTSCi blastocistos de vérias outras espécies foram
produzidos, tais como ovino — Ovis aries (Dominko et al., 1999; Hua et al., 2007),
suino — Sus scrofa (Dominko et al., 1999), bufalo — Bubalus bubalis (Kitiyanant et al.,
2001; Atabay et al., 2004; Lu et al., 2005), saola — Pseudoryx ngetinhensis (Bui et al.,
2002), antilope bongo — Tragelaphus eurycerus isaaci (Lee et al., 2003), humano
(Chang et al.,, 2003; Ilimensee et al., 2006) bdfalo africano — Syncerus caffer
(Matshikiza et al., 2004) antilope elande — Taurotragus oryx (Matshikiza et al., 2004),
cdo domeéstico — Canis familiaris (Murakami et al., 2005) iaque — Poephagus mutus (Su
et al., 2005), iaque — Bos grunniens (Murakami et al., 2005; Li et al., 2006a; Li et al.,
2007), takin — Budorcas taxicolor (Li et al., 2006a), goral — Naemorhedus goral (Oh et
al., 2006).

Por outro lado, autores afirmaram que o0 00cito bovino ndo € capaz de suportar o
desenvolvimento de embribes interespécie, uma vez que embrides murinos ndo se
desenvolveram além do estadio de 8-células (Arat et al., 2003; Kim et al., 2004; Park et
al., 2004) ou mérula (Nieminem et al., 2005) e embrides blastocistos caprinos nédo

puderam ser produzidos por NTSCi em citoplasma bovino (Sansinena et al., 2005)
2.11 Criopreservagao de Oocitos

A transferéncia nuclear € uma técnica que possibilita a producdo de embribes
clones a partir de odcitos de abatedouro. Em locais onde existe o abate de grande
nimero de animais, a capacidade de utilizacdo destes oocitos € inferior a possibilidade
de obtencdo dos mesmos, visto que existe uma limitacdo temporal no seu uso, uma vez

que estes embrides reconstruidos devem ser ativados em um determinado periodo de
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tempo ap6s o inicio da maturacdo. Desta maneira, a estratégia de criopreservacao de
oocitos possibilita 0 uso de um maior numero de o6citos coletados em um mesmo dia.
Além disto, variagdes sazonais alteram a qualidade do odcito como citoplasma receptor
ao longo do ano, e a utilizacdo de odcitos criopreservados como citoplasma receptor
permite a coleta e armazenamento destes nos periodos mais favoraveis, com a sua

utilizacdo ao longo do ano.

Desde a descricdo do nascimento de produtos obtidos através de fecundagéo in
vitro de odcitos bovinos maturados in vitro e vitrificados (Hamano et al., 1992), a
vitrificacdo de oocitos maturados vem sendo empregada por diversos autores (Massip,
2003).A partir de trabalhos utilizando o modelo da fecundag&o in vitro, alguns autores
empregaram odcitos criopreservados como citoplasma receptor na NT. Trabalhos tém
demonstrado que odcitos maturados e vitrificados tém a capacidade de suportar o
desenvolvimento in vitro até o estadio de blastocisto em taxas semelhantes aquelas
observadas em citoplasmas oriundo de odcitos ndo vitrificados (Dinnyes et al., 2000;
Atabay et al., 2004; Tominaga et al., 2005) ou com taxas inferiores (Hou et al., 2005;
Yang et al., 2007a), dependendo do método de vitrificagdo empregado. Outra estratégia
de criopreservacdo € a vitrificacdo de citoplastos de oocitos MII enucleados, que apesar
de terem alcangado o0 desenvolvimento in vivo, proporcionaram taxas de
desenvolvimento in vitro significativamente inferiores aquelas observadas com

citoplastos frescos (Booth et al., 1999).

Odcitos vitrificados imaturos tém sido utilizados para FIV com resultados
variaveis. Apesar de existirem relatos onde ndo foi possivel a producdo in vitro de
blastocistos utilizando estes odcitos (Matsumoto et al., 2001; Diez et al., 2005), alguns
autores obtiveram taxas razoaveis de desenvolvimento in vitro, bem como o
nascimentos de produtos viaveis a partir destes odcitos (Vieira et al., 2002; Abe et al.,
2005). A utilizacdo de odcitos vitrificados imaturos na clonagem € interessante do ponto
de vista logistico, uma vez que podem ser coletados e vitrificados em locais onde existe
0 abate de um grande numero de animais, ou onde a qualidade destes animais e o0citos
é superior. Além disto, pode ser armazenada uma grande quantidade de odcitos,
vitrificados sem a necessidade de estrutura laboratorial para a maturacdo sendo entéo
transportados até o local da utilizagdo. Apesar do relativo sucesso obtido com a
criopreservacao de odcitos imaturo para a FIV, ndo ha relato descrito na literatura da

utilizacdo desta abordagem para a clonagem.
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O congelamento convencional de odcitos para a clonagem foi descrito por
(Kubota et al., 1998). Estes autores congelaram od6citos imaturos, maturados ou
enucleado para serem utilizados como citoplasma receptor na clonagem. Por esta
estratégia, oo0citos maturados e enucleados suportaram o desenvolvimento in vitro de
maneira semelhante aos frescos, entretanto, 0s 00citos criopreservados imaturos
obtiveram taxa de desenvolvimento inferior aquele observado em odcitos frescos. Por
esta metodologia, os autores obtiveram produtos nascidos de embrifes produzidos com

citoplasma de odcitos Ml vitrificados (Kubota et al., 1998).
2.11.1 Injarias Durante a Criopreservacao

Sabe-se que as injurias que determinam a diminuicdo nas taxas de
desenvolvimento in vitro apds a FIV de o6citos criopreservados incluem a redugédo do
numero e/ou alteracdo da posicdo dos granulos corticais (Fuku et al., 1995; Hyttel et al.,
2000), alteracGes nos microtubulos (Rho et al., 2002), alteracbes nos microvilos (Fuku
et al., 1995), alteracdes no DNA (Men et al., 2003), alteragdes nas mitocondrias (Fuku
et al., 1995; Rho et al., 2002), formagdo de vesiculas (Fuku et al., 1995; Hyttel et al.,
2000) e alteracOes na zona pelucida (Fuku et al., 1995; Shaw et al., 2000).

As alteracOes dos granulos corticais e da zona pellcida sdo menores em 00citos
vitrificados imaturos avaliados depois da maturacdo (Fuku et al., 1995; Hyttel et al.,
2000; Diez et al., 2005).

Trabalhos com microscopia eletrénica mostraram que o6citos fixados e avaliados,
imediatamente apds a vitrificagdo e reaquecimento, apresentam varias alteraces
morfologicas, sendo que algumas delas tendem a estar diminuidas ou mesmo
desaparecer ap0s algumas horas de cultivo in vitro (Hyttel et al., 2000; Diez et al.,
2005).

Quando utilizamos o6citos maturados na vitrificagdo, 0 Unico parametro pratico
que temos no momento da utilizacdo para NT € o aspecto morfolégico. Por outro lado, a
utilizacdo de odlcitos imaturos permite a posterior selecdo daqueles que apresentam
viabilidade suficiente para conseguir concluir a meiose, ou seja chegar a MlI, ainda que
com possiveis alteracdes cromossdmicas. De qualquer maneira, como o DNA sera
removido, estas alteragdes tém menor importancia na clonagem do que na FIV. De
maneira semelhante, as alteragdes nos granulos corticais que porventura ocorrem, sdo de

menor importancia na NT do que na FIV, uma vez que ndo necessitam realizar o
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bloqueio da poliespermia. Outras alteracdes, como as que ocorrem nas mitocondrias,
tém o tempo correspondente a MIV para se recompor antes de serem submetidas a um
novo procedimento de manipulagdo, procedimento este que induz a formacdo de

clusters de REL, mitocondrias além de gotas de lipidios (Greising e Jonas, 1999).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aguae Reagentes

A 4gua utilizada para a preparacdo de todos os meios de cultivo foi estéril e
apirogénica, obtida por ultrafiltracdo através de equipamento de purificacdo de &gua
Milli-Q Synthesis (Millipore® Bedford, MA, EUA), com operacdo e manutencéo
seguidas conforme especificacdo do fabricante.

A maioria dos reagentes utilizados eram provenientes da Sigma Chemical Co. (St
Louis, MO, EUA) e o numero de catadlogo esta indicado entre parénteses. Os demais

reagentes estdo especificados no decorrer do texto.
3.2 Obtencao e Selecdo dos Odcitos

Os ovarios foram colhidos imediatamente ap6s o abate das vacas e transportados
até o laboratorio, em recipiente térmico contendo solugéo fisiologica suplementada com
penicilina e estreptomicina (Apéndice A) a 35 °C. No laboratorio, 0s ovarios eram
lavados em solucdo fisiologica e transferidos para outro recipiente até que fossem
processados individualmente. Os complexos cumuli-oécitos (CCOs) foram obtidos por
fatiamento da cortex ovariana (slicing). Para isto, 0s ovarios eram contidos com o
auxilio de uma pinga hemostatica e transferidos para placas de Petri de vidro de 150 mm
contendo solucdo de PBS (Apéndice B), suficiente para que o ovario ficasse
parcialmente coberto. O slicing foi realizado com instrumento composto de 5 laminas
paralelas, e a cortex ovariana foi finamente cortada, para que os CCOs fossem liberados
para 0 PBS. Ao final do processamento de 20 ovarios, 0 meio contendo os CCOs e
fragmentos de ovarios foi tamizado para um copo de Becker, adicionado PBS em
quantidade suficiente para completar 200 mL e decantado durante 20 min. Apds este
periodo, o sobrenadante foi retirado por sifonagem e o sedimento transferido para tubos
conicos de 15 mL. O procedimento era repetido tantas vezes quantas fossem necessarias
até o processamento de todos os ovarios. O contetdo sedimentado de cada um dos tubos
de 15 mL era transferido para uma placa de Petri de 90 mm (C10, Pleion) onde foi
realizada a procura, sob estereomicroscopio (15x). Conforme eram encontrados, 0s
CCOs foram transferidos para placas de cultivo de 35 mm (627.160 - Greiner®,
Freickenhausen, Alemanha) contendo TCM199-HEPES (Apéndice C). Ao final do

processo de procura, os CCOs que aresentavam cumulus oophorus compacto e
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citoplasma homogéneo sob estereomicroscopia, foram selecionados e lavados em meio
TCM199-HEPES.

3.3 Obtencéo e Cultivo das Células Doadoras de Nucleo

As células foram cultivadas em meio DMEM (Hoélker et al., 2005) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB, Nutricell®) descrito no Apéndice D, durante todas
as etapas de cultivo. Foram manuseadas em fluxo laminar e incubadas em estufa de
cultivo a 39 °C, com 5% de CO, em ar e atmosfera com a maxima saturacdo de

umidade.
3.3.1 Cultivo Primario

Os fibroblastos bovinos e ovinos utilizados como doadores de nucleo, foram
obtidos a partir de fragmentos de ovario recuperados apds o slicing conforme
procedimento descrito no item 3.2. Para isto, durante a procura dos odcitos, pequenos
fragmentos de ovarios eram coletados transferidos para placas de cultivo de 35 mm
(627.160 - Greiner®, Freickenhausen, Alemanha) contendo TCM199-HEPES, onde
eram lavados 3 vezes. Ao final do processo, os fragmentos de ovarios eram lavados no
meio DMEM. Os fragmentos eram transferidos e cultivados em placas de 4 pocos
(Nunclon®144444 - Nunc®, Roskilde, Dinamarca), contendo 150 uL do mesmo meio.
Os fragmentos eram cultivados por aproximadamente uma semana antes da primeira

passagem.

Os fibroblastos suinos foram obtidos através de bidpsia auricular, por explantacéo.
Para isto, foi realizada a limpeza com detergente e a tricotomia do pavilhdo auricular,
em seguida foi realizada antissepsia da regido com alcool 70 °GL. Foi removido um
fragmento triangular de tecido auricular, com aproximadamente 1 cm? com o auxilio de
um assinalador para suinos em V. O tecido foi colocado em frasco estéril contendo PBS
e transportado ao laboratério. No laboratério, o fragmento auricular foi novamente
lavado em alcool 70 °GL e incubado durante 2 h em PBS contendo 500 pg/mL de
gentamicina (Sigma, G1264) e nistatina. O fragmento foi lavado em PBS, separada a
pele da cartilagem e ambos foram cortado em pequenos pedacos (1-2 mm?). Os
fragmentos de tecido foram lavados no meio de cultivo e cultivados em placas de 4
pocos (Nunclon®144444 - Nunc®, Roskilde, Dinamarca) com 150 pL de DMEM,

durante 12 dias antes de ser realizada a primeira passagem.
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As células do cumulus oophorus bovinas e caprinas foram obtidas apos a
aspiracao folicular guida por ultrassonografia. O liquido folicular foi recuperado em
tubos conicos de 50 mL contendo PBS e transferido para placas de Petri de 90 mm,
onde foi feita a procura dos CCOs sob estereomicroscopia. Os CCOs foram transferidos
para placas de cultivo de 35 mm contendo TCM199-HEPES e as células do cumulus
foram removidas dos o0citos por pipetagem. As células foram transferidas com auxilio
de pipeta com controle bucal, para placas 4 pogos contendo 400 pL de DMEM, onde

foram cultivadas durante 5 dias antes da primeira passagem.
3.3.2 Cultivo Secundario

Quando um numero consideravel de células do cultivo primario se desprendia do
fragmento, era realizada a primeira passagem. Para isto, o fragmento era removido e
transferido para outra placa idéntica a fim de continuar liberando células, e as células ja
liberadas eram tripsinizadas e consideradas como de 12 passagem. Para esta passagem
inicial, as células eram lavadas com Tripsina Versene (VT, Apéndice E) e
imediatamente adicionado 0 mesmo meio em quantidade suficiente apenas para cobrir 0
fundo da placa (200 uL). As células eram incubadas com a trispina até que o tapete
celular se soltasse da placa, durante 5 a 10 minutos. Era adicionado meio 400 pL de
DMEM e o conteddo pipetado vigorosamente até que as células ficassem
individualizadas e distribuidas homogeneamente. Nesta primeira passagem, as células

eram mantidas no mesmo pogo onde estavam inicialmente.

A partir da segunda passagem, tripsinizacdo era realizada quando as ceélulas
atingiam 80-90% de confluéncia, e eram transferidas para novas placas com area total
equivalente a 3 vezes a area inicial. As células foram cultivadas em placa de 35 mm
(627.160 - Greiner®, Freickenhausen, Alemanha) e 60 mm (628.160 - Greiner®,
Freickenhausen, Alemanha). O processo de tripsizinagdo e cultivo das células era
semelhante ao realizado na primeira passagem, respeitando-se a quantidade de meio
necessario para cada tipo de placa. As células foram cultivadas até a 3% ou 42 passagem.,

guando foram congeladas.
3.3.3 Congelamento das Células

Para o congelamento, as células foram submetidas a tripisinzacdo e subsequente
adicdo de meio DMEM. A suspensdo com as células foi centrifugada a 200 x g, durante

3 min, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado e o centrifugado foi
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ressuspenso em SBF, a temperatura ambiente. O frasco contendo a suspensao de células
foi transferido para um banho de gelo, onde foi sendo resfriado durante o processo
adicdo de crioprotetor e envase. Ao frasco contendo as células, foi adicionado
etilenoglicol (EG — Sigma, E9129) de maneira que a concentragéo final ficasse em 10%.
A suspensdo contendo o crioprotetor e as celulas foi envasada em palhetas de 0,5 mL e
acondicionadas em recipiente refrigerado. As palhetas foram seladas termicamente e
mantidas a 4 °C durante 1 h. Apos este periodo, foram mantidas em vapor de N,L

durante 15 min e imersas em N-L.

O volume de SFB e EG foi calculado de maneira que fosse mantida a propor¢éo
de 1,5 cm? de area confluente células para cada dose de 0,5 mL, por exemplo seja as
células contidas em uma placa de 60 mm (28,3 cm?) eram ressuspensas em 8,1 mL de
soro, e adicionado 0,9 mL EG, com volume final de 9 mL, suficientes para envasar 18

palhetas.
3.3.4 Descongelamento e Utilizagdo das Celulas

As palhetas foram armazenadas em botijdes criogénicos, e descongeladas 3-5 dias
antes da utilizacdo na transferéncia nuclear. Para o descongelamento, as palhetas foram
imersas em banho-maria a 37 °C, durante 30 s e 0 seu conteudo depositado em um tubo
conico contendo 5 mL de meio DMEM, previamente aquecido. O tubo foi centrifugado
a 200 x g, durante 3 min e o sobrenadante desprezado. O sedimentado contendo as
celulas foi ressupenso em 500 pL de meio DMEM e transferido para um pogo de placa
de 4 pocos. Cada palheta continha células suficientes para conferir confluéncia de 70-
80% em 3 dias de cultivo em um poco de 1,9 cm? (Nunclon®144444 - Nunc®, Roskilde,

Dinamarca).

No momento do uso, as células contidas em um poco foram tripsinizadas,
conforme procedimento descrito anteriormente e ressuspensas em 1 mL de HSOF
(Apéndice F).

3.3.5 Células-Tronco Obtidas de Tecido Adiposo

As células-tronco de tecido adiposo foram obtidas do tecido adiposo de uma
fémea da raca nelore e processadas no laboratorio BIO-Biotecnologia Animal LTDA
(Brasilia, DF). As celulas foram transportadas de Brasilia a Porto Alegre, em suspenséo,
dentro de tubos repletos de meio de cultivo, a temperatura ambiente durante 8 h. Ao

chegarem ao laboratdrio, foram transferidas para placas e cultivadas a semelhanca das
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demais celulas descritas anteriormente. O meio utilizado para o cultivo destas células

foi fornecido pela mesma empresa.

Os demais procedimentos de tripsinizagcdo, congelamento, descongelamento e

utilizacdo foram idénticos aos descritos para as outra células.
3.4 Vitrificagdo dos CCOs Imaturos e Reaquecimento

Os CCOs selecionados foram vitrificados em palhetas de 0,5 mL cortadas em
bisel, de maneira que a solucdo contendo os odcitos ndo ocluisse completamente a luz
da palheta evitando assim que fossem aspiradas por capilaridade no momento do
reaquecimento (Figura 6). Foram utilizados 15 CCOs em cada palheta contendo 5 pL de

solucéo crioprotetora.

Figura 6. Sistema de vitrificacdo em gota na extremidade da palheta
cortada em bisel.

Para a vitrificagdo e reaquecimento o meio base utilizado foi 0 TCM199-HEPES

suplementado com 20% de soro de fetal bovino (SFB).

O protocolo de vitrificagdo foi adaptado de Vieira et al. (2008). Os odcitos foram
mantidos em meio TCM-HEPES+SVE suplementado com 3 % de EG durante 5 min.
Foram transferidos para a solugdo de equilibrio contendo 10% EG + 10%
dimetilsulfoxido (DMSO - Sigma, D2650) durante 30 s, e em seguida transferidos para
a solucdo de vitrificagdo (SV) contendo 20% EG + 20% DMSO + 0,48 M sacarose
(SAC - Sigma, S1888). Gotas de 5 uL desta solugdo, contendo 15 CCOs, foram
depositadas na extremidade da palheta cortada em bisel e imersos em N,L. O tempo
total na SV antes da imersdao em N,L foi de 25 s. As palhetas eram armazenadas dentro

de tubos cdnicos de 15 mL, dentro de botijdes criogénicos durante pelo menos 24 h.
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Para o reaquecimento, a palheta era retirada do N,L e a extremidade em bisel era
imediatamente imersa em po¢o contendo 0,26 M SAC durante 5 min e 0,16 M SAC
durante 5 min. Em seguida os CCOs eram transferidos para poc¢o contendo 500 pL de
meio de manutengdo TCM-HEPES + 20% SVE, onde permaneciam até o momento de

serem transferidos para a maturagéo.
3.5 Maturacao dos Odcitos Frescos e Vitrificados

Os odcitos frescos e vitrificados/reaquecidos eram maturados em grupos de 35-40
por poco contendo 500 uL de meio de maturagdo composto por TCM199 suplementado
com FSH, hCG, estradiol e SVE (Oliveira et al., 2005) como descrito no Apéndice G.
Os odcitos frescos eram maturados durante 17 h, enquanto que os vitrificados eram

maturados durante 22 h, a 39 °C em atmosfera com 5% de CO,.
3.6 Manipulacdo e Manutencéo das Estruturas

Apbs o final da maturagdo, as células do cumulus oophorus foram removidas
mecanicamente em meio HSOF modificado ou TCM-HEPES suplementado com 1 mg/
mL de BSA (item 4.1.1). As estruturas eram transferidas para gotas do mesmo meio,
sob oleo mineral (Sigma, M8410), sobre mesa aquecedora a 37°C, onde permaneciam
até o final do processo.

Os odcitos foram selecionados de acordo com presenca do corpusculo polar e do
aspecto do citoplasma. Odcitos frescos, ndo utilizados para NT, foram mantidos nestas
gotas durante todo o tempo de manipulacao e ativados partenogeneticamente juntamente
com os NT, como controle da qualidade intrinseca dos oo6citos, das condicdes de

manipulagéo, ativacao e cultivo.
3.7 Enucleagéo

Os o06citos que apresentavam o primeiro corpusculo polar extrusado foram
selecionados e submetidos a enucleagédo. Para isto os odcitos foram incubados durante
15 min em HSOF suplementado com 7,5 g/mL de citocalasina B (Sigma, C6762) e 5,0
ug/mL de Hoechst 33342 (Sigma, B2883).

As pipetas de micromanipulagdo foram produzidas no laboratorio. As pipetas
holding foram produzidas a partir de capilares de vidro de 1,5 mm de didametro externo
(Perfecta®, S&o Paulo, SP), esticadas manualmente em chama e as bordas arredondadas
com calor na microforja MF-90 (Narishige®, Toquio, Jap&o) de maneira que ficassem
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com aproximadamente 120 um de didmetro externo e 40 um de didmetro interno. As
pipetas de enuclegéo e transferéncia da célula foram confeccionadas a partir de capilares
de vidro de borosilicato de 1,0 mm de didmetro MTW100-4 (World Precision
Instruments, Sarasota, Florida, EUA). Os capilares foram esticados no puller P-97
(Sutter Intruments Co., Novato, CA, EUA), cortados na microforja MF-90 (Narishige®,
Tokyo, Japdo) e lixados na microgrinder EG-40 (Narishige®, Tokyo, Japdo) de maneira
que ficassem com 15 a 20 um de didmetro interno e um bisel de 45°. A enucleagéo foi
realizada sob microscépio 6ptico Axiovert 135 (Carl Zeiss®, Jena, Alemanha), equipado
com sistema de epi-fluorescéncia (luz UV e filtro G365) e micromanipulador Zeiss
(Carl Zeiss®, Jena, Alemanha), onde foram visualizados e removidos o corptsculo polar

e a placa metafasica (Figuras 7 e 8).
3.8 Reconstrucao

As ceélulas doadoras de nucleo, previamente tripsinizadas, foram transferidas para
0 espaco perivitelino dos odcitos bovinos enucleados, através de micromanipulacéo, em

HSOF com 7,5 ug/mL de citocalasina B (Figuras 9 e 10).

Os complexos reconstruidos (célula doadora-citoplasma receptor) foram
transferidos para placa contendo 1 mL de meio de fusdo (Apéndice H), sob oleo
mineral. A fusdo foi realizada com o auxilio de eletrodos acoplados a um sistema de
micromanipulacdo sob estereomicroscopia (Figura 11). Os complexos reconstruidos
foam posicionados de maneira que a célula doadora e o citoplasma receptor ficassem
em linha com os eletrodos (Figura 12). A corrente elétrica aplicada foi de 20 V durante
45 ps, utilizando o equipamento de eletrofusdo ECM 2001 (BTX, Holliston, MA,
EUA).

Apds a fusdo, os complexos reconstruidos foram transferidos para 0 HSOF e a
avaliagdo da taxa de fusdo foi realizada 30 min apds a eletrofusdo, através da
observacdo sob estereomicroscopia. Os complexos reconstruidos ndo fusionados foram
submetidos a uma segunda descarga elétrica de mesma intensidade e duragdo. Trinta

minutos apos a segunda fuséo foi determinada a taxa de fuséo.



Figura 7. Visualizagdo da placa metafésica e do corpusculo polar.

Figura 8. Corpusculo polar e placa metafasica dentro da pipeta de
micromanipulacdo ap6s serem removidos do odcito.
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Figura 9. Célula doadora de ndcleo na pipeta de micromanipulacéo.

Célula doadora

Figura 10. Célula doadora de nucleo introduzida no espaco perivitelino.
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Figura 12. Oécito enucleado com a célula doadora no espaco perivitelino,
alinhados ao eletrodo de eletrofusao.
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3.9 Ativagdo dos Complexos Recosntruidos

Os complexos reconstruidos foram ativados quimicamente 45 a 90 min apoés
receberem o estimulo para a fusdo. Foram utilizados dois protocolos de ativagdo
denominados DMAP e CHX. Em ambos os protocolos, a ativacéo inicial foi realizada
através da incubacdo em 5 uM de ionomicina (Sigma, 10634) em HSOF. No protocolo
DMAP, subseglientemente, os complexos reconstruidos foram incubados durante 3 h e
30 min em meio SOF suplementado com 2 mM de 6-dimetilaminopurina (6DMAP -
Sigma, D2629). Ao passo que no protocolo CHX, os complexos reconstruidos foram
incubados durante 5 h em meio SOF suplementado com 10 ug/mL ciclohexamida e 2,5
ug/ml citocalasina D (Sigma, C8273). Todo o procedimento de ativagédo foi realizado a
37°C, sendo que a ativacao inicial com ionomicina foi realizada em atmosfera ambiente
e a ativacgao subsequente tanto no protocolo DMAP como no CHX, foi realizada com 5

% de CO;, em ar.
3.10 Ativagdo Partenogenética

Odcitos bovinos foram mantidos nas mesmas condi¢des que os utilizados para a
transferéncia nuclear (3.6), foram ativados partenogeneticamente, no mesmo momento
que os embrides reconstruidos, com 0os mesmos protocolos descritos no item anterior
(3.9). Foram utilizados como controle das condigbes da execugdo da técnica e da
qualidade intrinseca dos oocitos. Além disto, também foram utilizados como modelo
experimental para a execucdo de alguns experimentos de otimizacdo das condicdes de

manutencdo e cultivo in vitro.
3.11 Cultivo in vitro

Embrides ativados partenogeneticamente foram cultivados em meio NCSU23
(Petters e Wells, 1993) modificado (Apéndice 1), SOF (Tervit et al., 1972) modificado
(Apéndice J) e KSOM (Erbach et al., 1994) modificado (Apéndice K).

Os embrides reconstruidos (NT) bovino-bovino, caprino-bovino e ovino-bovino
foram cultivados em meio SOF modificado, suplementado com 4 mg/mL de BSA ou
10% de SVE.

Os embrides reconstruidos (NT) suino-bovino foram cultivados no meio NCSU23

modificado suplementado com 10% de SVE.
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Todos os embrides foram cultivados em grupos de até 20 estruturas, em gotas 80
UL, sob oOleo mineral (Sigma, M8410), em estufa a 39°C, com 100% de umidade
relativa, dentro de camaras de cultivo adaptadas (Ref. 719/5, Sanremo®, Canoas, RS)
com 5% de CO,, 5% de O, em Ny, durante 7 dias.

3.12 Avaliagdo do Desenvolvimento in vitro

A taxa de clivagem foi observada no minimo 48 h apés o inicio do CIV e a taxa

de blastocisto foi observada no 7°dia, considerando 0 momento da ativagédo como Dia 0.
3.13 Vitrificagdo dos Embrides

Os embrides foram vitrificados de acordo com protocolo descrito por Vieira et al.
(2007). O meio de bésico utilizado no processo de vitrificacdo e reaquecimento foi o
PBS suplementado com 10% de SFB.

Os embrides foram transferidos para a solucdo de equilibrio contendo 10% EG +
10% DMSO durante 60 s, e em seguida transferidos para a solucéo de vitrificacdo (SV)
contendo 20% EG + 20% DMSO. Os embrides foram envasados em gotas de 1-2 pL do
mesmo meio, individualmente dentro de pipetas de vidro de 0,6 mm de diametro (Vieira
et al., 2008) e imersos imediatamente em N,L. O tempo total na SV antes da imerséo
em NoL foi de 25 s. As pipetas de vidro eram armazenadas dentro de palhetas de 0,5 mL

em botijoes criogénicos.

Para o reaquecimento, a pipeta de vidro foi retirada do N,L e introduzida em um
tubo contendo 1,2 mL de solucdo de aquecimento (0,26 M SAC) a 39 °C, que entra na
pipeta por capilaridade. Com auxilio de uma seringa, o contetdo da pipeta foi
transferido para o interior de uma palheta de 0,25 mL. O embrido foi mantido neste

sistema durante 5 min antes da transferéncia para receptoras sincronas, por via cervical.
3.14 Analise Estatistica

Os resultados obtidos no desenvolvimento embrionario foram analisados pelo

teste de Qui-quadrado, com nivel de significancia de 5%.



4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Otimizacio da Técnica de Transferéncia Nuclear

Na primeira etapa, uma série de experimentos foi realizada visando otimizar a
técnica de clonagem nas condi¢bes do Laboratorio de Embriologia e Biotécnicas de
Reproducdo. O objetivo desta etapa foi obter blastocistos produzidos por NTSC e
NTSCi.

4.1.1 Efeito do meio de manutencdo em atmosfera ambiente

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito de dois meios de manutengéo em
atmosfera ambiente sobre o desenvolvimento de embriGes partenogénicos. Para isto
oocitos maturados foram mantidos em TCM-HEPES ou HSOF durante 7 h, sob oleo
mineral sobre mesa térmica (37 °C) antes da ativacdo partenogenética. Os embrides
foram cultivados em meio SOF+SVE. Neste experimento foram realizadas duas

repeticoes.
4.1.2 Otimizacdo do sistema de ativacdo quimica

A otimizacdo da ativacdo quimica foi realizada utilizando embrifes NTSC
bovinos e NTSCi ovinos. Para isto, complexos reconstruidos com células do cumulus
bovinas de um Gnico animal foram ativados quimicamente com ionomicina durante 5
min e subseqlentemente com ciclohexamida e citocalasina D (CHX+CD) durante 5 h
ou 6DMAP durante 3 h e 30 min. Os embribes reconstruidos foram cultivados com

SOF+SVE. Neste experimento foram realizadas trés repetices de cada tratamento.

Em outro experimento, complexos reconstruidos com fibroblastos ovino e
citoplasma receptor bovino foram ativados com dois protocolos diferentes (EDMAP e
CHX+CD) e cultivados com SOF suplementado com SVE. Neste experimento foram

realizadas trés repeti¢fes de cada tratamento.
4.1.3 Efeito do meio de cultivo sobre o desenvolvimento in vitro de embrides

Odcitos ativados partenogeneticamente com o protocolo do 6DMAP foram
cultivados em meio SOF ou NCSU23 (seis repeticGes para cada tratamento) e SOF ou

KSOM (duas repeti¢Oes para cada tratamento) suplementados com 10% de SVE.
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4.1.4 Efeito da fonte protéica no meio de cultivo embrionario

Embrides NTSC bovino e NTSCi ovino-bovino foram obtidos de fibroblastos de
um Unico animal doador de cada espécie, ativados com 6DMAP e cultivados em meio
SOF suplementado com 10% de SVE ou 4 mg/mL de BSA. O efeito da fonte protéica
foi determinado através das taxas de clivagem e blastocistos ao longo de 10 repeti¢des
para 0os embrides NTSC bovino e duas repeticbes para os embrides NTSCi ovino-

bovino.
4.1.5 Efeito do gendtipo da célula doadora de ndcleo para embrides NT

Embrides foram reconstruidos utilizando fibroblastos bovinos oriundos de dois
animais diferentes (Angus e Holandés) ativados com 6DMAP e cultivados em meio
SOF suplementado com 10% de SVE, em 11 repeti¢Oes para um animal e duas para o

outro (respectivamente).
4.1.6 Efeito do tipo celular utilizado da célula doadora de nucleo para embrides NTSC

Células de duas origens (fibroblasto e cumulus oophorus) de um Unico animal
doador foram utilizadas como doadoras de nucleo para a reconstrugdo de embrides
clones, que foram ativados pelo protocolo do 6DMAP e cultivados em meio SOF
suplementado com 10% de SVE. As taxas de desenvolvimento embrionario foram
observadas ao longo de 3 repeticoes.

4.1.7 Vitrificagdo dos embrides clones e avaliagdo in vivo

Alguns embribes, produzidos ao longo dos experimentos anteriores, foram
vitrificados e transferidos para receptoras, ou transferidos a fresco, com objetivo de
avaliar a capacidade de desenvolvimento in vivo, de acordo com a disponibilidade de

receptoras.
4.2 Producgdo de EmbriGes Interespécie (NTSCi)

Nestes experimentos, foram comparadas apenas repeti¢cdes realizadas nas mesmas
condicdes, ou seja, durante 0 mesmo periodo de tempo, utilizando o mesmo tipo celular
e mesma fonte protéica no cultivo dos embrides. Apenas o protocolo de ativacdo
utilizando o 6DMAP foi utilizado. Foram comparadas as taxas de fusédo, clivagem e

blastocistos entre embrides produzidos por NTSCi e NTSC bovinos.
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4.2.1 Producéo de embrides clones NTSCi ovino-bovino

Neste experimento, embrides NTSCi ovino-bovino e NTSC bovino-bovino foram
produzidos a partir de fibroblastos e cultivados em meio SOF suplementado com SVE.

Foram realizadas 5 repeticdes.
4.2.2 Producdo de embrides clones NTSCi caprino-bovino

Embrides caprinos-bovinos e bovinos-bovinos foram reconstruidos utilizando
células do cumulus como doador de nudcleo e cultivados em meio SOF com BSA em

duas repetigdes.
4.2.3 Producéo de embrides clones NTSCi suino-bovino

Embrides reconstruidos foram reconstruidos com fibroblastos bovinos e suinos e
cultivados na presenca de SVE. Embrides NTSCi suinos foram cultivados em meio
NCSU23, enquanto, embrides NTSC bovinos foram cultivados em meio SOF com SFB,

em duas repeticoes.
4.3 Utilizacdo de Odcitos Vitrificados como Citoplasma Receptor

Odcitos vitrificados e ndo vitrificados foram utilizados como citoplasma receptor
para a producdo de clones bovinos, ativados com o protocolo do 6DMAP e cultivados
em meio SOF com SVE. Todos 0s o0citos recuperados ap0s a vitrificacdo foram
submetidos a maturacdo. Os pardmetros utilizados para a comparagdo entre 0s 00citos
vitrificados e néo vitrificados foram as taxas de recuperacdo apds o desnudamento, taxa
de maturacdo através do percentual de odcitos que apresentavam um corpusculo polar,
taxa de sobrevivéncia ap6s a micromanipulagdo (enucleacdo e transferéncia da célula
doadora), taxa de fusdo, taxa de sobrevivéncia apos a ativacao, taxa de clivagem e de

blastocistos, durante seis repeti¢oes.



5 RESULTADOS

5.1 Otimizacgdo da Técnica de Transferéncia Nuclear

Durante este trabalho, 1.123 estruturas foram reconstruidas em diferentes
condicdes, sendo que 95 blastocistos foram produzidos, em 56 rotinas de clonagem. O
primeiro blastocisto foi produzido na 52 rotina. Apos a transferéncia de parte destes
embrides (24 TE), 13 prenhezes foram estabelecidas. Entretanto, a maioria delas foi
perdida com o decorrer do tempo. Uma prenhez gemelar alcancou os 260 dias e outra

chegou a termo com o nascimento de um clone vivo.
5.1.1 Efeito do meio de manutencdo em atmosfera ambiente

As taxas de desenvolvimento in vitro apds ativacdo partenogenética, de oocitos
mantidos em TCM-HEPES ou HSOF durante 7 h sobre mesa térmica em atmosfera
ambiente estdo sumarizadas na Tabela 1.

Tabela 1. Taxas de desenvolvimento in vitro de odcitos ativados partenogeneticamente
apos manutencdo em meio TCM-HEPES ou HSOF.

Meio de Cultivados Clivados Blastocistos
manipulagéo n n % n %
TCM-HEPES 76 41 53,92 16 21,0°

HSOF 83 58 69,9 26 31,3

P letras desiguais na mesma coluna referem diferenca significativa pelo teste do qui-
quadrado (p<0,05)

5.1.2 Otimizacdao do sistema de ativagao quimica

Embrides NTSC foram quimicamente ativados com CHX+CD ou 6DMAP e
cultivados in vitro e as taxas de desenvolvimento embriondrio estdo sumarizadas na
Tabela 2.

Tabela2. Taxa de desenvolvimento de embribes NTSC bovinos ativados
quimicamente com ionomicina e subsequentemente com CHX+CD ou

6DMAP.
L Cultivados Clivados Blastocistos
Ativacao
n n % n %
CHX+CD 23 14 60,8 6 26,1
6DMAP 85 55 64,7 10 11,8

Né&o houve diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (p>0,05)
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Complexos reconstruidos ovino-bovino foram ativados com dois protocolos
diferentes (6DMAP e CHX+CD) e cultivados com SOF suplementados com SVE. Os
resultados de desenvolvimento in vitro estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Taxas de desenvolvimento de embrides clones interespécie, de complexos

reconstruidos com citoplasma bovino e célula ovina utilizando diferentes
protocolos de ativagéo.

oL Cultivados Clivados Blastocistos
Ativagdo
n n % n %
CHX+CD 28 19 67,9 2 7,1
6DMAP 58 35 60,3 6 10,3

N&o houve diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (p>0,05)

5.1.3 Efeito do meio de cultivo sobre o desenvolvimento in vitro

Odcitos ativados partenogeneticamente foram cultivados em meio SOF ou
NCSU23 ou KSOM suplementados com 10% de SVE, e o0s resultados estdo

apresentados nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Taxas de desenvolvimento in vitro de embrides partenogenéticos cultivados
em meio SOF ou NCSU.

) ) Cultivados Clivados Blastocistos
Meio de cultivo
n n % n %
SOF 169 130 76,9 66 39,1
NCSU23 165 126 76,4 58 35,1

Né&o houve diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (p>0,05)

Tabela 5. Taxas de desenvolvimento in vitro de embrides partenogenéticos cultivados
em meio SOF ou KSOM.

) ) Cultivados Clivados Blastocistos
Meio de cultivo
n n % n %
SOF 48 42 87,5 12 25,0
KSOM 47 42 89,4 14 29,7

N&o houve diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (p>0,05)

5.1.4 Efeito da fonte protéica no meio de cultivo SOF

As taxas de desenvolvimento embrionario de embrides NTSC bovino cultivados
em meio SOF suplementado com 10% de SVE ou 4 mg/mL de BSA estdo apresentadas

na Tabela 6.
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Tabela 6. Taxa de desenvolvimento in vitro de embrides NTSC cultivados em meio
SOF suplementado com SVE ou BSA.

. Cultivados Clivados Blastocistos
Fonte Protéica
n n % n %
BSA 121 72 59,62 3 2,5
SVE 213 128 60,12 31 14,5°

P letras desiguais na mesma coluna referem diferenca significativa pelo teste do qui-
quadrado (p<0,05)

Os resultados de desenvolvimento in vitro de embrides NTSCi ovino-bovino
cultivados em SOF suplementado com SVE ou BSA estdo apresentadas na Tabela 7.
Tabela 7. Taxas de desenvolvimento de embrides clones interespécie, de complexos

reconstruidos com citoplasma bovino e célula ovina utilizando diferentes
fontes protéicas no meio de cultivo.

. Cultivados Clivados Blastocistos
Fonte protéica
n n % n %
BSA 33 23 70,02 0 0,0?
SVE 58 35 60,32 6 10,3°

D letras desiguais na mesma coluna referem diferenca significativa pelo teste do qui-
quadrado (p<0,05)

5.1.5 Efeito do genotipo da célula doadora de nucleo para embrides NT

Embrides foram reconstruidos utilizando fibroblastos bovinos oriundos de dois
animais (cada um de uma raga) e as taxas de desenvolvimento embrionario estdo

apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8. Taxa de desenvolvimento in vitro de embrides clones obtidos a partir de
animais diferentes.

Cultivados Clivados Blastocistos
Doador
n n % n %
Angus 213 128 60,1 31 145
Holandés 41 26 63,4 8 195

N&o houve diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (p>0,05)

5.1.6 Efeito do tipo celular da célula doadora na NTSC

As taxas de clivagem e blastocistos obtidas durante o cultivo in vitro de embrides
NTSC bovinos obtidos a partir de fibroblastos ou células do cumulus provenientes de

um Unico animal estdo sumarizadas na Tabela 9.
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Tabela 9. Taxa de desenvolvimento in vitro de embrides clones obtidos a partir de dois
tipos celulares de um animal.

] Cultivados Clivados Blastocistos
Tipo celular
n n % n %
Fibroblasto 41 26 63,4 8 19,5
Celula do 85 55 64,7 10 118
cumulus

N&o houve diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (p>0,05)

5.1.7 Efeito do genotipo e da origem da célula doadora de nucleo sobre o

desenvolvimento in vitro e in vivo

Foram utilizadas células do cumulus, fibroblastos e células tronco de tecido
adiposo como doadoras de nucleo, de trés animais diferentes. Os embrides foram
ativados pelo protocolo do 6DMAP e cultivados em meio SOF com SVE e os resultados
do desenvolvimento in vitro e in vivo estdo apresentados nas Tabelas 10 e 11,

respectivamente.

Tabela 10. Taxa de desenvolvimento in vitro de embrides clones obtidos a partir de trés
tipos celulares e animais diferentes.

) Cultivados Clivados Blastocistos
Doador Tipo celular
n n % n %
Holandés  Célula do cumulus 85 55 64,7 10 11,7
Angus fibroblasto 213 128 60,1 31 14,5
Nelore Celula tronco de 123 77 626 14 114

tecido adiposo

Né&o houve diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (p>0,05)

Tabela 11. Taxa de desenvolvimento in vivo de embrides clones obtidos a partir de trés
tipos celulares e animais diferentes.

) TE 35 dias 260 dias
Doador Tipo celular
n n % n %
Holandés  Célula do cumulus 7 2 28,6 1 14,3
Angus fibroblasto 12 8 66,7 0 0,0
Nelore ~ Celulatronco de 5 3 60,0 1 200

tecido adiposo
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5.1.8 Efeito da vitrificacdo dos embrides NTSC sobre o desenvolvimento in vivo

As taxas de desenvolvimento in vivo, de embrides clones submetidos ou ndo a

vitrificagdo estdo sumarizadas na tabela abaixo.

Tabela 12. Taxa de desenvolvimento in vivo de embrides clones submetidos ou ndo a

vitrificacdo.
Tipo de TE 35 dias 260 dias
embrido n n % n %
Fresco 13 6 46,1 1 1,7
Vitrificado 11 7 63,6 1 9,1

5.1.9 Avaliacdo do desenvolvimento perinatal

Uma gestacdo gemelar alcangou 260 dias de prenhez apds a transferéncia de um
unico blastocisto em eclosdo (Figura 13). Os fetos abortados foram encontrados no
campo (Figuras 14). A analise do DNA microsatélite (Anexos A, B, C, D e E) dos fetos,
da doadora da célula (Figura 15) e da receptora confirmou a identidade dos animais. Os
fetos foram necropsiados e todos os 6rgdos examinados (incluindo os vasos umbilicais)
apresentavam-se normais ao exame macroscopico e histopatoldgico, com excec¢do dos
pulmdes que apresentavam mec6nio em seu interior (Anexo F e G). Nenhuma causa
infecciosa foi identificada e o aborto possivelmente ocorreu por insuficiéncia
placentaria, uma vez que os fetos eram morfologicamente normais, tinham peso (20 kg
cada) e medidas compativeis com esta idade gestacional. A analise do DNA
mitocondrial foi realizada através do seqlienciamento da regido do gene ND5 e néo foi

observada diferenca entre os clones (Anexo H).
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Figura 13. Blastocisto em eclosdo, submetido a vitrificacdo e transferéncia
direta para receptora.
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Figura 15. Vaca doadora das células doadoras de nucleo.

Outra gestacdo chegou a termo com o nascimento de um clone da raca nelore
(Figura 16). O animal nasceu com 25 kg e apresentou problemas respiratérios que o
levaram a morte com 42 h de vida. Esse animal apresentava Uraco persistente e
degeneracdo gordurosa hepética. A evolucdo clinica e os procedimentos realizados estéo
relatados no Apéndice L. As alteracbes macroscopicas observadas na necropsia estdo
descritas no Apéndice M. O resultado do exame histopatolégico esta descrito no Anexo
I e as fotos da histopatologia nos Anexo J.

Figura 16. Neonato clone de animal Nelore com 15 h de vida.
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5.2 Producéo de Clones Interespécie (NTSCi)
5.2.1 Producéo de embrides NTSCi ovino-bovino

Embrides NTSCi ovino-bovino foram reconstruidos com fibroblastos ovinos e
embrides NTSC bovino-bovino com fibroblastos bovinos e fusionados nas mesmas
condicdes. A taxa de fusdo dos embrides interespécie reconstruidos esta apresentada na
Tabela 13.

Tabela 13. Taxas de fusdo de complexos reconstruidos com citoplasma bovino e célula
doadora ovina ou bovina.

Reconstruidos Fusionados
Célula
n n %
Ovina 91 81 89,0
Bovina 92 83 90,2

N&o houve diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (p>0,05)

As taxas de desenvolvimento in vitro de embrides NTSCi ovino-bovino néo
apresentaram diferenca significativa quando comparados aos homoespecificos bovino-
bovino (Tabela 14), utilizando o mesmo tipo celular, mesmo sistema de ativagédo e
mesmo sistema de cultivo.

Tabela 14. Taxas de desenvolvimento de embrides clones interespécie (ovino-bovino) e
homoespecificos (bovino-bovino), cultivados em meio SOF suplementado

com SVE.
Cultivados Clivados Blastocistos
Célula doadora
n n % n %
Ovina 58 35 60,3 6 10,3
Bovina 63 36 57,1 8 12,7

Né&o houve diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (p>0,05)

5.2.2 Producéo de embrides NTSCi caprino-bovino

Na Tabela 15 encontra-se sumarizada a taxa de fusdo dos embrides reconstruidos

com celulas caprinas ou bovinas em citoplasma bovino.
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Tabela 15. Taxas de fusdo de complexos reconstruidos com citoplasma bovino e célula
doadora caprina ou bovina.

. Reconstruidos Fusionados
Célula
n n %
Caprina 53 41 77,4
Bovina 34 29 85,3

Né&o houve diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (p>0,05)

As taxas de desenvolvimento in vitro de embribes NTSCi caprinos-bovinos e

NTSC bovinos estdo apresentadas na Tabela 16.

Tabela 16. Taxas de desenvolvimento embrionario in vitro de complexos reconstruidos
com citoplasma bovino e célula doadora caprina ou bovina.

) Cultivados Clivagem Blastocistos
Célula doadora
n n % n %
Caprina 19 13 68,4 1 5,3
Bovina 29 23 79,3 3 10,3

N&o houve diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (p>0,05)

5.2.3 Producédo de embrides NTSCi suino-bovino

Fibroblastos suinos e bovinos foram utilizados para a reconstru¢do dos embrides
suino-bovino e bovino-bovino, respectivamente. As taxas de fusdo estdo sumarizadas na
Tabela 17.

Tabela 17. Taxas de fusdo de complexos reconstruidos com citoplasma bovino e célula
doadora suina ou bovina.

Reconstruidos Fusionados
Célula
n n %
Suina 34 27 79,4
Bovina 37 31 83,8

Né&o houve diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (p>0,05)

A Tabela 18 apresenta taxas de desenvolvimento in vitro de embrides NTSCi

suinos, cultivados em meio NCSU23 e embrides NTSC bovinos.
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Tabela 18. Taxas de desenvolvimento embrionario in vitro de complexos reconstruidos
com citoplasma bovino e célula doadora suina ou bovina.

) Cultivados Clivagem Blastocistos
Célula doadora
n n % n %
Suina 21 12 57,1 0 0,0
Bovina 28 11 39,3 3 10,7

Né&o houve diferenca significativa pelo teste de Qui-quadrado (p>0,05)

Embrides NTSCi suinos foram cultivados em dois meios diferentes SOF e
NCSU23. As taxas de clivagem foram semelhantes 60% (6/10) e 70% (7/10), ndo

havendo desenvolvimento até blastocisto em nenhum dos sistemas.

5.3 Producéo de Clones Bovinos Utilizando como Citoplasma Receptor Odcitos

Vitrificados

Odcitos vitrificados e néo vitrificados foram maturados in vitro e utilizados como
citoplasma receptor para a producdo de clones bovinos e as taxas de recuperacédo e de
maturacdo avaliada pela presenca do corpusculo polar (PB) estdo apresentadas na
Tabela 19. Foi observado durante o desnudamento que muitos dos o006citos nédo

recuperados estavam com a zona pelicida rompida.

Tabela 19. Taxa de recuperacdo apos o desnudamento e de maturacdo, avaliada pela
presenca de PB, dos CCOs vitrificados e controle (frescos).

o Maturados Recuperados PB
Odbcitos
n n % n %
Fresco 579 529 91,42 348 65,82
Vitrificado 764 558 73,0 261 46,8°

D letras desiguais na mesma coluna referem diferenca significativa pelo teste do qui-
quadrado (p<0,05)

As taxas de sobrevivéncia apds as etapas de micromanipulacéo, as taxas de fuséo
e sobrevivéncia apds a ativacdo ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos

vitrificado e ndo vitrificado e estdo sumarizadas na Tabela 20.
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Tabela 20 Eficiéncia e eficiéncia cumulativa durante as etapas da clonagem utilizando
oocitos vitrificados e ndo vitrificados como citoplasma receptor.

o Eficiéncia
* (0,
Etapas Eficiencia* (%) cumulativa** (%)

Vitrificados Frescos Vitrificados Frescos

Recuperacdo apos a vitrificacao e

: 96,3 - 96,3
reaquecimento -
Recuperacdo apds maturacédo e 73.0 914 714 914
desnudamento
Taxa de matu,ragao - Oocitos com 46,8 65.8 334 60.1
corpusculo polar
MlcromaAlnlpulagao, (enucleacéo e 778 784 26.0 471
transferéncia da célula doadora)
Taxa de fuséo 82,1 82,3 21,5 38,8
Sobrevivéncia apos a ativacdo 79,9 83,7 17,2 32,5

* Percentual sobre a etapa anterior
** Percentual sobre o nimero inicial de o6citos

Os complexos reconstruidos com citoplasma oriundo de odcitos vitrificados e ndo
vitrificados cultivados in vitro e as taxas de desenvolvimento embrionéario estdo
apresentadas na Tabela 21.

Tabela 21. Taxas de desenvolvimento embrionario in vitro de embrifes produzidos por

transferéncia nuclear utilizando como citoplasma receptor o0dcitos
vitrificados ou ndo vitrificados.

. Cultivados Clivados Blastocistos
Odbcitos
n n % n 00> Op**
Fresco 128 77 60,22 18 14,1* 23,42
Vitrificado 127 60 472" 10 79 16,7°

* percentual sobre os cultivados

** percentual sobre os clivados

2P |etras desiguais na mesma coluna referem diferenca significativa pelo teste do qui-
quadrado (p<0,05)

No controle das condicdes de manutencdo, ativagdo e cultivo, durante a
transferéncia nuclear, os o0citos controle (ndo vitrificados) ndo utilizados na
micromanipulacdo, foram ativados juntamente com os NT. Dos 106 odcitos ativados
partenogeneticamente, 71,7% clivaram e 31 (29,2%) chegaram até o estadio de
blastocistos. Os od6citos vitrificados foram utilizados apenas para NT.
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6 DISCUSSAO

6.1 Otimizagdo da Técnica de Transferéncia Nuclear

A primeira fase do trabalho teve por objetivo estabelecer as condigdes da técnica
de clonagem por transferéncia nuclear que possibilitassem a producéo de blastocistos e

de prenhezes.

Os resultados de producédo in vitro por clonagem até o estadio de blastocisto,
geralmente se assemelham aos dados de embrides fecundados in vitro; entretanto, a
eficiéncia final da técnica ainda permanece muito baixa, entre 0,5 e 5,0% (Heyman et
al., 2002).

Apesar dos avancos que vem sendo alcancados nas técnicas de transferéncia
nuclear para a producdo de animais clones, ndo existe um consenso entre protocolos de
NTSC. Mesmo quando experimentos séo realizados nas mesmas condicGes, o protocolo
que € melhor para um tipo celular ndo funciona tdo bem para outro. Powell et. al (2004)
demonstraram, em experimento realizado com mais de 4.000 complexos reconstruidos,
que condicBes excelentes para determinada célula foram ineficientes para outra. Os
autores ressaltam que condig¢Oes que resultam em taxas de desenvolvimento in vitro,
podem determinar em baixa ou nenhuma producdo in vivo. Desta maneira, se faz
necessaria a implementacdo da técnica de transferéncia nuclear nas condi¢fes do nosso
laboratdrio, comparando diversos protocolos para que se eleja 0 mais adequado dentro

da nossa realidade.

Inicialmente, as condicdes de fusdo foram estabelecidas, testando-se diversos

parametros, obtendo-se resultados entre 90 e 95 % de fuséo (dados nao apresentados).

A reducdo da concentragdo do soro no cultivo celular de 10% para 0,5% alguns
dias antes da utilizacdo das células para NT é uma estratégia para induzir as células a
entrar em GO, o que vem sendo empregada por muitos laborat6rios, uma vez que esta
estratégia permitiu o primeiro nascimento de clone viavel (Wilmut et al., 1997).
Entretanto, nas nossas condicOes, este protocolo induziu uma alta mortalidade das
celulas que seriam utilizadas para a NTSC, e desta forma, foi utilizada a inibi¢do por
contato para inducdo de GO em nossos experimentos, sendo utilizadas células com alta

confluéncia.
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Assim como é empregado em diversos protocolos (Wells et al., 1999; Heyman et
al., 2002; Atabay et al., 2004), inicialmente, foi utilizada hialuronidase para a remogéo
das células do cumulus antes da clonagem. Entretanto, nés observamos que as células
foram facilmente removidas por pipetagem, quando o periodo de maturagdo ndo excedia
17 h e o meio utilizado era o HSOF, o que dispensou 0 uso de hialuronidase,
diferentemente do que o ocorria quando era utilizado o TCM-HEPES como meio de
manipulagdo. Este dado, juntamente com as taxas de desenvolvimento in vitro
observadas (Tabela 1), conduziu-nos a utiliza-lo como meio de eleicdo para a

manipulagdo em atmosfera ambiente.

Tanto o 6DMAP ou como a ciclohexamida (CHX) sdo empregados amplamente
nos protocolos de ativagdo descritos na literatura (Campbell et al., 2007; Shen et al.,
2007; Wang et al., 2007). Nas nossas condic¢des, ndo houve diferenca significativa entre
os dois protocolos de ativagdo sobre as taxas de desenvolvimento in vitro (Tabelas 2 e
3). Entretanto, pelo 6DMAP ser um inibidor de proteino-quinase, esse promove uma
inibicdo mais especifica do que a ciclohexamida, que é um inibidor da sintese protéica
(Alberio et al., 2001). Assim, o 6DMAP foi empregado como protocolo padrdo de
ativacdo. Além disto, outra facilidade pratica € a necessidade de menor tempo de
incubacéo (3 h e 30 min) do que a CHX, que necessita de 5 h (dados ndo publicados).

Em relacdo ao meio de cultivo utilizado, embrides bovinos partenogenéticos
desenvolveram-se de maneira semelhantes em meio KSOM, NCSU23 e SOF (Tabelas 4
e 5). No que diz respeito a suplementagdo protéica, em experimentos anteriores
realizados com embrides FIV, conseguimos produzir embrides com taxas de
desenvolvimento in vitro até blastocisto semelhantes quando utilizamos SOF
suplementado com BSA ou SVE (Forell et al., 2004). Entretanto, para os embrides
clones, 0 uso da BSA proporcionou taxas de desenvolvimento in vitro até blastocisto
significativamente menores do que o SVE (Tabelas 6 e 7), o que tornou invidvel a sua
utilizacdo. Podemos observar que quando os oocitos foram de boa qualidade esses
parecem suportar o desenvolvimento com BSA; entretanto, quando a qualidade nédo €
boa, 0 meio suplementado com soro é importante para o desenvolvimento. A presenca
do soro no sistema de cultivo € muitas vezes relacionada com o aparecimento de
problemas no desenvolvimento fetal e pos-natal (Thibault, 2003). Nesses experimentos,

obtivemos o desenvolvimento de uma gestacdo gemelar, com fetos normais anatdmica e
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histologicamente, até 260 dias de gestacédo utilizando SVE no cultivo. Desta maneira, 0
meio SOF suplementado com SVE foi escolhido como padré&o.

Em relacdo a origem da célula doadora, ndo observamos diferenga significativa
sobre as taxas de desenvolvimento in vitro, quando utilizamos animais diferentes como
doadores de células e/ou tecidos diferentes doados pelo mesmo animal (Tabelas 8 e 9).
Apesar de haver divergéncia na literatura em relacdo a melhores ou piores resultados de
acordo com o tipo celular, autores como Campbell et al. (2007) afirmam que estas
diferencas podem ser atribuidas aos métodos estatisticos utilizados, com a comparagéo

entre a eficiéncia das mesmas sendo muito dificil.

Muitas vezes ndo dispomos de receptoras sincronas e proximas ao laboratorio que
viabilizem a transferéncia a fresco de todos os embriGes produzidos por NTSC. Desta
maneira, a criopreservacdo para posterior transferéncia, € uma estratégia importante a
ser empregada. Em relacdo a criopreservacdo dos embrides produzidos in vitro por
transferéncia nuclear, os dados da literatura ainda s&o muito escassos. Tendo em vista
que a eficiéncia da técnica por si s6 € muito baixa. Os processos que envolvem a
producdo de animais a partir de transferéncia nuclear, preferencialmente, usam embrides
frescos (Pace et al., 2002; Powell et al., 2004; Panarace et al., 2007). Isto acaba sendo
mais uma dificuldade para a implementacdo a campo, uma vez que se faz necessaria a
disponibilidade de receptoras sincronas e relativamente proximas. Em nossos
experimentos, alguns embrides foram transferidos a fresco, enquanto outros apds
vitrificagdo, com taxas iniciais de prenhezes (dia 35) de 46,1% (6/13) e 63,6% (7/11),

respectivamente.

Durante este trabalho, 1.123 estruturas foram reconstruidas em diferentes
condicdes, sendo que 95 blastocistos foram produzidos, em 56 rotinas de clonagem. O
primeiro blastocisto foi produzido na 5% rotina. ApoOs a transferéncia de parte destes
embrides (24 TE), 13 prenhezes foram estabelecidas. Entretanto, a maioria delas foi
perdida com o decorrer do tempo. Uma prenhez gemelar alcancou os 260 dias e outra

chegou a termo com o nascimento de um clone vivo.
6.1.1 Prenhez gemelar

A ocorréncia de gémeos idénticos nas diferentes espécies domeésticas ocorre
devido a divisdo do embrido de maneira espontanea durante o desenvolvimento

embrionario inicial. Entretanto, desde a década de 80, com a aplicacdo comercial da
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transferéncia de embrides, varios técnicos vém utilizando a técnica de biparticdo nos
estadios pré-implantacdo para a producdo de gémeos. Esta técnica utilizada em
embrides produzidos in vivo ndo compromete a viabilidade de cada hemi-embrido em
relacdo ao embrido original. Desta maneira, quando € dividido um embrido de boa
qualidade e cada metade transferida para uma receptora, as chances de gestacdo dobram
(Lopes et al., 2001).

Neste trabalho, vitrificamos um embrido no estadio de blastocisto em eclosdo
produzido por transferéncia nuclear com célula somatica. O embrido apresentava,
aproximadamente, metade da massa celular dentro da zona pelicida e a outra metade
havia saido pelo orificio da micromanipulacdo (Figura 11). No procedimento do
reaquecimento, o embrido foi diretamente transferido para uma palheta contendo a
solucgéo de diluicdo do crioprotetor e transferido, imediatamente, para a receptora, sem
prévia avaliagdo morfolégica. Em algum momento do processo de vitrificagéo,

reaquecimento ou transferéncia, ocorreu a divisdo espontanea do embriéo.
6.2 Odcitos Bovinos como Citoplasma Receptor na NTSCi

Odcitos bovinos enucleados foram utilizados como receptores para o0

desenvolvimento in vitro de clones ovinos, caprinos e suinos.

As taxas de fusdo ndo diferiram significativamente entre os grupos NTSCi e
controle NTSC. As taxas de fusdo do experimento NTSCi ovino foram de 90,2% no
grupo bovino-bovino e 89,0% no grupo ovino-bovino (Tabela 13). No experimento
NTSCi caprino as taxas de fuséo foram de 85,3% no grupo bovino-bovino e 77,4% no
grupo caprino-bovino (Tabela 15). Os complexos reconstruidos suino-bovino
apresentaram taxa de fusdo de 79,4% (Tabela 17) e tambem né&o diferiram daquelas
observadas no grupo controle bovino-bovino (83,8%). Estes dados corroboram alguns
resultados publicados na literatura, em que as taxas de fusdo entre 0s grupos
interespécie e controle bovino-bovino se assemelham (Kitiyanant et al., 2001;
Murakami et al., 2005; Sansinena et al., 2005). Entretanto, outros autores obtiveram
taxas de fusdo inferiores quando a célula utilizada era proveniente de outra espécie
(Dominko et al., 1999).

As taxas de clivagem observadas em todos 0s grupos interespécie ovino-bovino
(Tabela 14), caprino-bovino (Tabela 16) e suino-bovino (Tabela 18) também né&o

diferiram dos grupos homoespecificos (bovino-bovino), o que era esperado uma vez que
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as primeiras divisdes celulares, antes da ativacdo do genoma embrionario, ndo séo
controladas pelo nucleo (Dominko et al., 1999). De qualquer maneira, isto mostra que
as injarias causadas pelo processo de clonagem, bem como, a qualidade intrinseca dos

odcitos foi semelhante entre 0s grupos interespécie e homoespecifico.

As taxas de desenvolvimento embrionario ao estadio de blastocisto dos embrides
ovino-bovino e bovino-bovino ndo apresentaram diferenca significativa (10,3% e
15,4%, respectivamente). Dominko et al. (1999) também n&o observaram diferenca
significativa entre 0s grupos ovino-bovino e bovino-bovino, com taxas de blastocisto de
9,9% e 9,7% respectivamente. Hua et al. (2007) obtiveram taxas satisfatdrias de
blastocistos ovino-bovino (24,7%), entretanto, significativamente inferiores aquelas

observadas no grupo partenogenético.

No experimento NTSCi caprino, foi possivel a producéo de blastocisto caprino em
citoplasma bovino diferente dos dados da literatura em que a producdo de embrides
clones caprino-bovino ndo havia sido possivel (Sansinena et al., 2005).

Quando utilizamos células suinas, os embrides ndo se desenvolveram além do
estadio de 8-células. Isto nos mostra que, nas nossas condi¢des, o nucleo doador ndo foi
capaz de assumir o controle do desenvolvimento embrionario. Varios fatores podem
estar relacionados a este fato. Um deles é a questdo do meio de cultivo. Neste
experimento nos utilizamos o meio NCSU23, amplamente utilizado para o cultivo de
embrides suinos (Petters e Wells, 1993). Em experimento realizado com embrides
partenogenéticos bovinos (Tabela 4), o meio NCSU23 foi capaz de suportar o
desenvolvimento ate o estadio de blastocisto com eficiéncia semelhante ao meio SOF
(meio padrdo de cultivo de embriGes bovinos nas nossas condigdes). Entretanto,
nenhum experimento de producdo in vitro de embrides suinos havia sido conduzido em
nosso laboratério. Assim, talvez este meio necessite de algum ajuste em relacéo a sua
suplementacdo em nossas condi¢cdes para que possa suportar o desenvolvimento de
embrides clones suinos. Outra possibilidade, para o insucesso, é a qualidade intrinseca
dos odcitos utilizados neste experimento, uma vez que a taxa de clivagem do grupo
controle foi de apenas 39,3%, diferente dos outros experimentos realizados neste
trabalho, onde as taxas de clivagem de embrides clones observadas ficaram entre 60 e
80%.

A utilizacdo de um meio de cultivo adequado a embrifes interespécie pode ser

determinante do sucesso da técnica. Alguns autores afirmam que o oécito bovino néo é
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capaz de suportar o desenvolvimento de embriées murinos, observando que os embrides
produzidos ndo se desenvolviam além do estadio de 8-células (Arat et al., 2003; Kim et
al., 2004; Park et al., 2004). Entretanto, outros autores demonstraram que 0 sucesso do
desenvolvimento destes embrides murinos-bovinos estaria relacionado com o sistema de
cultivo (Nieminem et al., 2005). Eles compararam o desenvolvimento in vitro de
embrides NTSCi murinos-bovinos em meio de cultivo adequado ao desenvolvimento de
embrides murinos (KSOM) com embrides cultivados em meio, usualmente, utilizado
para o cultivo de embrides bovinos (SOF). O sistema utilizando o KSOM apresentou
melhores taxas de desenvolvimento in vitro aléem de proporcionar o desenvolvimento
até o estadio de morula, entretanto, nenhum alcancou o estddio de blastocisto
(Nieminem et al., 2005). Desta maneira, o sistema de cultivo estd diretamente

relacionado com o sucesso da NTSCi.
6.3 Odcitos vitrificados como citoplasma receptor

Em nosso experimento, oocitos vitrificados antes da MIV foram capazes de
suportar o desenvolvimento in vitro de embrides produzidos pela técnica de

transferéncia nuclear.

Algumas estratégias de vitrificagdo vém sendo empregadas com o objetivo de
aumentar 0 numero de estruturas vitrificadas, bem como de otimizar os sistemas de
armazenamento, diminuindo o espago que ocupam dentro do botijdo de nitrogénio. No
sentido de aumentar o nimero de estruturas vitrificadas, experimentos descrevem a
utilizacdo, como por exemplo, de grades de microscopia eletrénica (Martino et al.,
1996; Matsumoto et al., 2001), nylon mesh (Matsumoto et al., 2001; Abe et al., 2005) e
plastic stiker (Chian et al., 2004) para vitrificar mais do que 10-15 odcitos. No mesmo
sentido, utilizamos as palhetas em bisel, o que permitiu a vitrificacdo de 15 estruturas
por palheta. O emprego de microgotas na parede da palheta em bisel associou as
vantagens observadas na técnica da vitrificagdo em microgotas (Papis et al., 2000; Yang
et al., 2007a), com a vantagem logistica do armazenamento em palhetas, dispensando o
uso de tubos para o armazenamento das mesmas. Além disto, 0 armazenamento em
palhetas é de facil manejo dentro dos botijées usualmente presentes nos laboratérios que

executam técnicas de FIV/NT.

Do total de 908 complexos cumuli-odcitos vitrificados e reaquecidos neste novo

sistema, 96,3% foram recuperados apds o reaquecimento (dados ndo aresentados).
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A taxa de recuperacao dos oocitos vitrificados ap6s o desnudamento, apresentada
na Tabela 19, foi significativamente inferior aquela observada nos o00citos néo
vitrificados (73,0% vs 91,4%). Este dado demonstra que, de alguma maneira, 0 processo
de vitrificacdo deixa a zona pellcida mais susceptivel & ruptura, provavelmente, devido
a fraturas que muitas vezes ocorrem durante o processo de vitrificagdo (Shaw et al.,
2000; Yang et al., 2007a). Como os odcitos sdo vitrificados, reaquecidos e maturados
com células do cumulus, a visualizacdo destas fraturas fica dificultada, e posteriormente
se apresenta como uma maior fragilidade dos odcitos durante a remocdo mecénica das

células do cumulus durante a pipetagem.

A taxa de maturacdo nuclear muitas vezes é afetada pela vitrificacdo. Apesar de
alguns autores terem obtido taxas de MII semelhantes entre os grupos vitrificados e
controle frescos (Hurtt et al., 2000; Abe et al., 2005), varios autores referem reducéo
nas taxas de maturagéo in vitro apos a vitrificagdo: 71,3% vs 19,8% (Le Gal e Massip,
1999), 70% vs 20% (Matsumoto et al., 2001) e 75,9% vs 29,5% (Yamada et al., 2007).
No nosso experimento (Tabela 20), a taxa de maturacdo do grupo controle (ndo
vitrificado) foi de 65,8%, significativamente superior ao grupo vitrificado. Entretanto,
46,8 % dos oocitos vitrificados conseguiram retomar a meiose e eliminar o corpusculo

polar, o que pode ser considerado como um indicador confiavel da sobrevivéncia.

O tempo de maturacdo empregado para odcitos vitrificados foi de 22 h, enquanto
que o tempo de maturagdo dos odcitos ndo vitrificados foi de 17 h. Este tempo de 17 h
foi determinado em funcdo da proximidade do corplsculo polar em relagdo a placa
metafasica. Nas nossas condicOes, a partir de 18 h de maturacdo, mais de 50% dos
oocitos apresentavam o corpusculo polar distante da placa metafasica, o que dificulta o
processo de micromanipulacdo, enquanto que com 17 h, esta taxa foi inferior a 20%
(dados obtido em pré-experimentos anteriores com NT). Em relacdo aos odcitos
vitrificados, mesmo com 22 h de maturacdo, a maioria dos PB se encontrava junto a
placa metafésica. Este dado pode ser um indicio de que a retomada da maturacéo, nos

odcitos vitrificados é mais lenta.

As taxas de sobrevivéncia apds a enucleagdo (Tabela 20) mostram que a
sobrevivéncia a micromanipulacdo destes odcitos ndo é afetada pela criopreservacdo
(77,8% vs 78,4%). Dados semelhantes a estes foram observados por outros autores que
utilizaram odcitos vitrificados ap6s a maturacdo (Dinnyes et al., 2000; Atabay et al.,

2004; Tominaga et al., 2005). Entretanto, odcitos congelados em MII foram mais
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sensiveis a micromanipulacdo do que odcitos vitrificados antes da maturagdo (Kubota et
al., 1998). Este dado associado aos nossos resultados nos possibilita presumir que os
oocitos criopreservados antes da maturacdo teriam o periodo da maturacdo para se

reorganizar antes de serem submetidos & micromanipulagéo.

A criopreservacdo parece ndo afetar a fusdo do citoplasto receptor com a célula
doadora. As taxas de fusdo obtidas no nosso experimento nao diferiram entre 0s grupos
vitrificados e frescos (82,1% vs 82,3%). Resultados semelhantes também foram obtidos
por outros grupos que utilizaram odcitos ou citoplastos criopreservados com resultados
de 53,2% vs 58,3% (Yang et al., 2007a), 79% vs 72% (Tominaga et al., 2005), 68,2%
Vs 67,2% (Atabay et al., 2004), 62% vs 74% (Dinnyes et al., 2000), 83,7% vs 79,8%
(Booth et al., 1999) e 88 % vs 84% (Kubota et al., 1998)

Alguns autores obtiveram taxas de desenvolvimento in vitro significativamente
inferiores no grupo vitrificado comparado ao controle fresco (Hou et al., 2005; Yang et
al., 2007a). Entretanto, as taxas de desenvolvimento ao estadio de blastocistos
observadas no nosso experimento, na comparagdo dos grupos fresco e vitrificados, néo
apresentaram diferenca significativa entre eles (Tabela 21), o que corrobora resultados
obtidos por outros grupos que utilizaram odcitos vitrificados em MII (Dinnyes et al.,
2000; Atabay et al., 2004). Cabe ressaltar que o comportamento de odcitos frente a
criopreservacdo depende do status da maturacdo (Diez et al., 2005) e as injurias por
estes sofridas podem comprometer de maneira diferente o desenvolvimento in vitro.
Quando comparamos a vitrificacdo de oocitos maturados (MII) com odcitos imaturos
(VG), observamos algumas diferencas no que diz respeito tanto as alteracOes
ultraestruturais quanto a sobrevivéncia in vitro. Quando comparados ao controle ndo-
vitrificado, tanto odcitos MII quanto VG apresentam uma reducdo no numero de
granulos corticais. Entretanto, enquanto mais de 40% das mitocondrias aparecem
degeneradas nos oocitos MII, o aspecto das mesmas nos oocitos VG é normal apos a
MIV (Diez et al., 2005). Em relacdo as taxas de desenvolvimento in vitro apdés FIV
(clivagem e blastocisto), alguns autores mostram nédo haver diferenca significativa entre
odcitos vitrificados em MIl e GV (Le Gal e Massip, 1999). Entretanto, outros trabalhos
obtiveram melhores taxas de desenvolvimento in vitro em odcitos vitrificados apds a

maturacao (Fuku et al., 1995).

Trabalhos com microscopia eletrdnica mostram que odcitos fixados e avaliados,

imediatamente, ap06s a Vvitrificagdo e reaquecimento apresentam varias alteraces
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morfologicas, sendo que algumas delas tendem a estar diminuidas ou mesmo
desaparecer ap0s algumas horas de cultivo in vitro (Hyttel et al., 2000; Diez et al.,
2005). Quando utilizamos od6citos maturados para vitrificagdo, 0 Unico parédmetro
pratico que temos no momento da utilizagdo para NT € o aspecto morfoldgico.
Entretanto, se utilizarmos o0citos imaturos, somente empregaremos aqueles que
apresentarem viabilidade suficiente para conseguir concluir a meiose, ou seja, chegar a
MII, ainda que com algumas alteragdes cromossdmicas. De qualquer maneira como o
DNA serd removido, estas alteracfes tém menor importancia na clonagem do que na
FIV. De maneira semelhante, as alteragdes nos granulos corticais que porventura
ocorrem; sdo menos importantes na NT do que na FIV, uma vez que ndo necessitam
realizar o bloqueio da polispermia. Qutras alteracbes, como as que ocorrem nas
mitocondrias, ttm o tempo correspondente a MIV para se recompor antes de serem
submetidas a um novo procedimento de manipulacdo, procedimento este que induz a
formacédo de clusters de REL, mitocondrias, além de gotas de lipidios (Greising e Jonas,
1999). Desta maneira, a utilizacdo de odcitos vitrificados antes da MIV é uma
alternativa para a utilizagdo de grandes quantidades de odcitos obtidos de abatedouro
para a clonagem, uma vez que o protocolo apresentado possibilita a criopreservacéo e
armazenamento de grandes quantidades de oocitos. O periodo de MIV ¢ util para
reorganizagao estrutural, aléem de favorecer a sele¢éo dos viaveis através da extrusdo do
PB.

Além disto, experimentos envolvendo criopreservacdo de oocitos e embribes
interespécie puderam ser desenvolvidos possibilitando a producdo de embrides nestes
experimentos. A otimizacao do sistema de producéo de clones por transferéncia nuclear,
em nosso laboratério permitiu a implementagdo da técnica com a padronizacdo de
diversos pontos cruciais para a obtencdo de embribes clones in vitro, bem como

proporcionou o desenvolvimento in vivo com o nascimento de um produto vivo.



7 CONCLUSOES

Na primeira fase deste trabalho, de implementacdo da técnica e otimizagdo das
condigdes, conseguimos alcangar nosso objetivo principal que era o de produzir
embrides transferiveis. Além disto, conseguimos estabelecer prenhezes que puderam ser
levadas a termo, inclusive com o nascimento de um produto. Durante esta fase,
estabelecemos algumas condi¢bes que se tornaram padrdo em nosso laboratorio, tais
como o uso de HSOF como meio de manipulacéo, ativacdo com o protocolo do 6DMAP
e cultivo em meio SOF com SVE. Em relacdo ao tipo celular e ao animal doador,
concluimos que foi possivel a producédo de blastocistos de todos os tecidos e animais
testados. Entretanto, a avaliacdo da eficiéncia in vivo deve ser avaliada individualmente.
Concluimos também que a criopreservacdo de embrides clones pode ser uma ferramenta
atil para este tipo de embrido. Porém, a avaliacdo in vivo de um maior nimero de

embrides se faz necessaria.

Na segunda etapa do trabalho, avaliamos o potencial do citoplasma bovino em
suportar o desenvolvimento in vitro de clones de diferentes espécies e concluimos que o
citoplasma bovino foi capaz de suportar o desenvolvimento de embrides ovinos e
caprinos. Entretanto, ndo foi capaz de suportar o desenvolvimento de embrides suinos,

nas condicdes testadas.

Na terceira fase deste trabalho, pode-se concluir que a vitrificagdo de o0citos
imaturos representa uma alternativa logistica como fonte de citoplasma receptor na
NTSC.
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APENDICE A — Meio para transporte de ovarios

Solucao Fisioldgica

. , Concentracéo
Reagente Fabricante Catalogo
(9/L)
NaCl Merck 1.06404.1000 8,00

Penicilina e estreptomicina Jofadel Agrodel 0,15
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APENDICE B — Meio para manipulac&o dos ovarios

PBS

Reagente Fabricante Catalogo Concentragao

(9/L)

NaCl Merck 1.06404.1000 8,00

KCI Merck 1.04936.1000 0,20

MgCl,.6H,0 Merck 1.05833.1000 0,10

CaCl,.2H,0 Merck 1.02382.1000 0,13

Glicose Merck 1.08337.1000 1,09

Penicilina e estreptomicina Jofadel Agrodel 0,15

Piruvato de sddio Sigma P4562 0,03

Na;HPO,4.2H,0 Merck 1.06586.0500 1,25

NaH,PO,4.H,0 Merck 1.06346.1000 0,17

KH,PO4 Sigma 1.04873.1000 0,15

Osmolaridade: 280-290 mOsm

pH: 7,1-7,2




APENDICE C — Meio TCM-HEPES
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Reagente Fabricante Catalogo pm Concentragédo
TCM199 Sigma M2520 - -
NaHCO3 Sigma S5761 84,01 2,4 mM
Piruvato de sédio Sigma P4562 110,04 0,2 mM
Gentamicina Sigma G1264 - 50 pg/mL
BSA fracéo V Gibco 11018-017 - 1 mg/mL

Osmolaridade: 275-285 mOsm

pH:7,1e7,2




Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

APENDICE D - Meio para cultivo celular
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Reagente Fabricante Catalogo pm Concentragédo
DMEM HyClone SH30003.01 - -
NaHCO; Sigma S5761 84,01 25,0 MM
Gentamicina Sigma G1264 - 50 pg/mL
MEM aminoacidos Sigma M7145 - 1%
-Mercaptoetanol Sigma M7522 78,13 1,0 mM
Soro fetal bovino Nutricell - - 10%

Osmolaridade: 280-300 mOsm

pH: 7,2-7,4




109

APENDICE E- Meio para tripsinizacio das células

Tripsina Versene (VT)

. , Concentracdo

Reagente Fabricante Catélogo (/L) ¢
NaCl Merck 1.06404.1000 8,00
KCI Merck 1.04936.1000 0,40
Glicose Merck 1.08337.1000 1,00
NaHCO; Sigma S5761 0,58
Tripsina 1:250 Sigma 85450C 0,50
EDTA Sigma E6758 0,20

Vermelho de Fenol Sigma P5530 0,0025

Penicilina e estreptomicina Jofadel Agrodel 0,15

pH: 7,2-7,4
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APENDICE F — Meio SOF-HEPES (HSOF)

Reagente Fabricante Catalogo pm Concentracdo
NaCl Sigma S5886 58,44 119,40 mM
KCI Sigma P5405 74,55 7,16 mM
CaCl,.2H,0 Sigma C7902 147,01 1,71 mM
KH,PO4 Sigma P5655 136,09 1,19 mM
MgCl, 6H,0 Sigma M2393 203,3 0,49 mM
NaHCO3 Sigma S5761 84,01 5,00 mM
Glicose Sigma G6152 180,16 1,50 mM
Lactato de Sodio Sigma L1375 112,06 2,00 mM
Vermelho de fenol Sigma P5530 376,36 10 pg/mL
HEPES Sigma H6147 238,3 20,00 mM
Piruvato de sédio Sigma P4562 110,04 0,33 mM
L-Glutamina Sigma G5763 146,14 1,00 mM
Gentamicina Sigma G1264 - 50 pg/mL
BME aminoécidos Sigma B6766 - 2%
LA Sigma M7145 : 1%
BSA fracéo V Gibco 11018-017 - 2 mg/mL

Osmolaridade: 270-280 mOsm

pH: 7,2-7,3
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APENDICE G - Meio de maturac&o in vitro - TCM199

Reagente Fabricante Catalogo pm Concentragédo
TCM199 Sigma M2520 - -
NaHCO; Sigma S5761 84,01 26,19 mM
Piruvato de sédio Sigma P4562 110,04 0,2 mM
Gentamicina Sigma G1264 - 50 pg/mL
Soro de vaca em i i i 10%
estro
Estradiol Sigma E8875 - 1 pg/mL
FSH Vetrepharm Folltropin V - 0,5 ng/mL
hCG Serono Profasi - 0,03 Ul/mL

Osmolaridade: 280-300 mOsm

pH: 7,3-7,4




APENDICE H — Meio de fusdo
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Reagente Fabricante Catalogo pm Concentracao
Manitol Sigma M1902 182,2 260 mM
MgSO, Sigma M2643 120,4 0,1 mM

BSA fracéo V Gibco 11018-017 - 0,5 mg/mL

Osmolaridade: 260 mOsm
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APENDICE | — Meio de cultivo embrionario NCSU23

Reagente Fabricante Catalogo pm Concentracdo
NaCl Sigma S5886 58,44 108,73 mM
KCI Sigma P5405 74,55 4,78 mM
CaCl,.2H,0 Sigma C7902 147,01 1,70 mM
KH,PO4 Sigma P5655 136,09 1,19 mM
MgSO, Sigma M2643 120,4 1,19 mM
NaHCO; Sigma S5761 84,01 25,07 mM
Lactato de Sédio Sigma L1375 112,06 2,00 mM
Vermelho de fenol Sigma P5530 376,36 10 pg/mL
Glicose* Sigma G6152 180,16 2,00 mM
Piruvato de sédio Sigma P4562 110,04 0,20 mM
L-Glutamina Sigma G5763 146,14 1,00 mM
Gentamicina Sigma G1264 - 50 pg/mL
Taurina Sigma T7146 125,15 7,00 mM
Hipotaurina Sigma H1384 109,15 5,00 mM

*Glicose adicionada 60 h apés o inicio do cultivo
Osmolaridade: 270-280 mOsm

pH: 7,3-7,4
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APENDICE J — Meio de cultivo embrionario SOF

Reagente Fabricante Catalogo pm Concentracdo
NaCl Sigma S5886 58,44 107,70 mM
KCI Sigma P5405 74,55 7,16 mM
CaCl,.2H,0 Sigma C7902 147,01 1,71 mM
KH,PO4 Sigma P5655 136,09 1,19 mM
MgCl, 6H,0 Sigma M2393 203,3 0,49 mM
NaHCO; Sigma S5761 84,01 25,07 mM
Glicose Sigma G6152 180,16 1,50 mM
Lactato de Sodio Sigma L1375 112,06 1,50 mM
Vermelho de fenol Sigma P5530 376,36 10 pg/mL
Piruvato de sédio Sigma P4562 110,04 0,33 mM
L-Glutamina Sigma G5763 146,14 1,00 mM
Gentamicina Sigma G1264 - 50 pg/mL
BME aminoéacidos Sigma B6766 - 2%
MEM aminoé&cidos Sigma M7145 - 1%

Osmolaridade: 270-280 mOsm

pH: 7,3-7,4




115

APENDICE K — Meio de cultivo embrionario KSOM

Reagente Fabricante Catalogo pm Concentracdo
NaCl Sigma S5886 58,44 95,00 mM
KCI Sigma P5405 74,55 2,50 mM
CaCl,.2H,0 Sigma C7902 147 1,71 mM
KH,PO4 Sigma P5655 136,1 0,35 mM
MgSQO, Sigma M2643 120,4 0,20 mM

NaHCO;3; Sigma S5761 84,01 25 mM

Glicose Sigma G6152 180,2 0,20 mM
Lactato de Sodio Sigma L1375 112,1 10,00 mM
Vermelho de fenol Sigma P5530 376,4 10 pg/mL
HEPES Sigma H6147 238,3 25,00 mM
EDTA Sigma E6758 292,2 0,01 mM
Piruvato de sddio Sigma P4562 110 0,20 mM
L-Glutamina Sigma G5763 146,1 1,00 mM
Gentamicina Sigma G1264 - 50 png/mL

Osmolaridade: 270-280 mOsm

pH: 7,3-7,4
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APENDICE L - Evolugio clinica do clone

O clone nasceu por cesariana e os cuidados neonatais iniciaram imediatamente
apoOs o nascimento e foram realizados de maneira intensiva durante as 42 h de vida do
animal.

Antes da realizacdo da cesariana, foi realizado o exame clinico da receptora,
onde foi observado: frémito da artéria uterina presente; relaxamento do ligamento
sacro-isquidtico; Ubere distendido apresentando secrecdo (colostro); placenténios com
tamanho aparentemente normal; estruturas umbilicais normais; feto com grande
atividade (movimento) e sinais de pari¢édo evidente e iminente.

O clone nasceu as 16 h e 50 min, do dia 26 de janeiro de 2007, aos 290 dias de
gestacdo pesando 25kg. Realizou-se o exame clinico, incluindo a pesquisa de
deformag0es congénitas, verificacdo da funcédo intestinal e urinaria, além do constante
acompanhamento da temperatura corporal, freqliéncia cardiaca e respiratoria do animal.
N&o houve sofrimento fetal e ndo havia sinais de asfixia aparentes.

Imediatamente apds o nascimento, o animal foi suspenso, pelos membros
posteriores, por cordas e através de movimentos pendulares promoveu-se a eliminagéo
de liquidos presentes nas vias aéreas superiores. A aspiracdo do conteudo das narinas e
da cavidade oral foi realizada com o auxilio de uma bomba de vacuo. Simultaneamente,
o animal foi lavado com agua fria, como forma de estimular seu sistema respiratorio.
Ao final deste processo (2 a 3 min) o animal foi colocado em decubito lateral, sendo
submetido a oxigenioterapia constante (5 L/min) e nova avaliacdo clinica. O
aquecimento do animal foi realizado com o auxilio de um secador de cabelo e lampada
infravermelha, o qual foi pratica constante durante todo o periodo.

A avaliacdo do estado clinico foi realizada constantemente e os parametros de
frequéncia cardiaca, respiratoria e temperatura foram verificados a cada 20 ou 30 min.

Foi administrado por via intra-traqueal 400 mg de surfactante 5 min apos o
nascimento. Nos primeiros 90 min de vida o animal recebeu mais duas doses de 400 mg
cada. Ao todo, o animal recebeu 2,6 g de surfactante.

O monitoramento da hemogasometria arterial foi realizado periodicamente e
para isto foi puncionada artéria femoral; para a hemogasometria venosa, puncionou-se

a veia jugular externa (ver graficos).
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Nas primeiras 6 h de vida, observou-se excelente prognostico e evolugéo
dentro da normalidade. Duas horas apds o nascimento, o animal ficou em estagdo com
dificuldade em equilibrar-se, mas com forga suficiente para manter-se sozinho.
Apresentou reflexo de sucgdo com 40 min e mamou colostro na mamadeira com duas
horas de vida.

Entre 6 e 15 h de vida, o animal manteve-se estavel, entretanto, apresentou pO,
um pouco abaixo do esperado (40 mmHg), ainda que tenha sido administrado
surfactante e oxigenioterapia continua. O animal mostrava-se ativo, levantando-se e
mamando espontaneamente. Entre 15 e 18 h de vida, o animal foi retirado da sala de
tratamento intensivo e o oxigénio foi removido, sendo transferido para uma area coberta
e aberta ao lado da baia da receptora, onde péde movimentar-se livremente. O animal
continuava a mostrar-se bastante ativo e mamou espontaneamente na receptora por
alguns instantes. Com 18 h de vida, houve queda no hematocrito e concomitante
diminuigdo da temperatura retal, e o animal foi novamente transferido para a sala de
tratamento intensivo e submetido a oxigenioterapia. Entre 18 e 23 h, ao retornar a sala
de tratamento intensivo, o animal apresentava ruidos pulmonares mais intensos e
respirava com mais dificuldade. Foi novamente submetido a oxigenioterapia e nova
dose de surfactante foi administrada. Foi também administrado aminofilina, o que
diminuiu significativamente os ruidos respiratorios. Com este tratamento, em um
periodo de 1 h e 20 min, a pO; arterial aumentou de 32 mmHg para 52 mmHg, e se
manteve ao redor de 50 mmHg até as 23 h de vida. Entretanto, apresentou
hipoalbuminemia que se agravou nas horas seguintes. Entre 23 e 31 h, apesar da
administracdo de oxigénio, aminofilina e surfactante, a pO, arterial ficou abaixo de 40
mmHg. O animal mamava com dificuldade e a hipoalbuminemia se agravavou. Entre
31 e 39 h o quadro respiratério piorou sensivelmente, apesar da manutencdo do
tratamento (aminofilina, surfactante e oxigénio). A ausculta pulmonar associada a
hipoalbuminemia sugeriu um quadro de edema pulmonar associado a hipdxia. A partir
deste momento, iniciou-se o tratamento com dexametasona, diurético e administracéo
de albumina humana por via endovenosa. O animal ndo apresentou melhora do estado
geral, nem de elevacédo da pO,, entretanto, se manteve tranquilo, quando em repouso.
Houve aumento da albumina sérica as 39 h. No periodo entre 39 a 42 h, o animal foi
colocado em estacdo para que pudesse mamar na mamadeira, porém, quando foi
submetido a este esfor¢o, o quadro respiratério agravou. O tratamento com diurético,

aminofilina, aumento do fluxo de oxigénio e dexamentasona ndo impediu que o animal



118

atingisse um grau de descompensacao respiratoria incompativel com a vida. Com 41 h,

a pO, arterial atingiu 21,6 mmHg e pH sangiineo 6,99, desencadeando o processo de

morte.

Monitoramento da oxigenioterapia e administragéo de surfactante e aminofilina.

oxigenioterapia

surfactante

aminofilina

tempo de vida 0, tempo de vida dose tempo de vida dose
(h:min) (L/min) (h:min) (mg) (h:min) (mg)
0:10 5 0:15 400 18:40 240
2:20 3 0:40 400 23:10 240
8:10 5 1:35 400 31:30 120
15:10 0 8:10 400 32:48 120
18:10 7 18:10 400 35:10 240
24:00 5 20:10 400 40:35 240
40:35 7 23:20 200
34:10 500
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APENDICE M — Achados macroscéopicos na necropsia do clone

Na necropsia do animal, os pulmdes apresentavam aspecto hepatizado e havia
liguido na cavidade cardiaca (hidropericardio). Constatou-se a presen¢a de ducto
arterioso persistente e forame oval aberto. O animal também apresentava draco
persistente. Os rins ndo apresentaram altera¢do, bem como o abomaso estava integro. O
figado apresentava bordos arredondados, coloragdo ocre, ndo homogéneo, congestdo
leve, ndo fridvel ao corte. Alguns canaliculos biliares estavam hipertrofiados. Havia
areas de fibrose na capsula. A partir das lesdes macroscopicas evidenciadas no
momento da necropsia a causa mortis preliminar foi determinada como insuficiéncia

respiratoria.

hidropericéardio

28/01/200%,
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Figado com
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ANEXO A - Laudo da analise de DNA microsatélite

i} GENE/ GENEALOGICA CGTA LTDA
Gie=raet

Rua Prof. Magalhdes Penido, 697 sala 705
Ca=ra=AR s D!ACAN.MA.S 31270-700 - Belo Horizonte - MG

(31) 3441-3373
genegenealogica@genealogica.com.br

GRUPO: HOL00010

TESTE DE IDENTIDADE GENETICA

As amostras identificadas como URSULA, CLONE 1 e CLONE 2 e testadas respectivamente como
HOL00010-01, 02 e 03, apresentam os mesmos alelos nos 12 locos analisados mostrando completa
identidade genética.

A amostra identificada como RECEPTORA e testada com HOL00010-04 apresenta alelos diferentes em em
9 dos 12 locos analisados.

Belo Horizonte, 31 de maio de 2005

-

Dr. Sérgio Danilo Junho Pena
PHD, CRM-MG 14.8%4
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ANEXO B — Anélise de DNA microssatélite do feto 1

GENE/GENEALOGICA CGTA LTDA
ISAG code: BR/BH
Rua Prof. Magalhdes Penido 697 sala 705
31270-700 - Belo Horizonte - MG

(31) 3441-3373

genegenealogica@genealogica.com.br

CERTIFICADO DE GENOTIPAGEM DE MICROSSATELITES
ANALISE DE DNA

Proprietario: LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA E BIOT DE REPROD/FAVET

Propriedade/Empresa: JOSE LUIZ RODRIGUES

Responsavel pela Coleta:

Registro Profissional:

Data Coleta: 12/05/2005

Grupo: HOL00010-02
Nome do Animal:CLONE 1
N° Registro:

Espécie: BOVINA

Raga: HOLANDESA

Data Nasc.:

Sexo: FEMININO

O perfil alélico abaixo foi determinado por escada alélica padronizada pelos resultados do teste comparativo do ISAG 2003/2004

BM1824

INRA23

BM2113 SPS115 TGLA227 TGLA122
178 180 139 139 248 256 91 97 214 214 143 153
TGLA126 BM1818 ETH10 ETH225 TGLA57 |
117 117 i 260 264 217 219 148 152 102 102 ; X X

Belo Horizonte, 20/06/2005

Responsavel Técnico: Dr. Sérgio Danilo Junho Pena
PHD, CRM- MG 14.894



ANEXO C — Anélise de DNA microssatélite do feto 2

YOS

CenTrRAL DE GENCSTIPAGEM DE ANIMAIS

GENE/GENEALOGICA CGTA LTDA
ISAG code: BR/BH

Rua Prof. Magalh&es Penido 697 sala 705
31270-700 - Belo Horizonte - MG

(31) 3441-3373

genegenealogica@genealogica.com.br

CERTIFICADO DE GENOTIPAGEM DE MICROSSATELITES
ANALISE DE DNA

Proprietario: LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA E BIOT DE REPROD/FAVET

Propriedade/Empresa: JOSE LUIZ RODRIGUES
Responsavel pela Coleta:

Registro Profissional:

Data Coleta: 12/05/2005

Grupo: HOL00010-03
Nome do Animal:CLONE 2

N° Registro:
Espécie: BOVINA

Raga: HOLANDESA

Data Nasc.:
Sexo: FEMININO

O perfil alélico abaixo foi determinado por escada alélica padronizada pelos resultados do teste comparativo do ISAG 2003/2004

‘ T \

BM1824  BM2113 | SPS115 TGLA227 | INRA23 TGLA122
178 180 139 139 | 248 256 @ 91 97 | 214 214 143 153
S e |
TGLA126 BM1818 ETH10 ETH225 TGLA57 1
117 117 260 264 | 217 219 | 148 152 @ 102 102 X X

Belo Horizonte, 20/06/2005

s

Responsavel Técnico: Dr. Sérgio Danilo Junho Pena
PHD, CRM- MG 14.894

125



ANEXO D — Andlise de DNA microssatélite da doadora

GENE/GENEALOGICA CGTA LTDA

i ISAG code: BR/BH
;,AJ >
< C/ 7 é’;\?) Rua Prof. Magalhdes Penido 697 sala 705
Ll ranEs Z 31270-700 - Belo Horizonte - MG
[=F N
CRE S R (31) 3441-3373

genegenealogica@genealogica.com.br

CERTIFICADO DE GENOTIPAGEM DE MICROSSATELITES
ANALISE DE DNA

Proprietario: LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA E BIOT DE REPROD/FAVET

Propriedade/Empresa: JOSE LUIZ RODRIGUES
Responsavel pela Coleta:

Registro Profissional: Data Coleta: 12/05/2005

Grupo: HOL00010-01

Nome do Animal:URSULA

N© Registro: Data Nasc.:
Espécie: BOVINA Raga: HOLANDESA Sexo: FEMININO

O perfil alélico abaixo foi determinado por escada alélica padronizada pelos resultados do teste comparativo do ISAG 2003/2004

BM1824 . BM2113 SPS115 | TGLA227 INRA23 TGLA122

178 180 139 139 | 248 256 91 97 214 214 143 153

TGLA126 BM1818 ETH10 ETH225 = TGLA57

117 117 260 264 217 219 | 148 152 102 1ozj X X

Belo Horizonte, 20/06/2005

Responsavel Técnico: Dr. Sérgio Danilo Junho Pena
PHD, CRM- MG 14.894
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ANEXO E - Anélise de DNA microssatélite da receptora

GENE/GENEALOGICA CGTA LTDA
ISAG code: BR/BH

P <<’\ﬁ
7 oy 5 .
CMW%‘) Rua Prof. Magalhdes Penido 697 sala 705

CGepax 4 31270-700 - Belo Horizonte - MG
=ANE_
CRE RN (31) 3441-3373

genegenealogica@genealogica.com.br

CERTIFICADO DE GENOTIPAGEM DE MICROSSATELITES
ANALISE DE DNA

Proprietario: LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA E BIOT DE REPROD/FAVET

Propriedade/Empresa: JOSE LUIZ RODRIGUES
Responsavel pela Coleta:

Registro Profissional: Data Coleta: 12/05/2005

Grupo: SRD00004

Nome do Animal:RECEPTORA
N© Registro: Data Nasc.:
Espécie: BOVINA Racga: SEM RACA Sexo: FEMININO

O perfil alélico abaixo foi determinado por escada alélica padronizada pelos resultados do teste comparativo do ISAG 2003/2004

BM1824 BM2113 SPS115 TGLA227 INRA23 TGLA122 |
180 180 | 139 139 252 254 81 87 206 214 143 151 ;

TGLA126 = BM1818 . ETH10 ETH225 TGLA57

115 123 264 266 @ 217 219 | 146 150 98 98 X X

Belo Horizonte, 20/06/2005

G

Responsavel Técnico: Dr. Sérgio Danilo Junho Pena
PHD, CRM- MG 14.894
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ANEXO F - Laudo de necropsia do feto 1

Faculdade Veterinaria ?p‘oLOGIa Ve,
& %
Depto de Patologia Clinica Veterinaria g <) z
‘e 5.
Setor de Patologia Veterinaria B m &

(Tel.051 33166107 Fax. 33166116)
e-mail: setpatvet@ufrgs.com.br

Resultado de Exames

Laudo: 31/05/05

Técnico requisitante: Proprietario:

Arnaldo Diniz Vieira Prof. Dr. José Luiz Rigo Rodrigues.
Laboratério de Embriologia e Biotécnologia

Técnico responsavel: Registro numero: A261/05

Dr. Luis Gustavo Corbellini Data de recebimento: 03/05/05

Caroline A. Pescador, MSc Data da necropsia: 03/05/05

Material enviado: feto bovino abortado.

Avaliagdo Macroscopica: feto bovino abortado, fémea, HPB, medindo aproximadamente
72cm de comprimento equivalendo a 8 meses de idade gestacional. Feto em bom estado
nutricional, apresentando externamente liberagcdo de meconio pelo orificio anal. Durante a
abertura das cavidades foi constatado atelectasia pulmonar e congestao do cortex cerebral.
Demais 6rgaos sem alteragdes.

Exame histopatolégico:

Pulméo: presenca de mecénio e queratina no interior dos alvéolos.
Cérebro: congestio multifocal

Demais 6rgaos sem alteragées.

Exame imunoistoquimico:
BVDV: negativo.

Exame bacteriolégico: cultivo aerébio de amostras de figado e pulmio ndo revelou
crescimento bacteriano significativo.
Brucella spp: negativo.

Exame de Imunofluorescéncia Direta para detecgio de Leptospira spp.: negativo
Diagnéstico provavel: inconclusivo.

Comentarios: diversas s&o as causas que podem ocasionar aborto em bovinos. A auséncia

de lesdes inflamatérias nos orgaos analisados indica que possivelmente o aborto n3o tenha

sido de origem infecciosa. A presenga de mecénio no interior dos alvéolos indica hipoxia
fetal com aspiragéo de mecénio presente no liquida am}ii jtico uterino.

YA Z(

Davig-Driemeier’

CRMV/RS 5756

4 Ue Oy ~



ANEXO G - Laudo de necropsia do feto 2

Faculdade Veterinaria Q“‘o\.ocm Ve

23
s

Depto de Patologia Clinica Veterinaria

Setor de Patologia Veterinaria &
(Tel.051 33166107 Fax. 33166116) FAVE - UFRGS
e-mail: setpatvet@ufrgs.com.br

SOR
S 2

Bl

Resultado de Exames

Laudo: 31/05/05

Técnico requisitante: Proprietario:

Arnaldo Diniz Vieira Prof. Dr. José Luiz Rigo Rodrigues.
Laboratério de Embriologia e Biotécnologia

Técnico responsavel: Registro numero: A262/05

Dr. Luis Gustavo Corbellini Data de recebimento: 03/05/05

Caroline A. Pescador, MSc Data da necropsia: 03/05/05

Material enviado: feto bovino abortado.

Avaliagdo Macroscépica: feto bovino abortado, fémea, HPB, medindo aproximadamente
79cm de comprimento equivalendo a 8 meses de idade gestacional. Feto em bom estado
nutricional, apresentando externamente liberagcdo de mecénio pelo orificio anal. Durante a
abertura das cavidades foi constatado atelectasia pulmonar e congestao do cortex cerebral.
Demais 6rgaos sem alteragées.

Exame histopatoldégico:

Pulmao: presenga de mecodnio e queratina no interior dos alvéolos.
Cérebro: congestao multifocal

Demais 6rgaos sem alteragdes.

Exame imunoistoquimico:
BVDV: negativo.

Exame bacterioldgico: cultivo aerébio de amostras de figado e pulmao nao revelou
crescimento bacteriano significativo.
Brucella spp: negativo.

Exame de Imunofluorescéncia Direta para detec¢do de Leptospira spp.: negativo
Diagnéstico provavel: inconclusivo.

Comentarios: diversas sdo as causas que podem ocasionar aborto em bovinos. A auséncia
de lesdes inflamatérias nos 6rgaos analisados indica que possivelmente o aborto ndo tenha
sido de origem infecciosa. A presenca de mecénio no interior dos alvéolos indica hipoxia
fetal com aspiragdo de mecoénio presente no liquido amniético uterino.

7 J) .
g;d/Cf*//bﬁ_&"%g_//’z’Md".
David Driemeier
CRMV/RS 5756
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ANEXO H — Anélise do DNA mitocondrial dos fetos abortados
Analise Realizada no Laboratério de Morfofisiologia Molecular e Desenvolvimento

USP-Pirassununga/SP

Extracdo de DNA

Para a realizacdo do estudo, o DNA foi extraido a partir de sangue coletado da
receptora e doadora e de um fragmento de tecido de ambos os clones. Resumidamente,
as hemacias foram lisadas com uma solugéo de lise contendo 12 mM de Tris-HCI, pH
8,2; 0,32 M de Sacarose; 5 mM de EDTA e 1% de Triton 100X. Os globulos brancos
peletizados e o tecido foram digeridos com proteinase K (0,5 mg/mL) por 3 h a 55 °C.
As proteinas foram entdo precipitadas com solucdo de NaCl 5 M e o sobrenadante
recuperado. Em seguida, o DNA foi precipitado, adicionando-se 3 vezes o volume de
etanol absoluto, desidratado e rediluido em agua ultrapura (Sambrook e Russel, 2001).

DNA Mitocondrial (mtDNA)

A amplificacgdo do DNA mitocondrial foi realizada utilizando-se os
oligonucleotideos iniciadores direto 5’°CCCAACGAGGAAAATATACC 3’ e reverso
5’AACCGCAAACAACCTCTTCC 37, sintetizados para amplificar uma regido do gene
ND5 do genoma mitocondrial entre os nucleotideos 11770 e 12525 de acordo com
Anderson et al. (1982; Figura 1). Finalizando um volume de 50 uL, a reacdo de PCR foi
composta de 100 ng de DNA, solugéo tampéo 1X (estoque 10X: 200 mM Tris-HCI, pH
8,4; 500 mM KClI), 200 uM de dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 3,5 mM de MgCl,, 0,2 uM
de cada oligonucleotideo iniciador e 1 unidade de Tag DNA polimerase (Invitrogen). O
DNA foi amplificado por 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 58°C e 45
segundos a 72°C e entdo digerido com a enzima de restricdo Hind Il (Invitrogen),
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5% em TBE 1X e corado com brometo de
etideo. O mtDNA foi analisado e, de acordo com a presenca ou auséncia do sitio de
restricdo da enzima Hind Ill, os individuos foram classificados como portadores de

mtDNA Bos indicus ou Bos taurus.
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ANEXO H (cont.)

B, indicus miDMNA,
16 338 kb

Escala x 1230

Figura 1. Esquema mtDNA Bos indicus

Resultado mtDNA

Cl = Controle Bos indicus; CT = Controle Bos taurus

Amostra Resultado mtDNA
Feto 1 Bos taurus
Feto 2 Bos taurus

Receptora Bos taurus




ANEXO H (cont)

Resultado do sequenciamento do fragmento amplificado

132

O DNA foi amplificado na regido do gene ND5 do genoma mitocondrial entre

0s nucleotideos 11770 e 12525. Nao foi observada diferenga entre os individuos

estudados como pode ser visto no seqiienciamento abaixo pela similaridade entre as
bases (1_mtDNA_F e 1_ mtDNA R = fetol; 2 mtDNA_F e 2 mtDNA_R = feto2;
3_mtDNA_F e 3 mtDNA_R = receptora).

1_MEDNA_F
1_MEDNA_R
2_MtDNA_F
2_MtDNA_R
3_MtDNA_R
3_MEDNA_F

1_MEDNA_F
1_MEDNA_R
2_MtDNA_F
2_MtDNA_R
3_MEDNA_R
3_MtDNA_F

1_MEDNA_F
1_MEDNA_R
2_MtDNA_F
2_MtDNA_R
3_MtDNA_R
3_MEDNA_F

1_MEDNA_F
1_MEDNA_R
2_MtDNA_F
2_MtDNA_R
3_MtDNA_R
3_MEDNA_F

1_MEDNA_F
1_MEDNA_R
2_MtDNA_F
2_MtDNA_R
3_MEDNA_R
3_MtDNA_F

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
SN DU DR N DY DRV N DUDUY PRI FURDY PUDSY DRURN FONUN DU DR N PUDSY BRUN PUNN U |

CCACTTAATAATATCTCGCCTNCNTTACACGGGAAAATGCAC-TCATATCATTACACATCCTACCCCTACTACTCCTAACCCTAAACCCAAAAATTATTC
CCA-TT-ATA-TATCTCGCCTTCCTTTCACTCGAAA-TGCACGTCATATCATTACACATCCTACCCCTACTACTCCTAACCCTAAACCCAAAAATTATTC
NCACTTAATAATATCTCGCCTTCCTTTCACGGGAAAATGCCCCTCATANTCTTACNNTTCNTCCCCCTACT -CTC-TAACCCTAAACCCAAAAATTATTC
CCA-TT-ATA-TATCTCGCCTTCCTTTC-CGNGAAA-TGCAC- TCATATCATTACACATCCTACCCCTACTACTCCTAACCCTAAACCCAAAAATTATTC
CCA TT-ATA-TATCTCGCCTTCCTTTC- CNGGAAA TGCAC- TCATATCATTACACATCCTACCCCTACTACTCCTAACCCTAAACCCAAAAATTATTC
NCACATAATAATATCTCGCCTNCCTTACACGGGAAAATGCAC-TCATATCATTACACATCCTACCCCTACTACTCCTAACCCTAAACCCAAAAATTATTC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
S DU DR N DY DRV N DUUY PRI FURDY PUDSY DRURN FONUN PUDUY DR N PUDSY BRUN PUNN DU |

TAGGACCTCTATACTGTAAATATAGTTTAACAAAAACATTAGATTGTGAATCTAACAATAGAAACTCATTACCTTCTTATTTACCGAAAAAGTATGCAAG
TAGGACCTCTATACTGTAAATATAGTTTAACAAAAACATTAGATTGTGAATCTAACAATAGAAACTCATTACCTTCTTATTTACCGAAAAAGTATGCAAG
TAGGACCTCTATACTGTAAATATAGTTTAACAAAAACATTAGATTGTGAATCTAACAATAGAAACTCATTACCTTCTTATTTACCGAAAAAGTATGCAAG
TAGGACCTCTATACTGTAAATATAGTTTAACAAAAACATTAGATTGTGAATCTAACAATAGAAACTCATTACCTTCTTATTTACCGAAAAAGTATGCAAG
TAGGACCTCTATACTGTAAATATAGTTTAACAAAAACATTAGATTGTGAATCTAACAATAGAAACTCATTACCTTCTTATTTACCGAAAAAGTATGCAAG
TAGGACCTCTATACTGTAAATATAGTTTAACAAAAACATTAGATTGTGAATCTAACAATAGAAACTCATTACCTTCTTATTTACCGAAAAAGTATGCAAG

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
S FEPE PEPE] FERS PR FEEE) PR PR EEERY PEER PEER ERERY EERRY FERE PERE] PEPE] PEPE] PR PR PR |

AACTGCTAATTCTATGCTCCCATATCTAATAGTATGGCTTTTTCGAACTTTTAAAGGATAGTAGTTTATCCGTTGGTCTTAGGAACCAAAAAATTGGTGC
AACTGCTAATTCTATGCTCCCATATCTAATAGTATGGCTTTTTCGAACTTTTAAAGGATAGTAGTTTATCCGTTGGTCTTAGGAACCAAAAAATTGGTGC
AACTGCTAATTCTATGCTCCCATATCTAATAGTATGGCTTTTTCGAACTTTTAAAGGATAGTAGTTTATCCGTTGGTCTTAGGAACCAAAAAATTGGTGC
AACTGCTAATTCTATGCTCCCATATCTAATAGTATGGCTTTTTCGAACTTTTAAAGGATAGTAGTTTATCCGTTGGTCTTAGGAACCAAAAAATTGGTGC
AACTGCTAATTCTATGCTCCCATATCTAATAGTATGGCTTTTTCGAACTTTTAAAGGATAGTAGTTTATCCGTTGGTCTTAGGAACCAAAAAATTGGTGC
AACTGCTAATTCTATGCTCCCATATCTAATAGTATGGCTTTTTCGAACTTTTAAAGGATAGTAGTTTATCCGTTGGTCTTAGGAACCAAAAAATTGGTGC

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
S DU DR N DY DRV N DUUY PRI FURDY PUDSY DRURN FONUN PUDUY DR N PUDSY BRUN PUNN DU |
AACTCCAAATAAAAGTAATAAACATATTCTCCTCACTCTCACTAGTTACTTTACTCTTACTAACTATACCCATTATAATAATAAGCTTTAACACCTACAA
AACTCCAAATAAAAGTAATAAACATATTCTCCTCACTCTCACTAGTTACTTTACTCTTACTAACTATACCCATTATAATAATAAGCTTTAACACCTACAA
AACTCCAAATAAAAGTAATAAACATATTCTCCTCACTCTCACTAGTTACTTTACTCTTACTAACTATACCCATTATAATAATAAGCTTTAACACCTACAA
AACTCCAAATAAAAGTAATAAACATATTCTCCTCACTCTCACTAGTTACTTTACTCTTACTAACTATACCCATTATAATAATAAGCTTTAACACCTACAA
AACTCCAAATAAAAGTAATAAACATATTCTCCTCACTCTCACTAGTTACTTTACTCTTACTAACTATACCCATTATAATAATAAGCTTTAACACCTACAA
AACTCCAAATAAAAGTAATAAACATATTCTCCTCACTCTCACTAGTTACTTTACTCTTACTAACTATACCCATTATAATAATAAGCTTTAACACCTACAA

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
SN RO DR TN DY DRV N DUUY PRI FURDY PUDSY DRURN FONUN DU DR NN RPN DR PUNON U |

ACCTTCCAACTACCCACTCTACGTAAAAACAGCTATCTCATACGCCTTCATTACCAGCATAATTCCCACAATAATATTTATCCACTCAGGCCAAGAACTA
ACCTTCCAACTACCCACTCTACGTAAAAACAGCTATCTCATACGCCTTCATTACCAGCATAATTCCCACAATAATATTTATCCACTCAGGCCAAGAACTA
ACCTTCCAACTACCCACTCTACGTAAAAACAGCTATCTCATACGCCTTCATTACCAGCATAATTCCCACAATAATATTTATCCACTCAGGCCAAGAACTA
ACCTTCCAACTACCCACTCTACGTAAAAACAGCTATCTCATACGCCTTCATTACCAGCATAATTCCCACAATAATATTTATCCACTCAGGCCAAGAACTA
ACCTTCCAACTACCCACTCTACGTAAAAACAGCTATCTCATACGCCTTCATTACCAGCATAATTCCCACAATAATATTTATCCACTCAGGCCAAGAACTA
ACCTTCCAACTACCCACTCTACGTAAAAACAGCTATCTCATACGCCTTCATTACCAGCATAATTCCCACAATAATATTTATCCACTCAGGCCAAGAACTA



1_MtDNA_F
1_MtDNA_R
2_MtDNA_F
2_MtDNA_R
3_MtDNA_R
3_MEDNA_F

1_MtDNA_F
1_MtDNA_R
2_MtDNA_F
2_MtDNA_R
3_MEDNA_R
3_MtDNA_F

1_MtDNA_F
1_MtDNA_R
2_MtDNA_F
2_MtDNA_R
3_MtDNA_R
3_MEDNA_F

ANEXO H (cont)

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
S EEEE PERE EEEE PERR EEER) FEEE PRSP PEFE EEERY PEPE] ERERY PEPE] FEERS PERE EEEPY FERE ERERY PERE ERE |

ATTATTTCAAACTGACACTGACTAACCATCCAAACTCTTAAATTATCCCTCAGCTTTAAAATAGACTATTTCTCAATAATATTTATCCCAGTAGCACTAT
ATTATTTCAAACTGACACTGACTAACCATCCAAACTCTTAAATTATCCCTCAGCTTTAAAATAGACTATTTCTCAATAATATTTATCCCAGTAGCACTAT
ATTATTTCAAACTGACACTGACTAACCATCCAAACTCTTAAATTATCCCTCAGCTTTAAAATAGACTATTTCTCAATAATATTTATCCCAGTAGCACTAT
ATTATTTCAAACTGACACTGACTAACCATCCAAACTCTTAAATTATCCCTCAGCTTTAAAATAGACTATTTCTCAATAATATTTATCCCAGTAGCACTAT
ATTATTTCAAACTGACACTGACTAACCATCCAAACTCTTAAATTATCCCTCAGCTTTAAAATAGACTATTTCTCAATAATATTTATCCCAGTAGCACTAT
ATTATTTCAAACTGACACTGACTAACCATCCAAACTCTTAAATTATCCCTCAGCTTTAAAATAGACTATTTCTCAATAATATTTATCCCAGTAGCACTAT

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
S FEPE PEPE] FERS PR FEEE) PR PR EEERY PEER PEER ERERY EERRY FERE PERE] PEPE] PEPE] PR PR PR |
TCGTCACATGATCTATTATAGAATTCTCAATATGATATATATACTCAGACCCCAATATTAACAAATTCTTCAAATATCTGCTCCTATTCCTCAT-ACTGT
TCGTCACATGATCTATTATAGAATTCTCAATATGATATATATACTCAGACCCCAATATTAACAAATTCTTCAAATATCTACTCCTATTCCTCATTACTAT
TCGTCACATGATCTATTATAGAATTCTCAATATGATATATATACTCAGACCCCAATATTAACAAATTCTTCAAATATCTA-TCCTA-TCCTCAT-AC-A
TCGTCACATGATCTATTATAGAATTCTCAATATGATATATATACTCAGACCCCAATATTAACAAATTCTTCAAATATCTACTCCTATTCCTCATTACTAT
TCGTCACATGATCTATTATAGAATTCTCAATATGATATATATACTCAGACCCCAATATTAACAAATTCTTCAAATATCTACTCCTATTCCTCATTACTAT
TCGTCACATGATCTATTATAGAATTCTCAATATGATATATATACTCAGACCCCAATATTAACAAATTCTTCAAATATCTANNCCTATTCCTCAT-AC-AN

710 720

B EEPRY PEPEY EEPRY PR
CACCTG
GCCATCCTGACNANAAAAAAAA
GCTCTG
GTCATCTGAACGNAAAAAAAAA
GTCATCTGA - CNAAAAAAAAA
GCACTG
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ANEXO | - Laudo histopatologico do clone nascido

Faculdade Veterinaria

Departamento de Patologia Clinica Veterinaria Qp‘OwG"‘ Ve
Setor de Patologia Veterinéria & %
Telefone: 51 3316-6107 s W\ E
Fax. 3316-6116 % 3
$ FAVET - UFRGS 4

E-mail: setpatvet@ufrgs.br

Resultado de exame histopatoldgico

Porto Alegre, 05 de fevereiro de 2007.

AP-0238-07

Ficha: Nao informado (NI) Endereco: NI
Espécie: Bovino Veterinario: Prof. Rodrigues UFRGS
Raca: Nelore E-mail:
Sexo: Fémea Telefone: Ramal 6126
Idade: 2 dias Plantonista: Pedro Bezerra
Nome: NI Data do recebimento: 30/01/2007
Proprietario: NI Material enviado: Pulmé&o, figado,
Telefone: NI ovario, linfonodo, baco, intestino,

pancreas e rim

Histérico: Produto de embrido clonado.

Descricdo histolégica: Pulméo: alvéolos parcialmente colabados, espessamento de

septos alveolares, congestdo, goticulas proteinaceas e macréfagos no limen dos
alvéolos, bronquios e bronquiolos. Figado: vacuolizacdo de hepatécitos centrolobular
moderada. Ovario: hemorragia focal moderada. Linfonodo: congestdao. Baco,

intestino, pancreas e rim sem alteracoes significativas.

Diagnostico: Pulméo: atelectasia e aspiracdo de material proteinaceo sugestivo

de aspiracao de leite.

Prof. David Driemeier.

CRMV-RS 5756
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it = Conteldo proteinaceo em bronquiolo ©

Pulmé&o parcialmente colabado
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ANEXO J (cont.)

\ento de capsula
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ANEXO J (cont.)
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Saude Coletiva
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Baixar livros de Trabalho
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