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EFEITOS DA DEMECOLCINA NA CINETICA DE MATURACAO,
MICROTUBULOS E NA ENUCLEACAO QUIMICA DE OOCITOS BOVINOS.

RESUMO - O objetivo desse estudo foi avaliar a acdo da demecolcina na
composicao de microtibulos, maturacdo e desenvolvimento in vitro de od6citos
bovinos, submetidos ao tratamento em metéfase | (MI) e metafase Il (MIl). No
experimento |, observamos que a concentragdo 0,05ug/mL foi a mais eficaz na
inducéo de enucleacdo no grupo Ml (15,2%) e na formacgéo de protrusdo no grupo
MIl (55,1%). No experimento Il, verificamos manifestacbes da demecolcina em
apenas 0,5 h de tratamento, pelo aumento significativo de categorias de odcitos
sem microttbulos. Houve nova polimerizacdo dessas estruturas, quando odcitos
expostos a droga em MIl, foram cultivados em meio livre desse agente. No
experimento lll, evidenciamos influéncia negativa da demecolcina na maturacéo
nuclear de odcitos tratados em MI, durante 12 horas (4,9% de odcitos em Mil) e
um diferente comportamento quanto a distribuicdo de granulos corticais (GC);
enguanto no grupo MI houve tendéncia a antecipa¢do na migracdo de GC para a
periferia, apos 2 horas de exposi¢cdo a droga, no grupo Mill, observou-se nesse
momento, acdo prejudicial da mesma. Ainda, verificamos incompleta expansao
das células do cumulus em odcitos expostos a demecolcina por 12 horas. No
experimento IV, obtivemos alta efichcia da técnica de enucleacdo (90,6%) e
grande variacdo quanto ao desenvolvimento até o estadio de blastocisto (12,5 a
47%), nao verificando-se ac&o prejudicial da droga no desenvolvimento

embrionério.

Palavras-chave: bovino, clonagem, demecolcina, enucleagdo quimica,

microtlbulos, odcito.
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DEMECOLCINE EFFECTS ON KINETICS OF MATURATION, MICROTUBULES
AND CHEMICAL ENUCLEATION OF BOVINE OOCYTES

SUMMARY - The aim of this study was to evaluate demecolcine action on
microtubules composition, maturation and in vitro development of bovine oocytes,
submitted to the treatment in metaphase | (MI) and metaphase Il (Mll). In the
experiment |, we observed that 0.05ug/mL was the most efficient concentration to
induce the enucleation in group Ml (15.2%) and protrusion formation in group Ml
(55.1%). In experiment II, we verified demecolcine manifestations already after 0.5
hour of treatment, supported by the significant increase of categories of oocytes
without microtubules. There was new polymerization of these structures when
oocytes exposed to the drug in MIl were cultured in agent-free medium. In
experiment Ill, we evidenced negative influence of demecolcine on nuclear
maturation of oocytes treated on MI for 12 hours (4.9% of oocytes in MIl) and a
different behavior for cortical granules (CG) distribution; while in MI group there
was a tendency for the anticipation of CG migration to periphery, after 2 hours of
drug exposition, in the MIIl group, was observed a harmful effect of the drug.
Moreover, we verified incomplete expansion of cumulus cells in oocytes exposed
to demecolcine for 12 hours. In experiment IV, we got high effectiveness of
enucleation technique (90.6%) and wide variation for development to the blastocyst
stage (12.5 to 47%), and no harmful effects of the drug on embryonic development

were observed.

Keywords: bovine, cloning, demecolcine, chemical enucleation, microtubules,

oocytes



1. INTRODUCAO

Nos mamiferos domésticos, 0 aumento dos indices produtivos bem como a maior
disseminagdo de material genético de qualidade superior, nos rebanhos, tém sido
objeto de intensos estudos e investimentos. Desde o relato do nascimento da ovelha
“Dolly” (WILMUT et al., 1997), a clonagem passou a ser uma das biotécnicas mais
discutidas e estudadas, com crescente interesse tanto da comunidade cientifica como
da industria, que pode ser explicado pela sua aplicacdo na produgdao de animais
geneticamente idénticos, multiplicagdo de individuos superiores, preservagao de
espéecies ameacgadas de extingao, produgao de 6rgaos e tecidos para xenotransplantes
(clonagem terapéutica) e obtengao de biorreatores.

Dois componentes celulares sdo essenciais para a produ¢cdo de um clone: o
nucleo doador (carioplasto) e o odcito enucleado receptor (citoplasto), cuja constituicao
citoplasmatica deve ser suficientemente competente para permitir a reprogramacéao do
nucleo e dar suporte ao desenvolvimento a termo. Portanto, a enucleagdo oocitaria &
um fator chave que determina o sucesso da clonagem de animais (IBANEZ et al.,
2003).

O procedimento de enucleacdo na TN tradicional é invasivo e envolve a
coloracao do nucleo com Hoechst 33342 com aspiragao do 1° CP e placa metafasica
adjacente utilizando-se irradiagdo UV para que a enucleagdo seja confirmada. A
irradiacdo UV causa significante diminuigdo no desenvolvimento de embrides ao estadio
de blastocisto, principalmente devido a indugdo de alteracbes de membrana e
componentes intracelulares de odcitos bovinos (SMITH, 1993) e de defeitos causados
na cromatina (DOMINKO et al., 2000). Ainda, o fluorocromo Hoechst 33342, que possui
um comprimento de onda curto (excitagdo 350nm), transfere grande quantidade de
energia ao material biolégico sob excitagao (DOMINKO et al., 2000).

A injuria causada ao odcito receptor € agravada pela remogédo concomitante de
grande volume de citoplasma ao redor da placa metafasica durante o procedimento de
enucleacdo, uma vez que esse citoplasto contém RNAm, proteinas e precursores

moleculares essenciais ao desenvolvimento inicial até a ativagdo do genoma
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embrionario (BARNES e EYESTONE, 1990). Ainda, o procedimento de enucleagao é
um evento crucial para a clonagem devido a eliminagdo de qualquer contribuigdo
genética do citoplasma receptor. Rotineiramente, a enucleagdo pode resultar em 30%
de DNA residual nos citoplastos (LI et al., 2004).

Varios procedimentos que facilitam a enucleagdo tém sido relatados. Um dos
métodos consiste na remog¢ao dos cromossomos maternos durante a formagao do
primeiro corpusculo polar apds a ativagdo com etoposideo e cicloheximide (FULKA e
MOOR, 1993). A enucleagdo quimica é um procedimento ndo-invasivo muito atrativo
por causar minima diminuicdo do volume citoplasmatico, porém, esses autores afirmam
que o tratamento de odcitos bovinos em metafase |, com o mesmo protocolo utilizado
em murinos (etoposideo e cicloheximide), ndo proporciona bons resultados.

Outro método € a enucleacdo oocitaria assistida quimicamente pela
administragcdo de demecolcina, um agente que desestrutura microtubulos, auxiliando a
enucleagao oocitaria devido a interferéncia na funcdo do fuso meidtico. Estudos tém
revelado altas taxas de enucleagdo com o uso da demecolcina (YIN et al., 2002a,b;
IBANEZ et al., 2003; KAWAKAMI et al., 2003; PEURA, 2003; LI et al., 2004; VAJTA et
al., 2004), porém, os efeitos da demecolcina em oécitos bovinos, tanto no processo de
maturagdo quanto sua acao direta na composi¢cao de microtubulos, ainda ndo foram
avaliados. Dessa maneira, um estudo a respeito das consequéncias temporais da
demecolcina em odcitos expostos a droga, tanto em metafase | como em metafase Il, e
vantagens obtidas em relacdo aos procedimentos convencionais trara grande

contribuicdo na expanséo da biotecnologia de clonagem de animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ciclo de divisao celular

Em espécies unicelulares, tais como bactérias e leveduras, cada divisao celular
produz um organismo adicional. Em espécies multicelulares, diversos ciclos de divisao
celular sdo requeridos e a divisao celular € necessaria, inclusive no individuo adulto
para substituir as células que sido danificadas, funcionalmente deficientes ou perdidas
por morte celular programada. A maioria das células também duplica seu volume e suas
organelas citoplasmaticas em cada ciclo celular. Portanto, uma complexa série de
processos nucleares e citoplasmaticos ocorre durante o ciclo celular, exigindo perfeita
coordenacao entre eles (ALBERTS et al., 2002).

As tradicionais subdivisdes do ciclo celular sdo G4, S, G2 e M. A replicagcado do
DNA nuclear ocupa somente uma parte da intérfase, chamada fase S do ciclo celular. O
intervalo entre o término da mitose e o comecgo da sintese de DNA é chamado de fase
G1 e o intervalo entre o final da sintese de DNA e o inicio da mitose € chamado de fase
G,. As fases G4 e G, propiciam tempo adicional para o crescimento celular. Células em
G1 ainda ndo comprometidas com a replicacdo de DNA podem interromper seu
crescimento durante o ciclo e passar para um estado especializado de repouso,
frequentemente chamado de Gy, no qual podem permanecer por dias, semanas ou
mesmo anos antes de retornar a proliferar (ALBERTS et al., 2002).

Os ciclos de divisdo eucariética mais curtos conhecidos sado os ciclos de células
embrionarias nos estadios iniciais. Nao ocorre crescimento algum durante esses ciclos,
as fases Gy e G, estdo drasticamente encurtadas e o tempo de uma divisdao até a
seguinte esta em torno de 8 a 60 minutos, dos quais metade é gasto com a fase S e
metade com a fase M (ALBERTS et al., 2002). A meiose € um exemplo particular da
divisdo celular que ocorre em células germinativas. Esse ciclo celular especializado
consiste em duas etapas sucessivas de segregagao cromossémica seguintes a um ciclo
de replicagcao de DNA (DEKEL, 1995).
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Apos o processo de crescimento celular e redistribuicdo das organelas
citoplasmaticas, as células germinativas primordiais se multiplicam ativamente no ovario
e sao transformadas em oogdnias. Ao final da vida pré-natal, os odcitos entram no
estadio dictiéteno, no qual permanecem até proximo a ovulagdo, quando retomam a
meiose (GORDON, 1994). Portanto, a maioria dos odcitos de anfibios e mamiferos fica
estacionada no estadio de vesicula germinativa na profase da primeira divisdo meiodtica
e, sob estimulo apropriado, ocorre a retomada da meiose com quebra da vesicula
germinativa, término da primeira divisdo meiotica e nova parada do odcito em metafase
da segunda divisdo meidtica. Nessa fase, o odcito maturo esta apto a ser fecundado.
Apos a fecundacdo, a segunda divisdo meidtica € completada com a extrusdo do
segundo corpusculo polar. As cromatinas feminina e masculina descondensam-se e
dois pronucleos sado formados, nos quais tem inicio a replicagdo do DNA.
Posteriormente, ocorre a segregacao do material genético por meio de mitose com a
clivagem do zigoto em dois blastdmeros (CAMPBELL et al., 1996).

Entre os reguladores do ciclo celular, as cinases dependentes de ciclinas (CDKSs)
exercem papel central no inicio e na ordenagdo dos eventos de divisdo celular,
regulando a progressao das fases Gy, S, G, e M (KNOCKAERT et al., 2002).

A familia das proteinas cinases dependentes de ciclina induz processos que
requerem a fosforilagdo de serinas e treoninas em proteinas-alvo apropriadas. A
formacéo, ativacdo e separacdo dos complexos ciclina-CDK s&o eventos fundamentais
que coordenam o ciclo celular. As ciclinas sao assim chamadas porque elas sofrem um
ciclo de sintese e degradagao em cada ciclo de divisdo celular. Existem duas classes
principais de ciclinas: as ciclinas mitéticas, que se ligam as moléculas de CDK durante
G, para iniciar a mitose, e as ciclinas G4, que se ligam as moléculas de CDK durante G
e sao requeridas para o inicio da fase S (ALBERTS et al., 2002).

A manutencdo do odcito em meiose deve-se a persisténcia, em niveis elevados,
das seguintes proteinas cinases: fator promotor de maturagdo (MPF), proteina cinase
ativada por mitégeno (MAPK) e fator citostatico (CSF ou Mos — produto do proto-
oncogene c-mos). O MPF é um dimero protéico formado pela ciclina B1 (subunidade
regulatdria) e pela proteina p34°“ (subunidade catalitica) (YANG et al., 1994; HOMA,
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1995). O MPF promove fosforilagdo das laminas, que sdo algumas das proteinas que
compdéem a lamina nuclear, com consequente ruptura do envelope nuclear, e das
histonas, desencadeando condensacédo cromossémica (MEIJER e PONDAVEN, 1988).
Os fusos se organizam e os cromossomos se prendem ao fuso via proteinas
especializadas que se formam nos centrédmeros, os cinetocoros. A integridade do
sistema é necessaria para que ocorra a correta segregacao dos cromossomos. Durante
a metafase, a distancia entre os pdélos do fuso diminui assim como esse se torna
progressivamente mais compacto (STEIN et al., 1999). O CSF bloqueia a degradagéo
da ciclina B, permitindo assim, a persisténcia do MPF (YANG et al., 1994; HOMA,
1995). Além disso, o CSF ativa a MAPK (HIRAO e EPPIG, 1997; LIU et al., 1998), que é
responsavel pela manutenc¢ao do fuso meidtico (VERLHAC et al., 1994).

Uma coordenacao precisa das fases do ciclo celular é critica ndo somente para a
divisdo normal da célula, mas também, para uma eficiente parada do crescimento sob
condigdes de “stress” ou apdés dano ao DNA. O MPF é inativado rapidamente pela
degradacgéao da ciclina mitética no limite das fases metafase-anafase, permitindo que a
célula saia da mitose (ALBERTS et al., 2002).

O espermatozéide, ao fecundar o odécito maturo, promove elevagdes transitorias
e periodicas de calcio livre intracelular (YANG et al., 1994), que resultam na inducéo da
reacao cortical, retomada da meiose e formacgéo dos pronucleos (KUPKER et al., 1998).
O aumento do calcio livre intracelular inativa o CSF e promove destruicdo da ciclina,
resultando na inativagdo do MPF (WHITE e YUE, 1996), que por sua vez, permite a
ocorréncia, no odcito, dos eventos iniciais da ativagao, que se dividem em nucleares:
retomada da meiose, transigdo anafase/teléfase, extrusdo do segundo corpusculo polar,
e citoplasmaticos: exocitose dos granulos corticais, com consequente endurecimento da
zona pelucida e bloqueio a polispermia. Entretanto, se o estimulo é insuficiente, ndo ha
inativacdo da MAPK e a atividade do MPF volta a ser restabelecida, determinando a
entrada do odcito em nova metafase, denominada metafase Il (MIll) (ARAKI et al.,
1996; LIU et al., 1998).

Como demonstrado por SZOLLOSI et al. (1988), o completo remodelamento do

nucleo transferido depende absolutamente de uma exposicao inicial a altos niveis de
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MPF, que € degradado apos a ativagdo e suas concentragdes declinam bruscamente.
De acordo com BORDIGNON e SMITH (1998), a remocao de cromossomos de odcitos
ativados no estadio de teléfase também € efetiva, mas a baixa atividade do MPF pode
diminuir a viabilidade dos mesmos. Ainda, segundo ELSHEIKH et al. (1997) e LEAL et
al. (1999), a irradiacdo com ultravioleta, utilizada em procedimentos de enucleagao

tradicionais, também afeta o MPF.

2.2. Citoesqueleto e dinamica de microtubulos

A capacidade que as células eucaridticas possuem de adotar uma variedade de
formas e executar movimentos coordenados e direcionados depende de uma rede
complexa de filamentos de proteinas, chamada de citoesqueleto, que se estende por
todo o citoplasma. As diferentes atividades do citoesqueleto dependem de trés tipos de
filamentos protéicos: filamentos de actina (microfilamentos), microtubulos e filamentos
intermediarios.

Os microtubulos (MTs) sado estruturas polares, que apresentam uma das
extremidades ancorada no centrossomo e a outra, livre no citoplasma (ALBERTS et al.,
2002). Os MTs, estruturas altamente dindmicas, podem aumentar ou diminuir em
comprimento pela adigdo ou perda de subunidades de tubulina, que sao heterodimeros
constituidos de dois polipeptideos tubulares lobulares fortemente ligados. A
polimerizagdo e a despolimerizacdo dos microtubulos € um processo complexo, com
fungdes bioldgicas importantes. A polimerizagdo mostra uma fase inicial de laténcia,
seguida pela rapida formagdo de microtubulos (alta concentragdo de tubulina) até
alcangar um platdé (ALBERTS et al., 2002). A familia das tubulinas compreende trés
tipos de polipeptideos evolutivamente relacionados: a, 8 e y tubulina. Os heterodimeros
formados por a e B tubulina sdo os principais componentes dos microtubulos. Em
contraste, a y tubulina parece estar restrita aos polos mitéticos (JULIAN et al., 1993).

Movimentos intracelulares peridédicos observados nas células eucaridticas sao
gerados por proteinas motoras que se ligam tanto aos filamentos de actina como aos

microtubulos, como as miosinas, que se deslocam ao longo dos filamentos de actina, as
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cinesinas e as dineinas, que se movem em dire¢ao as extremidades dos microtubulos
(ALBERTS et al., 2002). Existem muitas situacées nas quais os microtubulos e os
filamentos de actina atuam de modo coordenado. De acordo com IBANEZ et al. (2003),
a interagdo dos microtubulos dos fusos mitéticos com filamentos de actina no cértex
celular media a rotacao do fuso e coordena a cariocinese € a citocinese.

Durante a maturacdo meidtica, em odcitos de mamiferos, ocorrem varias
mudangas nucleares e citoplasmaticas, incluindo quebra da vesicula germinativa
(GVBD), condensagdo dos cromossomos, extrusdo de corpusculo polar (CP) e
formacao do fuso meidtico. Essas mudancas estruturais estdo associadas a alteragoes
na organizagao de microtubulos (MTs) e microfilamentos (MFs). A organizacédo e
desorganizacao desses componentes do citoesqueleto tém papel-chave na regulagao
da formagdo do fuso meidtico, alinhamento e segregagdo dos cromossomos,
movimento do material nuclear de uma posigcao central para cortical e extrusao do 1° e
2° corpusculos polares (LI et al., 2005). Tem sido demonstrado que a formagao e as
mudangas morfolégicas dos fusos dependem da atividade de MTs, MFs e proteinas
motoras associadas aos cromossomos e MTs (BARTON e GOLDSTEIN, 1996;
BRUNET e VERNOS, 2001; WITTMANN et al., 2001).

A retomada da meiose, apos a fecundacao ou a ativacgao artificial de odcitos em
metafase Il, é caracterizada pela segregagdo cromossémica para os polos do fuso,
alongamento e rotacdo do fuso meidtico e extrusdo do segundo corpusculo polar
contendo metade dos cromossomos do odcito (IBANEZ et al., 2003).

Microtubulos nao sédo observados nos estadios GV e GVBD (KIM et al., 1996; LI
et al., 2005). Apés a quebra da vesicula germinativa, a cromatina condensa-se e
poucos MTs aparecem proximos a cromatina, tornando-se facilmente visiveis de
metafase | até os estadios tardios da meiose. Os fusos passam de uma forma
arredondada, nos estadios M| e MIl, para uma forma cilindrica nos estadios Al e All,
formando uma estrutura semelhante a um longo tridngulo nos estadios Tl e Tll (LI et al.,
2005). Em bovinos, os MTs e MFs muitas vezes sdo extrusos junto com o 1° e o0 2° CP,

sendo que esses ficam completamente rodeados por MTs, ao contrario de outras
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espécies, onde MTs nao sao observados no 1° CP (KIM et al., 1996; LEE et al., 2000;
WANG et al., 2000; SUN et al., 2001).

Na célula mitética ou meidtica, o MPF pode induzir a reorganizagcdo de MTs em
intérfase para uma configuragdo de metafase (VERDE et al., 1992). A atividade do MPF
diminui entre Ml e MIl, mas os microtubulos mantém a configuragdo de metafase
durante esse periodo. MEO et al. (2002) observaram que 98,7% dos odcitos maturos
nao submetidos ao estimulo de ativagcdo permanecem em configuracdo de metafase Il
(caracteristicas nucleares e de microtubulos) até as 42 horas de maturagdo. VERLHAC
et al. (1994) demonstraram, em murinos, que as mudangas na organizagao de MTs e
na condensacado de cromatina durante a meiose estdo mais correlacionadas com a
atividade da MAPK do que com o MPF, sendo que em suinos resultados semelhantes
foram encontrados (KIM et al., 1996).

Ja a saida da metafase exige a destruicdo do MPF, pela degradacédo da
subunidade regulatéria ciclina B (WINSTON et al.,, 1995). Em camundongos, a
destruicdo da ciclina requer a presenga de um fuso intacto (KUBIAK et al., 1993). Além
do fuso intacto, deve ocorrer um pulso de calcio para que ocorra a progressao dos
oocitos parados em MII para a fase de intérfase.

Os microtubulos, juntamente com microfilamentos e uma série de proteinas
associadas estao envolvidos no processo de citocinese, sendo que os microtubulos
estimulam a formacdo de um anel contratil durante a anafase, sendo necessarios a
completa separacao das células-filhas (LARKIN e DANILCHIK, 1999).

Os microtubulos sdo estruturas altamente labeis e, com isso, o fuso mitético é
alvo de uma variedade de drogas anti-mitoticas especificas, que interferem com a troca
de subunidades de tubulina entre os microtubulos e o “pool” de tubulina livre. Uma
dessas drogas € a colchicina, sendo que cada molécula de colchicina liga-se
firmemente a uma molécula de tubulina, impedindo sua polimerizagao. A exposi¢ao de
uma célula em divisédo a colchicina ou a demecolcina, que é uma droga semelhante,
causa o desaparecimento rapido do fuso mitético, indicando que o equilibrio quimico é
mantido através da troca constante de subunidades entre os microtubulos do fuso e o
“pool” de tubulina livre (ALBERTS et al., 2002).
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MOSES et al. (1995) mostraram que odcitos de camundongos tratados com
colcemida apresentaram cromossomos agrupados sem microtubulos com 30 minutos
de exposigao a droga, sendo que ao serem submetidos a meio livre de droga por
aproximadamente 3 horas, os microtubulos foram novamente observados.

Segundo GASPARRINI et al. (2003), o mecanismo de posicionamento e rotagao
do fuso é pouco compreendido em odcitos de mamiferos, mas sabe-se que envolve

interagdes entre microtubulos e microfilamentos corticais.

2.3. Clonagem de animais

Em animais, a clonagem pode ser definida como a produgcédo de individuos
geneticamente idénticos (HEYMAN e RENARD, 1996). SPEEMANN (1938) propds
inicialmente o conceito da “equivaléncia nuclear”, ou seja, que o nucleo de células
diferenciadas teria a capacidade de iniciar e sustentar o desenvolvimento embrionario
normalmente. Contudo, somente em 1952, BRIGGS e KING demonstraram, em suas
pesquisas com anfibios (Rana pipiens), que o isolamento do nucleo de células
embrionarias em blastula e sua introdugdo no interior de citoplasma de um zigoto
previamente enucleado seria capaz de proporcionar o desenvolvimento embrionario
normal até o estadio larval de girino.

O primeiro relato de mamiferos nascidos a partir de embrides reconstituidos foi
descrito em camundongos por ILLMENSEE e HOPE (1981). A técnica envolvia o
isolamento do nucleo de células da massa celular interna (MCI) e sua introdugao
diretamente no citoplasma de zigotos, posteriormente enucleados. McGRATH e
SOLTER (1983) sao considerados os pioneiros na reconstrugédo de embrides mamiferos
utilizando um método invasivo, denominado transferéncia nuclear (TN). Essa técnica
envolve microcirurgia e fusao celular e nao requer o isolamento e a injecdo do nucleo
no interior do citoplasma. O primeiro relato de um mamifero nascido a partir dessa
técnica foi descrito por WILLADSEN (1986), em ovinos. Desde entdo, a transferéncia
nuclear vem sendo empregada com éxito em diversas outras espécies a partir de

células embrionarias, como em bovinos (PRATHER et al., 1987), caprinos (YONG e
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YUQIANG, 1998), coelhos (STICE e ROBL, 1988), suinos (PRATHER et al., 1989),
camundongos (CHEONG et al., 1983) e macacos (MENG et al., 1997).

O desenvolvimento da técnica de transferéncia nuclear em mamiferos a partir de
células embrionarias e o crescente interesse da industria e centros de pesquisa na
multiplicacdo de animais geneticamente idénticos fez com que novos estudos fossem
realizados utilizando-se células em estadio de diferenciagdo mais avancado. A
possibilidade de estabelecimento e manutencdo de culturas de células a serem
utilizadas como fonte doadora de nucleo foi fundamental para o desenvolvimento da
técnica descrita por WILMUT et al. (1997), que resultou no nascimento da ovelha
“Dolly”, o primeiro clone produzido a partir de células somaticas diferenciadas obtidas
de um animal adulto.

A producéo de clones por transferéncia nuclear de células somaticas e fetais tem
sido empregada com sucesso em varias espécies: ovinos, bovinos, suinos,
camundongos, coelhos, ratos, muares, equinos, gatos (FULKA et al.,, 2004) e, mais
recentemente, cdes (LEE et al., 2005). Porém, a eficiéncia da clonagem ainda é
extremamente baixa, pois € um processo que envolve complexa combinacao de fatores
tanto biolégicos como técnicos que interagem entre si, muitos dos quais ainda ndo sao
compreendidos (WELLS, 1999).

A transferéncia nuclear de células somaticas &€ uma técnica com varias
aplicagdes para selegdo animal, produgdo de animais transgénicos, conservagéo de
espécies ameacgadas de extingdo e pesquisas relacionadas a diferenciagao celular e
interacdo nucleo-citoplasmatica. Essa técnica é influenciada por varios fatores, como
fonte da célula doadora de nucleo e estadio de diferenciacdo, numero de repiques das
células durante o cultivo celular, estadio do ciclo celular, idade oocitaria, processo de
ativagao, enucleacéo e cultivo utilizados (LIU et al., 2000).

As taxas de sucesso da transferéncia nuclear, avaliadas pelo numero de animais
nascidos por embrido micromanipulado, permanecem na ordem de 1% a 2%, na
maioria das espécies domésticas (RUSSEL et al., 2005).

O dano inicial causado ao embrido durante a manipulagcdo e o cultivo,

aparentemente, levam a perdas durante o primeiro trimestre de gestagdo, quando
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aproximadamente 50% das gestagdes oriundas de TN sdo perdidas em bovinos, ovinos
e caprinos (CIBELLI et al., 1998; KATO et al., 1998; WELLS et al., 1999). Esforgos para
aumentar a eficiéncia dessa técnica tém se concentrado em melhorar dois constituintes
basicos da TN, o odcito receptor e a célula doadora de nucleo (RUSSEL et al., 2005).

Nos procedimentos padrées de MIV, em bovinos, uma populagdo heterogénea
de odcitos é obtida de foliculos de varios tamanhos recuperados a partir de ovarios de
distintos animais oriundos de abatedouro em diferentes fases do ciclo estral, o que
resulta em variaveis niveis de interacdo e competéncia oocitaria. Isso apresenta reflexo
direto na maturagado das organelas citoplasmaticas e quantidade de RNAs e proteinas
especificas maternas, necessarias ao desenvolvimento embrionario inicial
(HAGEMANN, 1999).

Tem-se verificado diferencas quanto as taxas de desenvolvimento dos embrides
reconstituidos de acordo com a célula doadora de nucleo utilizada (KATO et al., 2000),
indicando que algumas células sao mais facilmente reprogramadas do que outras.
Nesse sentido, a escolha do tipo celular a ser usado para a reconstituicdo pode
contribuir para maior eficiéncia da clonagem.

A remocgao dos cromossomos do odcito para a producéo do citoplasto receptor,
denominado de “enucleagcdo oocitaria”, € um processo essencial na transferéncia
nuclear para a manutengdo da ploidia correta. No procedimento convencional, a
enucleagao é realizada por microcirurgia utilizando-se odcitos em estadio de metafase
II, por meio da aspiragéo, para o interior de uma micropipeta, do primeiro corpusculo
polar (CP) e de parte adjacente do citoplasma do oécito. Em bovinos e suinos, devido a
maior opacidade apresentada pelos odcitos em decorréncia da maior taxa de lipideos,
torna-se dificil a visualizagdo dos cromossomos metafasicos utilizando-se microscopia
de campo claro. Desse modo, a maioria dos protocolos utiliza o corante especifico de
DNA, Hoechst 33342, o qual sob excitacdo a luz ultra-violeta (UV), permite a
visualizacdo da cromatina e a confirmacédo da enucleagdo. No entanto, a exposi¢ao a
UV pode provocar danos aos oocitos e a membrana plasmatica (SMITH, 1993).

Apds a enucleacdo dos odcitos e introducdo da célula doadora de nucleo no

espaco perivitelinico, para que o nucleo seja introduzido no interior do citoplasma do
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oocito enucleado, é necessario que ocorra a fusdo entre ambas as membranas
citoplasmaticas. Varios métodos podem ser usados para que ocorra essa fusao celular.
A eletrofusdo tem sido o método mais eficiente e utilizado para proceder a fusdo entre o
citoplasma do oécito enucleado e a célula embrionaria ou diferenciada, em diversas
espécies, como camundongos (TSUNODA et al., 1987; KONO e TSUNODA, 1988),
coelhos (OZIL e MODLINSKI, 1986; STICE e ROBL, 1988), ovinos (WILLADSEN, 1986;
SMITH e WILMUT, 1989), bovinos (PRATHER et al., 1987; BONDIOLI et al., 1990) e
suinos (PRATHER et al., 1989Db).

O estadio do ciclo celular tanto da célula doadora de nucleo como do citoplasto
receptor, no momento da reconstituigdo embrionaria, constitui um fator importante que
pode influenciar o desenvolvimento apds a transferéncia nuclear. As pesquisas iniciais
com relagdo ao ciclo celular, na TN utilizando-se blastémeros, concentraram-se em
questdes sobre o estadio do ciclo do nucleo doador (fase G4, S ou Gy) para manter a
ploidia correta e evitar danos ao DNA nuclear. CAMPBELL et al. (1996) sugeriram o uso
de citoplastos pré-ativados (enucleados em telofase Il e, portanto, com baixos niveis de
MPF) como “receptores universais” para a transferéncia nuclear, aptos a sustentar o
desenvolvimento do nucleo em qualquer fase do ciclo celular. Isso foi benéfico no caso
de uso de células embrionarias, uma vez que cerca de 80% dos blastémeros
encontram-se em fase S. A utilizacdo de odcitos em metafase Il, com alta atividade de
MPF, resultaria apenas em desenvolvimento quando células doadoras de nucleo em
fase G4 do ciclo celular fossem usadas. A manutencgao de células doadoras em cultivo
celular abriu a possibilidade do uso de células que estdo em estadio de quiescéncia
(Go). As culturas de células podem ser artificialmente mantidas em fase Gy através da
privacdo de fatores de crescimento. O método mais comumente usado para
sincronizacao das células nesse estadio ocorre pela reducado do soro do meio de cultivo
(para 0,1 a 0,5%) ou remogao de outros fatores de crescimento (CAMPBELL et al.,
1999). Entretanto, células somaticas sem privagao de soro ja foram utilizadas com éxito
para producao de clones (CIBELLI et al., 1998).

Os mecanismos envolvidos na reprogramagao do nucleo ainda sao pouco

conhecidos, sendo que varios estudos tém sido realizados nesse sentido, para melhor
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compreender os eventos da reprogramacao nuclear, que incluem modificacbes
estruturais do nucleo, como trocas das proteinas das laminas nucleares (PRATHER et
al.,, 1989a, 1991), alteragdes na morfologia nucleolar (CZOLOWSKA et al., 1984;
KANKA et al., 1999) e trocas das variantes de histona H1 (BORDIGNON et al., 1999).
Mais recentemente, tem-se pesquisado as modificagdes epigenéticas que ocorrem no
genoma para apropriada ativacdo de genes durante o desenvolvimento (KONO, 1997,
1998; RENARD, 1998; RIDEOUT et al., 2001), como alteragdes nos padrbes de
metilacdo (REIK et al., 2001) e expressao (De SOUSA et al., 1999; DANIELS et al.,
2000; WRENZYCKI et al., 2001) e modificagao de genes “imprinted” (LATHAM, 1999).
Em bovinos, a eficiéncia da clonagem tem-se mostrado bastante variavel. O
desenvolvimento dos embrides reconstituidos com células somaticas que atingem o
estadio de mérula e blastocisto tem variado desde taxas inferiores a 5% até maiores
que 65% (WESTHUSIN et al., 2001). A clonagem em bovinos também tem provocado
alta frequéncia de mortalidade embrionaria inicial (HILL et al., 2000a) e fetal (PEURA et
al., 1999; HEYMAN et al., 2002). A alta taxa de mortalidade embrionaria durante o inicio
da gestagdo tem sido relacionada a ma formacédo da placenta e ao retardo no
desenvolvimento do corioalantéide, levando a falhas no desenvolvimento normal dos
placenténios (HILL et al., 2000b, SMITH et al., 2000a; De SOUSA et al., 2001).
Problemas relacionados a gestagdo, como hidroalant6ide, aumento do cordao
umbilical, edema das membranas placentarias e presengca de menor numero de
placentdnios, porém de maior tamanho, também sao relatados (KRUIP e DAAS, 1997;
HILL et al., 1999, 2000b; WELLS et al., 1999). Ainda, aumento do peso corporal do
recém-nascido e alta mortalidade neonatal s&o comuns em bezerros clonados
(WILSON et al., 1995; GARTNER et al.,, 1998; HILL et al., 1999), num fenédmeno
denominado “Sindrome da Cria Gigante” (LOS — “Large Offspring Syndrome”). Uma vez
que a LOS também ocorre a partir de embrides fertilizados in vitro, ainda nao é claro se
a clonagem por si s6 seria uma causa primaria dessa sindrome, podendo-se atribuir

esses problemas aos sistemas de cultivo (YONG et al., 1998).
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Apesar dos recentes avancos verificados nos ultimos anos nas pesquisas com
TN, ainda se faz necessario melhorar a eficiéncia das atuais técnicas empregadas na

clonagem a fim de torna-las viaveis.

2.4 Novas técnicas empregadas na clonagem de animais

A técnica de micromanipulagdo empregada na transferéncia nuclear (TN) foi
originalmente introduzida por WILLADSEN et al. (1986) para clonagem de células
embrionarias e, em seguida, foi adaptada para células somaticas por WILMUT et al.
(1997). Essa técnica é atualmente utilizada em quase todos os laboratérios, apesar das
desvantagens conhecidas, incluindo equipamento oneroso, tempo de trabalho
consumido, necessidade de pessoas altamente qualificadas e habeis e, geralmente,
baixa eficiéncia do procedimento (VAJTA et al., 2003).

Como é dificil a visualizagao da cromatina sob microscopia de campo claro em
varias espécies de animais domésticos, como bovinos e suinos, odcitos em MIl sao
muitas vezes enucleados “as cegas”, guiando-se apenas pelo 1° corpusculo polar (CP)
e as taxas de enucleacdo ndo sdo muito altas devido ao deslocamento da cromatina
presente no citoplasma do odcito em relagdo ao 1° CP (BORDIGNON e SMITH, 1998;
MOHAMED NOUR et al., 1999). Uma escolha é a enucleagao de odcitos sob irradiagao
de luz UV através de prévia coloracdo com corantes especificos de DNA. Porém,
embora esse método aumente a acuracia da enucleagdo, € prejudicial ao
desenvolvimento embrionario (PRATHER et al., 1987; SMITH, 1993).

A primeira tentativa publicada de expansdo das fronteiras convencionais e
exclusdo da micromanipulacdo na transferéncia nuclear foi a técnica relatada por
FULKA e MOOR (1993): a enucleagdo quimica oocitaria nao-invasiva, com uso do
etoposideo, um inibidor de sintese protéica. As principais vantagens dessa técnica séo
a simplicidade e a falta de necessidade de equipamentos caros. Esses autores ainda
relatam que o cultivo dos citoplastos em meio livre dos agentes quimicos apos seu

tratamento permite que os niveis de MPF sejam rapidamente restaurados. Além de
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murinos (FULKA e MOOR, 1993; ELSHEIKH et al., 1997; KARNIKOVA et al., 1998),
essa técnica também foi descrita em suinos (SAVARD et al., 2004).

A centrifugacdo de zigotos de animais domésticos € normalmente utilizada para
visualizagédo de pronucleos para facilitar a microinjecdo de DNA na produgao de animais
transgénicos (TATHAM et al.,, 1995). A centrifugagcdo causa a estratificagdo de
organelas em varios graus dentro do citoplasma, de acordo com sua densidade (CRAN
et al., 1987). TATHAM et al. (1995) desenvolveram a técnica de enucleag&o oocitaria
através de centrifugacdo submetendo odcitos bovinos a um gradiente descontinuo de
Percoll, técnica também relatada por WAGONER et al. (1996), que observaram
diminuicao na taxa de clivagem, e por SAVARD et al. (2004), em suinos.

A enucleacgao em tel6fase tem sido considerada um método eficiente no preparo
de citoplastos para a TN em bovinos (BORDIGNON e SMITH, 1998; MOHAMED NOUR
et al., 1999), ovinos (PEURA et al., 2003) e camundongos (MUNSIE et al., 2002). A
técnica de enucleacado em teléfase foi descrita inicialmente por BORDIGNON e SMITH
(1998), em bovinos, e consiste na ativacdo partenogenética de oodcitos maturos e
remocdo do 2° CP com o citoplasma ao redor, por meio de micromanipulagcdo. A
vantagem dessa técnica € que limitado volume de citoplasma é removido, mas o
protocolo de ativagdo leva a queda dos niveis de MPF, tido como importante no
processo de remodelamento do nucleo transferido.

A técnica de enucleagdao nao-invasiva induzida quimicamente em odcitos pré-
ativados, visando a saida de todo o material nuclear juntamente com o 2° CP, foi
relatada em murinos (BAGUISI e OVERSTROM, 2000; GASPARRINI et al., 2003;
IBANEZ et al., 2003), coelhos (YIN et al., 2002a), caprinos (IBANEZ et al., 2002), ovinos
(GASPARRINI et al., 2002) e bovinos (RUSSEL et al., 2005). Essa técnica é baseada
na ativagdo partenogenética de odcitos, seguida pela exposicdo a agentes
desestruturadores de microtubulos possibilitando a extrusdo de toda a cromatina junto
com o 2° CP. Quando comparamos a enucleagao nao-invasiva de odécitos em Ml ou MII
ha uma marcante diferenga. Enquanto no primeiro caso, o CP juntamente com todo o

conteudo nuclear é completamente liberado do odcito, no segundo caso o contato entre
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0 2° CP e o citoplasma do odcito persiste, fornecendo desta forma uma enucleagao
somente temporaria (FULKA et al., 2004).

A enucleacao também pode ser realizada, em varias espécies domeésticas, com o
microscopio Pol-Scope, com luz polarizada, no qual fusos altamente birrefringentes
podem ser observados, possibilitando eficiéncia de enucleagdo de 100%. A principal
desvantagem do método €& o alto valor do equipamento (LIU et al.,, 2000). Ainda,
recentemente, autores relatam a possibilidade de enucleacdo de odcitos bovinos
através de irradiacdo com raio X (KIM et al., 2004).

DOMINKO et al. (2000) mostraram a possibilidade do uso de fluorocromos
alternativos ao Hoechst 33342, com maior comprimento de onda, para coloragao de
cromatina (Sybr 14) e microtubulos (tubulina conjugada a rodamina) em odcitos
bovinos.

Odcitos livres de zona pelucida (“zona free”) tém sido empregados com sucesso
no procedimento de transferéncia nuclear com uso de micromanipulagao (BOOTH et al.,
2001a,b; OBACK et al.,, 2003) ou através da técnica de clonagem manual ou
‘Handmade Cloning” (VAJTA et al., 2001, 2003). No procedimento relatado por OBACK
et al. (2003), odcitos livres de zona pelucida sao primeiramente corados com Hoechst
33342 para visualizagao da cromatina e em seguida tém seu material nuclear removido
com uma pipeta de enucleagdo. Esses citoplastos sdo entdo agregados as células
somaticas e submetidos a fuséo.

A técnica de clonagem manual ou “Handmade Cloning” baseia-se na bissecgao
de odcitos livres de zona pelucida, que pode ser randémica ou orientada, com o uso de
microlaminas sob um estereomicroscopio. Em seguida, os demi-oocitos s&o corados
com Hoechst 33342 e expostos a irradiacdo UV, separando-se citoplastos de
carioplastos. Essa técnica simplificada ja foi descrita em suinos (KRAGH et al., 2004,
2005) e bovinos (VAJTA et al., 2001, 2003, 2004; BHOJWANI et al., 2005; PEDERSEN
et al., 2005), inclusive permitindo o nascimento de bezerros sadios (TECIRLIOGLU et
al., 2003; BARTELS et al., 2004).

A enucleagdo manual de odcitos livres de zona pelucida também pode ser

orientada pelo CP, mas apresenta algumas desvantagens. A separagao entre o CP e o
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oocito que ocorre apos a digestdo com pronase pode ser prevenida pela pré-incubacao
do odcito em fitohemaglutinina, mas €, até certo ponto, inconsistente. Ainda, um efeito
desfavoravel é que a fitohemaglutinina dificulta a completa digestdo da zona pelucida
pela pronase (VAJTA et al., 2004). Outra possibilidade de orientacdo € através da
enucleacao assistida quimicamente, técnica baseada no tratamento de odcitos com
agentes desorganizadores de microtubulos, induzindo a extrusdo de um “cone” visivel
na superficie do odcito, contendo toda a cromatina condensada. A remogédo desse
“cone” e citoplasma ao redor pode resultar em enucleagéo confiavel (YIN et al., 2002b;
KAWAKAMI et al., 2003; LI et al., 2004; VAJTA et al., 2004).

2.5. Enucleacdo quimica

Em camundongos e ratos, os cromossomos em MIl sdo visiveis em microscopio
Optico como uma area translucida (FULKA et al., 2004), porém esse ndo € o caso de
outras espécies de mamiferos como suinos, bovinos, ovinos e caprinos, nas quais a
visualizagdo dos cromossomos dificilmente é possivel sem a coloragdo do DNA (YIN et
al., 2002b).

O procedimento de enucleagdo na TN tradicional é invasivo e envolve a
coloracao do nucleo com Hoechst 33342 com aspiragao do 1° CP e placa metafasica
adjacente utilizando-se irradiagcdo UV para que a enucleagdo seja confirmada. A
irradiagdo UV causa significante diminuigdo no desenvolvimento de embrides ao estadio
de blastocisto, principalmente devido a indugcdo de alteracbes de membrana e
componentes intracelulares de odcitos bovinos (SMITH, 1993) e de defeitos causados
na cromatina (DOMINKO et al., 2000). Ainda, o fluorocromo Hoechst 33342, que possui
um comprimento de onda curto (excitagdo 350nm), transfere grande quantidade de
energia ao material biolégico sob excitagao (DOMINKO et al., 2000).

Considerando-se que o odcito € enucleado durante o processo de TN, os
defeitos de cromatina induzidos pela irradiagédo UV podem néo ter papel na alteragao do
potencial de desenvolvimento de embrides oriundos desta técnica. Porém, o DNA

mitocondrial permanece nos citoplastos enucleados podendo ser afetado durante a
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exposicao a UV, alterando, dessa forma, o metabolismo do embrido reconstituido
(RUSSEL et al., 2005).

A injuria causada ao odcito € agravada pela remogado concomitante de volume
consideravel de citoplasma ao redor da placa metafasica do odcito receptor durante o
procedimento de enucleacdo, sendo que este citoplasto contém RNAm, proteinas e
precursores moleculares essenciais ao desenvolvimento embrionario inicial até a
ativacdo do genoma embrionario (BARNES e EYESTONE, 1990). Ainda, o
procedimento de enucleagdo € um evento crucial para a clonagem devido a eliminagao
de qualquer contribuicdo genética do citoplasma receptor. Rotineiramente, a
enucleacao pode resultar em 30% de DNA residual nos citoplastos (LI et al., 2004).

Em bovinos, ha relatos de eficiéncia de enucleacdo variando entre 50 e 82%
(KONO et al.,, 1994; ROBL et al.,, 1989; WESTHUSIN et al., 1991). O 1° CP esta
frequentemente deslocado da posicao esperada em relacdo a metafase e, sendo assim,
a remogao de citoplasma proximo ao CP sem coloragdo ndo € um método seguro para
remogao da cromatina (DOMINKO et al., 2000). MOHAMED NOUR e TAKAHASHI
(1999) mostraram que a cromatina em MIl pode ser encontrada em diferentes
localizagbes em relagdo ao CP ap6s 18 a 20 horas de maturagédo. Encontraram 40,7%
do material nuclear na posi¢ao 1 (imediatamente adjacente ao CP), 28,8% na posi¢ao 2
(proximo ao CP mas ndo em intima associagédo), 15,3% na posicdo 3 (meio do
citoplasma) e 15,3% na posigao 4 (oposto ao CP).

Além da necessidade de coloracdo dos odécitos com corantes especificos de
DNA, que provocam injurias tanto na membrana quanto nos componentes intracelulares
oocitarios (SMITH, 1993), a remog¢ao de grande quantidade de citoplasma do odcito
receptor no procedimento de TN tradicional pode ocasionar diminuicdo na taxa de
desenvolvimento de blastocistos (GREISING et al.,, 1994; ZAKHARTCHENKO et al.,
1997). WESTHUSIN et al. (1996) embora nao tenham encontrado diferencas
significativas na produgdo de blastocistos quando reduziram 5% ou 50% do volume
oocitario, observaram que o numero de células dos blastocistos resultantes foi

significativamente menor no segundo caso.



19

A enucleagao quimica € um procedimento ndo-invasivo muito atrativo por causar
minima diminuigdo do volume citoplasmatico e do conteudo protéico e molecular
(RUSSEL et al., 2005). Varias substancias tém sido utilizadas para indugcéo de
enucleagao quimica, incluindo o etoposideo (FULKA e MOOR, 1993; ELSHEIKH et al.,
1997, 1998; KARNIKOVA et al.,, 1998), a colchicina e a demecolcina (BAGUISI e
OVERSTROM, 2000; GASPARRINI et al., 2003; IBANEZ et al., 2003).

Odcitos murinos em metafase |, cultivados em meio suplementado com
etoposideo inicialmente, e cicloheximide durante a transicdo anafase/teléfase,
resultaram em 96% de eficacia na enucleacdo segundo FULKA e MOOR (1993).
Porém, na mesma espécie, desenvolvimento limitado tem sido observado com o uso de
citoplastos provenientes dessa técnica (GASPARRINI et al., 2003).

SAVARD et al. (2004) relataram duas técnicas alternativas de enucleagdo em
oocitos suinos, utilizando a centrifugagdo através de um gradiente descontinuo de
Percoll (TATHAM et al., 2005) e a enucleagao quimica total baseada na técnica descrita
por FULKA e MOOR (1993), alcangando taxas de enucleacdo de 74% e 47%,
respectivamente, para cada técnica.

De acordo com VAJTA et al. (2004), o tratamento de odcitos bovinos em MIl com
demecolcina, seguido pela digestdo enzimatica com pronase, induz a formagao de
protrusdes em 94% dos odcitos. Essa alta incidéncia € atribuida ao efeito conjunto da
demecolcina e da pronase, ja que nenhum desses agentes sozinhos foi capaz de
induzir a formacéo de protrusbes em mais de 60-70% dos odcitos tratados. LI et al.
(2004) relatam alta taxa de enucleagdo (96%) de odcitos bovinos tratados com
colcemida, assegurando dessa forma, a remog¢ao de todo o material nuclear materno,
eliminando a possibilidade de permanéncia de material genético residual no citoplasto.
Também ¢é relatado que a adigdo de 0,05M de sacarose provoca aumento do espago
perivitelinico em odcitos bovinos, facilitando a visualizagdo da protrusédo induzida pelo
tratamento com demecolcina (KAWAKAMI et al., 2003).

A enucleacdo assistida quimicamente pela demecolcina tem resultado em nao

comprometimento do desenvolvimento in vivo no procedimento de TN, possibilitando o
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nascimento de clones de coelhos (YIN et al., 2002a), suinos (YIN et al., 2002b) e
murinos (GASPARRINI et al., 2003).

2.6. Demecolcina

A demecolcina ou desacetil-N-metil-colchicina € um derivado da colchicina, cujo
principio ativo é extraido do célchico, semente madura dessecada do Colchicum
autumnale, planta que cresce principalmente no Sudeste da Europa, utilizada no
tratamento de linfoma de Hodgkin (MINGOIA, 1967).

A demecolcina e a vimblastina sdo integrantes de um grande grupo de drogas
anti-mitoticas que inibem a organizagdo de microtubulos. Muitas dessas drogas sao
utilizadas com sucesso em procedimentos quimioterapicos (HARI et al., 2003). Esses
inibidores de microtubulos causam parada do ciclo celular no estadio de metafase em
varios tipos celulares em processo de mitose (MOSES et al., 1995). A demecoilcina liga-
se a dimeros de tubulina, evitando a polimerizacdo de microtubulos, resultando na
perda da dindmica de fuso dos microtubulos (RUSSEL et al., 2005).

A demecolcina tem mostrado ser eficiente na indugado de enucleagao oocitaria
completa em murinos (BAGUISI e OVERSTROM, 2000; GASPARRINI et al., 2003;
IBANEZ et al., 2003), caprinos (IBANEZ et al., 2002) e bovinos (RUSSEL et al., 2005)
apos ativagao partenogenética dos odcitos. Nas trés espécies testadas, a eficiéncia da
enucleagao tem-se mostrado dependente do inicio da administragdo da droga em
relagdo ao momento da ativagao partenogenética oocitaria.

Esse agente também tem se revelado eficaz na indugéo de enucleagao assistida
quimicamente, na qual odcitos em metafase Il sdo submetidos ao tratamento com
demecolcina por uma a duas horas, observando-se a formagado de uma protrusao na
regido cortical oocitaria proxima ao 1° CP contendo todo o material nuclear
condensado, permitindo, dessa forma, a retirada desse material através de
micromanipulagcdo, sem a necessidade de coloracdo do mesmo. Essa técnica foi
relatada em coelhos (YIN et al.,, 2002a), suinos (YIN et al., 2002b), murinos

(GASPARRINI et al., 2003) e bovinos, em que o uso desse agente apenas foi
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empregado na concentragcdo 0,2ug/mL (LI et al., 2004). Em bovinos, a demecolcina
também foi utilizada na técnica de clonagem manual ou “Handmade Cloning” na
concentragéo 0,5ug/mL (VAJTA et al., 2004).

IBANEZ et al. (2003) realizaram um estudo sobre as manifestagbes da
demecolcina na dindmica de rotagcdo do fuso meidtico, em obcitos murinos, e
observaram efeitos evidentes da droga 15 minutos apds o inicio do tratamento. Em
bovinos, embora esse agente ja seja utilizado em procedimentos de enucleagao

oocitaria, ndo ha relatos de estudos dos efeitos dessa droga.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

e Comparar efeitos da demecolcina em odcitos bovinos submetidos ao tratamento em
metafase | e metafase Il e verificar a capacidade de desenvolvimento embrionario
apos transferéncia nuclear (TN) empregando-se a técnica de enucleacao assistida

quimicamente pela demecolcina.

3.2. Especificos

e Verificar a menor concentragao eficiente da demecolcina no processo de enucleacao
e formagéao de protrusdo em odcitos bovinos;

e Avaliar taxas de enucleacdo e formacdo de protrusdo em odcitos expostos a
demecolcina em metafase | e metafase Il, respectivamente;

o Estabelecer a dinamica nuclear e de microtubulos em odcitos bovinos submetidos
ao tratamento com demecolcina em metafase | e metafase ll;

e Avaliar a influéncia da exposi¢cao de odcitos bovinos a demecolcina na maturagao
nuclear e citoplasmatica, utilizando-se a distribuigdo de granulos corticais como
indicio de maturacéao citoplasmatica;

e Verificar o desenvolvimento embrionario, pela avaliagdo das taxas de clivagem e
producdo de blastocistos, subsequente a transferéncia nuclear (TN) com a técnica

de enucleacgao assistida pela demecolcina.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Obtencéo e maturacéo de o6citos

Odcitos bovinos foram obtidos a partir de aspiracdo folicular de ovarios
provenientes de abatedouro, que foram colhidos e transportados em recipiente
isotérmico contendo solugéo salina estéril e mantidos a temperatura de 30-35°C. No
laboratério, os ovarios foram lavados com solugao salina estéril aquecida e os foliculos
ovarianos, medindo entre 3 e 8mm de didmetro, foram aspirados utilizando-se agulha
18-G acoplada a seringa descartavel de 20mL e o fluido aspirado transferido para um
tubo de poliestireno de 50mL. Ao término da aspiragdo, o sedimento formado foi
distribuido em placas de poliestireno de 60mm de didametro, procedendo-se a selecao
dos od6citos em microscopio estereoscopico.

Foram selecionados od6citos com aspecto homogéneo de citoplasma e
compactagao das células do cumulus, com pelo menos trés a quatro camadas de
células de revestimento. Os odcitos selecionados foram lavados duas vezes em meio
TCM-199 contendo tampao Hepes, suplementado com 10% de SFB, 0,20mM de
piruvato e 83,4ug/mL de amicacina (meio de lavagem) e uma vez em meio de
maturagdo (TCM-199 com tampao bicarbonato suplementado com 10% de SFB,
1,0ug/mL de FSH, 50ug/mL de hCG, 1,0ug/mL de estradiol, 0,20mM de piruvato e
83,4ug/mL de amicacina). Em seguida, os odcitos foram transferidos para placas de
quatro pocos Nunc® com 400uL de meio de maturacdo (40-50 odcitos/pogo) ou para
microgotas de 100uL de meio (20-25 odcitos/gota), de acordo com o experimento,
cobertas por 6leo mineral. O cultivo dos odcitos para maturagao in vitro foi realizado em

estufa a 38,5°C e atmosfera de 5% de CO, em ar.
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4.2. Experimento I: Influéncia da concentracdo de demecolcina na formacéo de
protrusdo na regido cortical ou enucleacéao total de o6citos bovinos.

Uma curva de concentragdo da droga (demecolcina) foi estabelecida, sendo
avaliados oécitos que receberam tratamento com 12 horas (MIl) e com 21 horas (Mll) de

maturacgao.

4.2.1 - Odcitos em metafase | (MI) submetidos ao tratamento com demecoilcina.

Odécitos com 12 horas de maturacdo (MI) receberam tratamento com
demecolcina nas seguintes concentragdes: 0 (controle); 0,05ug/mL; 0,2ug/mL e
0,4ug/mL. A droga foi diluida diretamente no meio de maturagéo presente nos pogos da
placa Nunc®, onde os odcitos estavam sendo maturados. Apds 24 horas de maturagao
(12 horas em meio suplementado com demecolcina), os odécitos foram desnudados
incubando-se os complexos-cumulus-odcitos em hialuronidase (2mg/mL) a 38,5°C por 5
minutos procedendo-se, em seguida, pipetagcdo durante 3 a 5 minutos. Os odcitos
desnudos foram entdo corados com 10ug/mL de Hoechst 33342 diluido em meio TCM
199 Hepes durante 10 minutos. Apds a coloragao, os odcitos foram observados em
microscopio de epifluorescéncia (330-385nm) e avaliados quanto a formagédo de
protrusdo na regido cortical ou enucleagdo oocitaria total. Em cada repeticdo foram
utilizados 30 a 50 odcitos por tratamento e foram realizadas 10 repeticdes. Apds o
estabelecimento da melhor concentracdo da droga utilizada, essa foi adotada nos

experimentos seguintes.

4.2.2 - Odcitos em metafase Il (MIl) submetidos ao tratamento com demecoilcina.

Odcitos com 21 horas de maturagédo (MIl) foram desnudados com hialuronidase
da mesma maneira citada anteriormente e, em seguida, receberam o tratamento com
demecolcina durante 2 horas nas seguintes concentragdes: 0 (controle); 0,05ug/mL;

0,2ug/mL e 0,4ug/mL. Posteriormente, os odcitos foram corados com 10ug/mL de
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Hoechst 33342 diluido em meio TCM 199 Hepes durante 10 minutos. Apds a coloragao,
0s odcitos foram observados em microscépio de epifluorescéncia e avaliados quanto a
formagdo de protrusdo na regido cortical do odcito, contendo toda cromatina
condensada. Em cada repeticdo foram utilizados 30 a 50 oécitos por tratamento e foram
realizadas 10 repeticdes. Apds o estabelecimento da melhor concentragdo da droga,

essa foi adotada nos experimentos seguintes.

4.3. Experimento II: Avaliacdo da dinamica nuclear e de microtubulos de oécitos

bovinos submetidos ao tratamento com demecolcina.

4.3.1 - Ob6citos em MI submetidos ao tratamento com demecolcina.

Odcitos com 12 horas de maturacao foram expostos a demecolcina (0,05ug/mL)
de acordo com o experimento | (item 4.2.1), sendo fixados e avaliados quanto aos
diferentes estadios nucleares e de fuso meidtico (microtubulos), nos seguintes
momentos: 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 4 e 12 horas apos o inicio do tratamento com a
demecolcina. Em cada repeticdo foram utilizados 40 a 60 odcitos por tratamento e
foram realizadas 3 repeticdes. O método de fixagdo e coloragao utilizado esta descrito

adiante.

4.3.2 - O6citos em MIl submetidos ao tratamento com demecolcina.

Odcitos com 21 horas de maturacdo recebendo tratamento com demecolcina
(0,05ug/mL) por 2 horas, foram fixados e avaliados quanto aos diferentes estadios
nucleares e de fuso meidtico (microtubulos) nos seguintes momentos: 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 4
e 8 horas apos o inicio do tratamento com demecolcina. Ressalta-se que, apds 2 horas
de exposicdo a droga, os oocitos foram submetidos ao meio de maturacdo sem
suplementagcdo com demecolcina, até serem completadas 8 horas apds o inicio do

tratamento. Em cada repeticao foram utilizados 40 a 60 odcitos por tratamento e foram
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realizadas 3 repeticdes. O protocolo de fixagdo e coloragéo utilizado esta descrito a

sequir.

4.3.3 - Protocolo para avaliacdo de imunofluorescéncia direta de tubulina e

cromatina.

Utilizou-se a técnica descrita por LIU et al. (1998). Os odcitos oriundos dos
momentos mencionados anteriormente permaneceram 30 minutos a 38°C em tampao
estabilizador de microtubulo (0,1M Pipes, pH 6,9; 5mM MgCl,.6H,0; 2,5mM EGTA),
com 2% de formaldeido, 0,1% de Triton X-100, 1uM de taxol, 0,01% de aprotinina, TmM
de ditiotreitol e 50% de Oxido deutério. Os odcitos foram incubados durante a noite a
4°C em meio de lavagem e incubagdo — MLI (PBS com 0,02% de NaNs;; 0,01% de
Triton X-100; 0,2% de leite em pd desnatado; 2% de BSA e 0,1M de glicina).
Posteriormente, os odécitos foram incubados em MLI contendo anticorpo monoclonal de
camundongo anti-a-tubulina (1:50; Sigma) conjugado a isotiocianato de fluoresceina
(FITC) a 38°C por 2 horas. Apds serem lavados em MLI, os odcitos foram entdo
corados com 10ug/mL de Hoechst 33342 em MLI por 10 minutos, montados em |amina
com 90% de glicerol em PBS e avaliados sob fluorescéncia em 330-385 e 420-490nm.

Avaliou-se o comportamento dos fusos meidticos e dos cromossomos.

4.4. Experimento lll: Efeitos da demecolcina sobre a cinética da maturacao

nuclear e migracdo dos granulos corticais em oo6citos bovinos.

4.4.1 - Ob6citos em MI submetidos ao tratamento com demecolcina.

Seguindo os mesmos padrées de maturagao e exposicao a demecolcina do item
4.2.1, oocitos desse grupo foram avaliados quanto a maturagdo nuclear e distribuigao
de granulos corticais (GC em “clusters”, GC em transi¢do, GC na periferia, exocitose)
em quatro momentos: 0; 2; 4 e 12 horas apos inicio do tratamento. Odcitos destinados a

avaliacdo da maturacdo nuclear foram fixados por, aproximadamente, 1 hora em
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solugao de paraformaldeido a 4% em temperatura ambiente, corados, no momento da
avaliagao, com Hoechst 33342 (10ug/mL) por 10 minutos e avaliados quanto ao estadio
de progressdo nuclear. Em cada repeticdo foram utilizados 30 a 50 odcitos por
tratamento e foram realizadas 3 repetigdes. O protocolo de fixagdo e coloracdo de

granulos corticais esta descrito adiante.

4.4.2 - O6citos em MIl submetidos ao tratamento com demecolcina.

A mesma metodologia de maturagao e exposigao a demecolcina do item 4.2.2 foi
utilizada. Odcitos obtidos antes (GV) e apdés a maturagao por 21 horas (O h)e2e 4 h
apdés a exposicdo a demecolcina por 2 horas foram avaliados quanto a maturacao
nuclear e a distribuicdo dos granulos corticais (GC em “clusters”, GC em transi¢cdo, GC
na periferia, exocitose). Odcitos destinados a avaliagdo da maturagdo nuclear foram
fixados por aproximadamente 1 hora em solugdo de paraformaldeido a 4% em
temperatura ambiente, corados, no momento da avaliagdo, com Hoechst 33342
(10pg/mL) por 10 minutos e avaliados quanto ao estadio de progressdo nuclear. Em
cada repeticdo foram utilizados 30 a 50 odcitos por tratamento e foram realizadas 3
repeticdes. O protocolo de fixagdo e coloracdo de granulos corticais esta descrito

abaixo.

4.4.3 - Protocolo de coloragao de cromatina e granulos corticais.

Utilizou-se a metodologia descrita por CHERR et al. (1988) com algumas
modificagcdes. Oobcitos coletados nos momentos citados anteriormente tiveram,
inicialmente, a zona pelucida removida com a incubagao em pronase a 0,5% em PBS,
por aproximadamente 5 minutos. Em seguida, os odcitos foram fixados em 3% de
formaldeido em PBS por 30 minutos, a temperatura ambiente e incubados a 4°C
durante a noite em solugéo de bloqueio — SB (PBS com 1mg/mL de BSA, 100mM de
glicina e 0,2% de azida de sodio). Para a permeabilizagédo, os odcitos foram tratados

por 5 minutos a 38°C em SB com a adigéo de 0,1% de Triton X-100. Os odcitos foram
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entdo incubados com 10ug/mL de Lens culinaris aglutinina conjugado a isotiocianato
de fluoresceina (FITC-LCA; esta lecitina liga-se especificamente a o-D-manose
presente nos granulos corticais) em SB por 15 minutos. Em seguida, os odcitos foram
lavados em SB trés vezes (5 minutos cada vez), montados em lamina com 90% de
glicerol em PBS e visualizados em microscépio de epifluorescéncia. Foi avaliada a

distribuicao de granulos corticais no interior dos oécitos de acordo com a Figura 1

(a) (b) (c)

Figura 1. Fotomicrografias de granulos corticais (GC) em od6citos bovinos durante o processo de MIV. (a)
GC dispostos em “clusters” no interior do oécito (o6cito imaturo); (b) GC em transigao, dispostos
tanto no centro quanto na periferia do oécito (transicdo imaturo/maturo); (c) GC dispostos na
periferia do odcito, logo abaixo da membrana vitelinica (o6cito maturo). Os odécitos foram corados
com lecitina (especifica a a-D-manose) conjugada a FITC e avaliados sob microscopia de
epifluorescéncia.

4.5. Experimento IV: Eficiéncia da técnica de enucleacdo assistida pela
demecolcina e desenvolvimento embrionario apds o procedimento de

transferéncia nuclear.
4.5.1 — Células doadoras de nucleo
Foram utilizados fibroblastos como doadores de nucleo, obtidos de fragmentos

de pele da regiao da orelha de fémea bovina adulta Bos taurus indicus, animal da raga

Nelore POI. Apds o estabelecimento de linha celular primaria a partir dos fragmentos de



29

pele, repique (3 a 9 repiques) e congelagao, as células foram descongeladas de acordo

com a necessidade.

4.5.2 — Obtencéao de odcitos e maturacgao in vitro

Metodologia descrita no item 4.1.

4.5.3 — Sincronizagao das células doadoras de nucleo

Linhas celulares de fibroblastos, apds sofrerem repique, foram distribuidas em
placas de poliestireno de 35mm de didmetro contendo DMEM suplementado com 10%
de SFB. O meio foi renovado a cada 48 horas e quando as células apresentaram
confluéncia, removeu-se o0 meio de cultivo, procedendo-se, em seguida, duas lavagens
em PBS livre de calcio e magnésio para completa remogao do soro. Adicionou-se 2mL
de DMEM suplementado com 0,5% de SFB a cada placa para indugdo das células a
quiescéncia e sincronizagdo do ciclo celular em estadio Go-Gy (CAMPBELL et al.,
1996), compativeis com citoplasto enucleado em metafase Il, para manutengao de
correta ploidia dos embrides reconstituidos. O meio foi renovado a cada 48 horas,
sendo utilizadas as linhas celulares de fibroblastos apds 3 a 5 dias de privagédo de soro

como fontes doadoras de nucleo.

4.5.4 — Confecgao das pipetas de apreenséo e injecao

A pipeta de apreenséo, utilizada para correto posicionamento do odcito nos
procedimentos de enucleagdo e transferéncia nuclear foi produzida por estiramento
manual de um tubo capilar de borossilicato de vidro (D.E.: 1,0mm, D.l.: 0,75mm, 10cm
de comprimento, Sutter Instrument Company). Apds o estiramento, o capilar foi
posicionado em microforja para realizagéo de seu corte e acabamento, de tal forma que

a extremidade da pipeta de apreensao apresentasse abertura em torno de 25 a 30um.
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Em seguida, foram realizadas duas curvaturas opostas na pipeta, de maneira a permitir
seu correto posicionamento na camara de micromanipulagao.

Quanto a pipeta de injecdo, um tubo capilar do mesmo material (D.E.: 1,0mm,
D.I.: 0,75mm, 10cm de comprimento, Sutter Instrument Company) foi estirado com um
estirador de pipeta automatico (P-2000 Micropipette Puler, Sutter Instrument Company),
efetuando-se, em seguida, seu corte em microforja, objetivando-se um didmetro interno
de 22,5 a 25um para enucleagdo oocitaria e transferéncia nuclear. Um bisel de
aproximadamente 55° foi feito com auxilio de um esmirilhador (EG-40 Micropipette
Grinder, Narishige Co. Ltd.).

4.5.5 — Enucleacgao oocitaria

Apos 19 horas de maturacdo os odcitos foram desnudados, incubando-se os
complexos-cumulus-odcitos em hialuronidase (2mg/mL) durante, aproximadamente, 5
minutos. Apdés a remogao das células do cumulus, os odcitos foram submetidos ao
tratamento com demecolcina (0,05ug/mL) por 2 horas, completando-se 21 horas de
maturagdo, quando os odcitos foram removidos do meio suplementado com a droga,
lavados trés vezes em meio de lavagem (TCM-199 com tampdo HEPES) e
selecionados quanto a presenca de 1° CP ou protrusao na regiao cortical oocitaria em
microscopio estereoscopico. Os oocitos foram, entdo, transferidos para uma gota de
micromanipulagdo contendo meio HSOF com 10% de SFB suplementado com
7,5ug/mL de citocalasina B. Procedeu-se a enucleagdo apenas em odcitos que
apresentaram a formacgao de protrusdo. O procedimento foi realizado em microscépio
optico invertido (Olympus IX-70) em placa aquecedora a temperatura de 37°C,
removendo-se o primeiro corpusculo polar e a protrusdo formada na regido cortical
oocitaria com uma pipeta de diametro interno entre 22,5 e 25um. Nesse momento, parte
dos citoplastos foram corados com Hoechst 33342 por 10 minutos (10ug/mL) e
avaliados quanto a eficiéncia da enucleacdo. Os odcitos restantes, ndo submetidos a

coloragao, foram lavados em meio TCM-199 com tampao HEPES e incubados em meio
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HSOF com 10% de SFB a temperatura de 38,5°C e atmosfera de 5% de CO,em ar, até

o inicio da reconstituicao dos odcitos por transferéncia nuclear.

4.5.6 — Reconstituicdo por transferéncia nuclear e eletrofusao

Como fonte doadora de nucleo, foram utilizadas culturas de células com privagcao
de soro entre 3 e 5 dias. Apos o processo de tripsinizagdo (tripsina 0,05% com 1% de
soro de galinha, suplementada com 1mM de EDTA), neutralizagdo (DMEM com 10% de
SFB) e centrifugagao (210g durante 10 minutos), os fibroblastos foram ressuspendidos
em meio HSOF sem SFB, sendo, em seguida, transferidos para a camara de
micromanipulagdo, onde permaneceram até o inicio da transferéncia nuclear.

Trinta minutos antes da microcirurgia, os odécitos enucleados foram incubados em
meio HSOF suplementado com 10% de SFB e 7,5ug/mL de citocalasina B. A
reconstituicao foi realizada segundo KATO et al. (1998), com algumas modificagdes. A
camara de micromanipulagado para transferéncia nuclear continha duas gotas distintas
recobertas com 6leo mineral: uma contendo meio HSOF com 10% de SFB e 7,5ug/mL
de citocalasina B para a realizagdo da transferéncia nuclear e outra, contendo meio
HSOF sem soro, onde foram depositadas as células doadoras de nucleo. Foram
selecionados fibroblastos de menor didmetro, apresentando contorno regular da
membrana plasmatica. Cada fibroblasto foi aspirado individualmente para o interior da
pipeta de injegdo na gota contendo as células e em seguida, na gota contendo odcitos
enucleados, efetuou-se a transferéncia nuclear, inserindo-se o fibroblasto no espaco
perivitelinico do odcito (em contato com a membrana citoplasmatica) utilizando-se o
mesmo orificio da zona pellcida realizado anteriormente, no processo de enucleacao.

Apos a transferéncia nuclear, os odcitos foram removidos da camara de
micromanipulagao, lavados em meio HSOF com 10% de SFB, onde permaneceram em
estufa até o inicio da eletrofusao.

A unido da célula doadora de nucleo com o citoplasma receptor foi realizada por
eletrofusdo em solugdo de manitol (0,28M de manitol, 0,05mM de CaCl;, 0,1mM de
MgSQO4, 0,05mM de HEPES acido e 3mg/mL de BSA), segundo WELLS et al. (1998,
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1999). Para a fusdo celular, cada conjunto odcito-fibroblasto foi posicionado e
corretamente alinhado na camara de eletrofusdo, sendo submetido a dois pulsos
elétricos de corrente direta de 40V por 20useg cada, com auxilio do aparelho Electrocell
Manipulator 2001 (BTX, San Diego, CA). Apds a eletrofusdo, os odcitos foram lavados e
incubados a 38,5°C e atmosfera de 5% de CO2 em ar em meio HSOF com 10% de SFB

até a avaliacdo da taxa de fusao celular, realizada 30 a 60 minutos apds a fusao.

4.5.7 — Ativagéo dos odcitos

Os odcitos foram ativados artificialmente, com a incubagdo em meio TCM-199
com tampao HEPES e 10% de SFB suplementado com 5uM de ionomicina por 5
minutos, em temperatura ambiente, sendo em seguida lavados varias vezes em meio
TCM-199 com tampao HEPES. Posteriormente, os odécitos foram incubados em meio de
desenvolvimento SOF suplementado com 2mM de 6-DMAP, em estufa a 38,5°C e

atmosfera com 5% de CO» durante 4 horas.

4.5.8 — Cultivo e avaliagao do desenvolvimento embrionario

Ao término do tratamento de ativacao, os odcitos foram lavados varias vezes em
meio de desenvolvimento SOF, sendo o cultivo de desenvolvimento realizado nas
mesmas condigdes, em meio SOF suplementado com 2,5% de SFB e 5mg/mL de BSA
em co-cultivo com células da granulosa. Os odcitos foram mantidos em estufa a 38,5°C
e atmosfera de 5% de CO,, sendo cultivados entre 10 e 20 odcitos por gota de 100uL
de meio de desenvolvimento, em placas de poliestireno de 60mm recobertas com 6leo
mineral. O meio de desenvolvimento foi parcialmente renovado no segundo, quarto e
sexto dias de desenvolvimento embrionario, removendo-se 50% do meio pré-existente
na gota de desenvolvimento e repondo-se volume igual de meio recém-preparado. Os
embrides foram avaliados quanto a taxa de clivagem, as 48 horas, e taxa de

desenvolvimento a blastocisto, no 7° dia de desenvolvimento.
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4.6. Andlise estatistica

Os resultados dos experimentos |, Il e Ill foram submetidos a ANOVA. As
meédias, no experimento |, foram comparadas pelo teste Duncan e, nos experimentos |l
e lll, pelo teste de Tukey, com o procedimento GLM do SAS System (Versao 8.2). Foi

utilizado nivel de significancia de 5% em todos os experimentos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento I: Influéncia da concentracdo de demecolcina na formacgéo de

protrusdo na regiao cortical ou enucleacéo total de o6citos bovinos.

5.1.1 - Odcitos em metéafase | (MI) submetidos ao tratamento com demecolcina.

Odcitos em metafase | (com 12 horas de maturagao), expostos a demecolcina
por um periodo de 12 horas, foram avaliados quanto a formagao de protrusao (PR) na
regido cortical, com todo o material nuclear condensado (incompleta extrusao do 1° CP)
e enucleagao total (EN), de acordo com a Figura 2. Os resultados estdo expressos na

Tabela 1 e Figura 3.

Figura 2. Fotomicrografias de odcitos bovinos tratados com demecolcina em MI e avaliados apds 24
horas de maturagao, por coloragdo com Hoechst 33342. (a) Odcito com formagao de protrusédo
na regido cortical (indicada pela seta), contendo todo o material nuclear; (b, c) Odcitos com
enucleagao total, com toda a cromatina condensada junto ao 1° CP (setas indicam o 1° CP
contendo todo o material nuclear).



35

Tabela 1. Enucleagdo (EN) e formagdo de protrusdo (PR) em odcitos bovinos com 12 horas de
maturagdo (MI) expostos a diferentes concentragdes (0; 0,025; 0,05; 0,2 e 0,4ug/mL) de
demecolcina por 12 horas.

Concentracgao Namero de Odcitos (medias % + dp)
(ug/mL) Odbcitos Tratados EN PR
0 (Controle) 354 5(1,2 + 2,0 0(0+0)°
0,025 398 60 (16,2 + 9,5) 32 (8,5 +8,1)°
0,05 392 57 (15,2 + 10,6)° 22 (7,1+9,2)°
0,2 398 21 (5,3+4,5)° 28 (8,0 + 7,6)
0,4 385 16 (4,7 £ 6,0)° 21 (7,6 + 9,4)

2P valores com sobrescritos diferentes entre linhas diferem entre si (p<0,05).
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Figura 3. Representagao grafica da porcentagem de odcitos com protrusao (PR) e enucleagdo completa
(EN) apds o tratamento de odcitos bovinos em MI com diferentes concentragdes de demecolcina
por um periodo de 12 h, completando-se 24 h de maturagdo. EN — odcitos enucleados; PR —
odcitos com protrusao.
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Quanto a taxa de enucleagdo, as concentragdes 0,025 e 0,05ug/mL foram
superiores (p<0,05) aos grupos: controle, 0,2 e 0,4ug/mL, mas nao diferiram entre si
sendo, portanto, eleitas as melhores concentracbes para indugcdo de enucleacéo.
Quanto a formacdo de protrusdo, as concentragcdes foram semelhantes entre si
(p>0,05).

Técnicas semelhantes, mas com uso de diferentes tratamentos quimicos foram
descritas em murinos (FULKA e MOOR, 1993; ELSHEIKH et al., 1997) e suinos
(SAVARD et al., 2004). Esses autores relataram o tratamento de oocitos em M|l com
etoposideo (50ug/mL), um inibidor de topoisomerase |l, por um periodo de 2 horas com
o intuito de se prevenir a separagao entre os cromossomos, seguido pelo tratamento
com cicloheximide (50ug/mL), inibidor de sintese protéica, por um periodo de 12 horas,
facilitando-se, dessa forma, a expulsao de todo o material nuclear junto ao 1° CP pela
reducdo dos niveis de MPF causada pelo cicloheximide. Em murinos, eficiente
enucleacdo oocitaria foi obtida, alcangcando-se aproximadamente 96% de eficacia
(FULKA e MOOR, 1993). J&4 em suinos, uma média de 39,4 + 7,5% de enucleagao foi
obtida utilizando-se o mesmo protocolo.

Como em trabalhos prévios com bovinos (PERECIN et al., 2004), ndo obtivemos
sucesso com o uso de etoposideo ou outros agentes quimicos, como a camptotecina e
a doxorrubicina, associados ao cicloheximide, alcancando indices maximos de
enucleagao de 11,9% dos odcitos e ainda, levando-se em consideragao varios relatos
sobre a necessidade de alta atividade de MPF para correto remodelamento do nucleo
(SZOLLOSI et al. 1988; TANI et al., 2001), optamos pelo tratamento unico com
demecolcina. De acordo com KAWAKAMI et al. (2003), a diminuicdo da atividade do
MPF nos oécitos pode diminuir a viabilidade desses quando submetidos a TN.

Os resultados obtidos quanto a enucleacgéao (16,2 e 15,2% para as concentragdes
0,025 e 0,05ug/mL de demecolcina, respectivamente) estdo de acordo com FULKA e
MOOR (1993), que avaliaram os efeitos do etoposideo e cicloheximide em odcitos
murinos. Esses autores também observaram que, em odcitos bovinos, tais tratamentos
promovem baixa enucleagdo. Até o momento, tem-se obtido resultados satisfatérios

com a técnica de enucleagcdo ndo-invasiva de odcitos em M| somente em murinos
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(FULKA et al., 2004), porém, ELSHEIKH et al. (1997, 1998) verificaram
desenvolvimento embrionario limitado, apesar da alta eficacia do procedimento de
enucleacao.

Observamos ainda, em alguns odcitos, a formagao de protrusdo contendo toda a
cromatina na regido cortical, que se deve provavelmente a incompleta extrusao do
corpusculo polar, possivelmente causada pela alta atividade do MPF ou falta de
microtubulos (agdo da demecolcina) que sdo importantes no processo de extrusao do
1° CP. Os microtubulos, juntamente com microfilamentos e uma série de proteinas
associadas, estdo envolvidos no processo de citocinese, estimulando a formagao de
anel contratil durante a anafase, sendo necessarios a completa separacao das células-
filhas (LARKIN e DANILCHIK, 1999). Ainda, de acordo com LI et al. (2005) a
organizacdo e desorganizagdo do citoesqueleto, em particular microtubulos e
microfilamentos, tém papel fundamental na formacdo do fuso meidtico, alinhamento e
segregagao dos cromossomos, movimento do material nuclear de uma posi¢cao central
para a regiao cortical e extrusdo de 1° e 2° CP.

A producao de citoplasto receptor € uma etapa crucial na transferéncia nuclear,
pois participa na correta reprogramacgdo do nucleo transferido, assegurando o
desenvolvimento de embrides reconstituidos. Por essa razado, a simplificacao dessa
etapa € de grande interesse da comunidade cientifica (FULKA et al., 2004). Apesar da
grande quantidade de estudos em murinos, ao nosso conhecimento, ndo ha relatos
adicionais do uso dessa técnica (enucleagao quimica de odcitos em MI) em bovinos e,

assim, razdes para as diferengas espécie-especificas, ainda nao sdo compreendidas.

5.1.2 - Oécitos em metéafase Il (MIl) submetidos ao tratamento com demecoilcina.

Odcitos com 21 horas de maturagao (Mll), expostos a diferentes concentragdes
de demecolcina por 2 horas, foram analisados quanto a formacdo de protrusdo na
regido cortical oocitaria. A protrusdo, geralmente, foi localizada proxima ao 1° CP
(Figura 4), embora algumas vezes tenha sido encontrada distante do mesmo. Os

resultados estdo expressos na Tabela 2 e Figura 5.
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Tabela 2. Valores referentes a formacao de protrusdo (PR) (média + dp) em odcitos bovinos em MIl (21
horas dematuragéo) expostos a diferentes concentragdes de demecolcina (0; 0,025; 0,05; 0,2 e
0,4pg/mL) por 2 horas.

Concentracao Numero de PR
(ng/mL) Odcitos Tratados  (médias % + dp)
0 (Controle) 354 0(0x0)F
0,025 369 159 (42,6 + 13,4)°
0,05 388 211 (55,1 £ 13,0)°
0,2 367 162 (45,1 + 13,4)*"
0,4 363 141 (39,3 £ 12,1)°

25 y/alores com sobrescritos diferentes entre linhas diferem entre si (p<0,05).

Figura 4. Fotomicrografias de odcitos bovinos em metafase Il (MIl) expostos a demecolcina por 2 horas,
com formacdo de protrusdo na regido cortical (indicada pela seta): presenga do 1° CP e
protrusdo observados com (a) ou sem (b) fluorescéncia. Protrusdo bem préxima ao CP (c);
formacgéo de protrusdo em odcitos sem CP (d).
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Figura 5. Representagéo grafica da porcentagem de odcitos bovinos com protrusao (PR) expostos em
MII a diferentes concentragcbes de demecolcina por um periodo de 2 h.

Quanto a formagédo de protrusdo na regido cortical oocitaria, a concentragéo
0,05ug/mL foi superior (p<0,05) as concentragbes 0,025 e 0,4ug/mL e semelhante
(p>0,05) a concentragao 0,2ug/mL. Nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre as
concentragdes 0,025; 0,2 e 0,4pug/mL. A concentracao escolhida para os experimentos
seguintes foi 0,05ug/mL, em fungéo de ter sido a menor concentragdo que proporcionou
a maior eficacia na produgdo de odcitos com protrusdes (55,1 + 13,0% dos odcitos
tratados).

Os resultados obtidos nesse experimento foram inferiores aqueles observados
por outros autores, que relataram formagao de protrusdo em aproximadamente 70%
dos odcitos tratados, em suinos (YIN et al., 2002b, KAWAKAMI et al., 2003) e bovinos
(LI et al., 2004). Tal fato pode ter sido decorrente da utilizagdo de odécitos sem prévia
selecdo da presenca de CP, procedimento realizado pelos autores citados e, portanto,
sem caracteristicas nucleares indicativas de maturagdo. Na tentativa de se otimizar o
procedimento, eliminando o tempo gasto com a selegcdo de corpusculos polares,

optamos pela nao selegéo desses e, assim, tinhamos uma populagcéo heterogénea de
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oocitos, sendo que, parte desses, provavelmente, ndo apresentava maturagao
adequada, podendo nao ter respondido a agado da demecolcina.

A demecolcina liga-se com alta afinidade a dimeros de tubulina impedindo a
polimerizagdo de microtubulos, resultando na perda da dindmica de fuso em células
mitéticas e meidticas (IBANEZ et al., 2003). Embora n&o esteja claro o motivo pelo qual
oocitos tratados com desorganizadores de microtubulos formem protrusées na
membrana plasmatica, KAWAKAMI et al. (2003) propuseram o seguinte mecanismo: o
fuso meidtico de odcitos expostos a demecolcina torna-se desorganizado e o0s
cromossomos ficam condensados, localizados proximos a membrana plasmatica e
ancorados em local rico em actina, fornecendo uma estrutura rigida ao cortex oocitario,
formando uma protrusdo nessa regiao.

Uma observacdo interessante neste experimento, foi a alta eficacia da
concentragdo 0,05ug/mL de demecolcina na indugdo de formagdo de protrusdo na
regido cortical oocitaria, em fungdo de concentragbes bem mais altas terem sido
utilizadas em trabalhos anteriores. LI et al. (2004) utilizaram, em odcitos bovinos, a
concentragao 0,2ug/mL, mas a maioria dos trabalhos relata o uso de concentragéo igual
ou superior a 0,4ug/mL, tanto para indugdo de formacado de protrusdo no cértex
oocitario (YIN et al., 2002b; KAWAKAMI et al., 2003; VAJTA et al., 2004) quanto para
extrusdo de toda a cromatina junto ao 2° CP apo6s ativagcéo partenogenética (BAGUISI e
OVERSTROM, 2000; IBANEZ et al., 2002, 2003; GASPARRINI et al., 2002, 2003; YIN
et al.,, 2002a; RUSSEL et al., 2005). Entretanto, verificamos que a concentragao
0,05ug/mL nao apenas foi a menor concentragao efetiva, mas também, foi superior a
concentragdo 0,4pg/mL, levando a maior numero de oocitos com formagao de
protrusdo, provavelmente por provocar menor alteragdo na organizacdo geral do
citoesqueleto, levando a menores danos ao odécito. Com isso, minimizamos as injurias
provocadas aos oo0citos pela exposigcdo a droga, o que provavelmente poderia se

traduzir em maior desenvolvimento embrionario e fetal.
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5.2. Experimento Il: Avaliacdo da dinadmica nuclear e de microtubulos de odécitos

bovinos submetidos ao tratamento com demecolcina.

5.2.1 - Odcitos em MI submetidos ao tratamento com demecolcina.

Odcitos com 12 horas de maturagdo (MI) expostos a demecolcina foram
avaliados quanto a dinamica nuclear e de microtubulos 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 4 e 12 horas
apos o inicio do tratamento. A Figura 6 demonstra caracteristicas nucleares e dos fusos
meidticos (microtubulos) utilizadas para a classificagéo dos odcitos.

Os resultados obtidos quanto a avaliagdo microscopica de tubulina e cromatina
em diferentes momentos apds o inicio do tratamento estdo descritos na Tabela 3 e
esquematizados na Figura 7.

As categorias predominantes, nesse grupo, foram: 1DNA1MT (odcito em
metafase | com microtubulos evidentes no mesmo local), 1DNAMTrd (odcito em
metafase | com redugdo de microtubulos) e 1DNAsMT (o6cito em M|l sem a presenca
de microtubulos). Ressalta-se que outras categorias avaliadas no grupo tratado com 21
horas de maturagéo, apesar de avaliadas no grupo 12 horas, ndo foram mencionadas

pelo fato de suas médias serem proximas a zero.
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Figura 6. Fotomicrografias de odcitos bovinos tratados em metafase | (Ml) com demecolcina (avaliagao
da dinamica nuclear e de microtubulos). Categorias de odcitos encontradas: (a,b) 1IDNATMT —
oocito em metafase | com microtubulos evidentes no mesmo local; (¢c,d) 1IDNAMTrd — o6cito em
metafase | com redugido de microtubulos; (e,f) 1IDNAsMT — o6cito em MI sem a presenga de
microtubulos. (a,c,e) Odcitos corados com Hoechst 33342; (b,d,f) odcitos corados com anticorpo
anti-a tubulina (1:50) conjugado a FITC, observados em microscopio de epifluorescéncia. As
setas indicam material nuclear (azul) e microtubulos (verde).

Tabela 3. Categorias de configuracao nuclear e de microtubulos verificadas apés o tratamento de odcitos
bovinos em MI (12 horas de maturagdao) com demecolcina por 0 a 12 horas. 1DNA1TMT — odcito
em metafase | com microtubulos evidentes no mesmo local; 1DNAMTrd — od6cito em metafase |

com reducao de microtubulos; 1DNAsMT — odcito em M| sem a presencga de microtubulos.

Momentos 1DNAIMT 1DNASMT
Oh 55,34 + 8,02% 27,44 + 16,00°
0,5h 11,25 + 4,46" 58,86 + 3,09%°
1,0h 8,0+1,73" 64,29 + 10,95°
1,5h 9,26 + 4,15° 60,09 + 8,79°
2,0h 10,38 + 8,62° 61,81 + 11,73%
4.0h 22,19+ 16,08° 45,97 + 16,97*°
12h 19,34 + 8,09" 4552 + 5,74

2b\/alores com diferentes sobrescritos entre linhas diferem entre si (p<0,05).
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Figura 7. Representacao grafica da dindmica nuclear e de microtubulos de odécitos bovinos pertencentes
(a) ao grupo controle (n&o tratado) e (b) ao grupo deme (expostos a demecolcina em MI por um
periodo de 12 horas) avaliados a intervalos de 0,5 h nas primeiras 2 h de tratamento e apés 4 e
12 h. 1DNA1TMT — odcito em metafase | com microtubulos evidentes no mesmo local; 1DNAMTrd
— o6cito em metafase | com redugdo de microtubulos; 1DNAsMT — odécito em MI sem a presenca

de microtubulos.

No inicio do tratamento, houve predominio da categoria 1DNATMT (55,3%)

conforme esperado, pois nessa fase, possivelmente, o nucleo apresentou-se no estadio
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MI verificando-se, portanto, um material nuclear (metafase 1), com microtubulos ainda
evidentes proximos ao nucleo. Com apenas 0,5 h de tratamento, houve diminuigao
significativa (p<0,05) de odcitos pertencentes a essa categoria (11,2%), ndo ocorrendo
diferenca estatistica (p>0,05) desse momento com relagdo aos outros avaliados até 12
horas de exposigdo a demecolcina. No grupo controle, ndo foi verificada diferenca
estatistica entre os momentos avaliados até 4 h, com médias entre 75,7% e 85,5% dos
oocitos com essa configuragcado, observando-se diminuicdo dessa categoria somente
com 12 h (12,3%), ou seja, as 24 horas de maturagéo.

Embora ndo se tenha verificado alteracdo da categoria 1DNAMTrd ao longo do
tempo de exposi¢ao a droga, com médias de 12,0% e 24,2% dos odcitos no inicio e
final (12 horas) do tratamento, respectivamente, observou-se diferenca (p<0,05) entre
as médias dos grupos controle (6,5%) e tratado (20,9%).

Ja a categoria 1DNAsMT sofreu grande variagdo em fungdo do tempo, sendo
que, no inicio, 27,4% dos odcitos apresentaram essa configuragdo e houve aumento
significativo (p<0,05) com 1 h (64,3%), 1,5 h (60,0%) e 2 h (61,8%) de tratamento. Por
outro lado, as médias voltaram a diminuir (p<0,05) com 4 h (46,0%) e 12 h (45,5%) de
exposicdo a demecolcina. No grupo controle, verificamos com 1, 1,5, 2, 4 e 12 h,
aproximadamente 7,6; 3,7; 9,3; 1,6 e 1,1% dos odécitos pertencentes a essa categoria,
demonstrando grande diferenca entre os grupos controle e tratado.

A cinética da maturagdo nuclear de odcitos bovinos tem sido estudada por varios
autores (MOTLIK et al., 1978; HOMA, 1988; SUSS et al., 1988; SIRARD et al., 1989;
DOMINKO e FIRST, 1997; LI et al., 2005). SIRARD et al. (1989) investigaram o tempo
decorrido nos eventos meidticos em odcitos bovinos submetidos a maturagao in vitro,
observando que de 10,3 a 15,4 horas de MIV, os odcitos permaneceram em MI; 15,4 a
16,6 horas, em anafase | (Al); 16,6 a 18 horas, em tel6fase | (T1) e de 18 a 24 horas, em
MIl. Portanto, a alta frequéncia observada de odcitos na categoria 1DNATMT (50,34%)
no inicio do tratamento (12 horas de maturagéao) justifica-se pelo fato da maioria dos
mesmos estar em MI nesse momento (LI et al., 2005).

Observamos efeitos da droga ja as 0,5 h de exposicdo, sendo que a

manifestacdo da demecolcina traduziu-se em deplecdo dos microtubulos, evidenciada
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pelo aparecimento e predominio da categoria 1DNAsSMT. A diminuicdo e a menor
densidade de microtubulos relatada em trabalhos anteriores (GASPARRINI et al., 2003;
IBANEZ et al., 2003) foi constatada em nosso trabalho (categoria 1DNAMTrd), porém, a
média de odcitos que se encontravam nessa categoria ndo se alterou ao longo do
experimento, provavelmente devido a rapida atuagdo da demecolcina, cujos efeitos
foram verificados em odcitos murinos pelos autores citados anteriormente, com apenas
15 minutos de tratamento. Portanto, como o inicio de nossa avaliagao procedeu-se com
0,5 h de exposi¢cao a droga, provavelmente, essa comegou a agir imediatamente apos
ter sido adicionada ao meio contendo os odcitos, despolimerizando rapidamente os
microtubulos.

Praticamente, nao foi observada a presenca de odcitos em MIl apds 12 horas de
tratamento (24 horas de maturacéo) e isso pode ser explicado pela agdo anti-mitética
da droga, paralisando o nucleo em metafase I. Conforme relatos de FULKA e MOOR
(1993), ELSHEIKH et al. (1997) e SAVARD et al. (2004), esperavamos que toda a
cromatina fosse extruida com o 1° CP mas, provavelmente, os altos niveis de MPF,
evidenciado pela manuteng¢ao do nucleo em metafase, ndo permitiram a retomada da
meiose na maior parte dos odcitos tratados e com isso, nossos resultados quanto a
enucleacao nao obtiveram sucesso.

Além de odcitos totalmente enucleados, observamos a formagao de protrusédo na
regido cortical de parte dos odcitos tratados, evidenciando incompleta extrusao do 1°
CP, fato explicado por observacdes de IBANEZ et al. (2003), que estudaram a cinética
nuclear e do citoesqueleto de odcitos murinos expostos a demecolcina apds ativagao
partenogenética, visando a extrusdo do conteudo nuclear com o 2° CP. Esses autores
constataram que a completa extrusdo do 2° CP foi prejudicada pela droga. Dessa
maneira, além de odcitos totalmente enucleados e od6citos com material ainda presente
no citoplasma, uma terceira categoria foi relatada: a presenca de protrusdes sobre
fusos remanescentes contendo todo o material nuclear condensado, sendo que a
rotacdo do fuso meidtico (que, normalmente, ocorre antes da extrusdo do CP) néo
ocorreu na maioria dos odcitos tratados, evidenciado pela posigao paralela do fuso

remanescente em relagdo a membrana plasmatica.
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Varias citagdes sugerem que a interagao entre os microtubulos e os filamentos
de actina do cortex celular, media a rotagdo do fuso e coordena a cariocinese € a
citocinese (MARO et al.,, 1984; GARD et al., 1995). Com isso, a interrup¢cdo da
estabilidade do fuso causada pela demecolcina deve também inibir sua rotacao,
explicando a falha na extrusao do CP. Estudos tém demonstrado em culturas de células
de mamiferos, que os microtubulos sdao essenciais ao processo de constriccado que
ocorre antes da clivagem (WHEATLEY et al., 1996). Varias proteinas necessarias a
citocinese foram localizadas no fuso central e isso sugere que os microtubulos podem
servir como caminho ao longo do qual essas proteinas e outros componentes da célula
se movem para a clivagem. Dessa forma, os resultados obtidos nesse experimento
mostram que uma protuberancia inicial foi formada, correspondendo a fase inicial de
formagao do CP, porém, mais tarde a constricgdo dessa protuberancia foi prejudicada
nos odcitos tratados com demecoilcina.

Uma ultima consideracdo com relagdo a esse grupo é que, apds 12 horas de
tratamento, ndo houve nova polimerizagdo dos microtubulos, como mencionado por
outros estudos envolvendo a demecolcina (SIRACUSA et al., 1980; RUSSEL et al.,
2005). Isso provavelmente pode ser explicado pelo fato de que os odcitos ndo foram
posteriormente cultivados em meio livre da droga para se verificar esse efeito ou, ainda,

pelo extenso periodo de tratamento (12 horas).

5.2.2 - Od6citos em MII submetidos ao tratamento com demecolcina.

Odcitos com 21 horas de maturagéo (MIl), expostos a 0,05ug/mL de demecolcina
por 2 horas, foram avaliados quanto a dinamica nuclear e de microtubulos 0; 0,5; 1;
1,5; 2; 4 e 8 horas apdés o inicio do tratamento. Caracteristicas nucleares e de
microtubulos mostradas nas Figuras 8 e 9 foram utilizadas para a classificacdo dos
oocitos. Os resultados estdo esquematizados na Figura 10.

As categorias avaliadas nesse grupo foram: MIl (o6cito em metafase Il com
microtubulos evidentes tanto no citoplasma do odcito quanto no corpusculo polar), Al/TI

(transicao anafase/telofase 1), 2DNA1TMT (odcito em MII com microtubulos evidentes em
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apenas um local), 2DNAMTrd (oécito em MIl com redugao de microtubulos), 2DNAsMT
(o6cito em MIl sem a presenga de microtubulos), 1IDNA1TMT (odcito em metafase | com
microtubulos evidentes no mesmo local) e DNAfrag (DNA fragmentado com
desorganizacado de microtubulos). As outras categorias descritas no grupo 12 horas e
nao mencionadas aqui também foram avaliadas, mas por apresentarem médias

proximas a zero, nao foram consideradas.
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Figura 8. Fotomicrografias de odcitos bovinos expostos a demecolcina em metafase Il (Mll) e avaliados

quanto a dindmica nuclear e de microtubulos. Categorias de odcitos encontradas: (a,b) MIl —
oocito em metafase Il com microtubulos evidentes tanto no citoplasma do odcito quanto no
corpusculo polar; (c,d) Al/TI — o6cito em transicdo anafase/teléfase | com fuso meidtico evidente;
(e,f) 2DNATMT - odcito em MIl com microtubulos evidentes em apenas um local; (g,h)
2DNAMTrd — od6cito em MIl com redugdo de microtubulos; (i,j) 2DNAsMT — o6cito em MIl sem a
presenca de microtubulos; (k,I) 1IDNATMT - odcito em metafase | com microtubulos evidentes no
mesmo local. (a,c,e,g,i,k) Odcitos corados com Hoechst 33342; (b,d,f,h,j,I) odcitos corados com
anticorpo anti-a tubulina (1:50) conjugado a FITC, observados em microscépio de
epifluorescéncia. As setas indicam material nuclear (azul) e microtubulos (verde).

Figura 9. Fotomicrografias de odcitos bovinos submetidos ao tratamento com demecolcina em MIl por 2

horas, avaliados ap6s 8 horas do inicio do tratamento (6 horas em meio livre de droga)
apresentando fragmentacdo de DNA (categoria DNAfrag; a-c). Os odcitos foram corados com
Hoechst 33342 e observados em microscopio de epifluorescéncia.
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Figura 10. Representagdo grafica da dindmica nuclear e de microtubulos de odcitos bovinos do (a) grupo
controle e do (b) grupo deme (expostos a demecolcina em MIl por um periodo de 2 horas)
avaliados a intervalos de 0,5 h nas primeiras 2 h de tratamento e apds 4 e 8 h (em meio livre
da droga). MIl — odcito em metafase || com microtubulos evidentes tanto no citoplasma do
odcito quanto no corpusculo polar; Al/TI — odcito em transicdo anafase/teléfase | com fuso
meidtico evidente; 2DNATMT — odcito em MIl com microtubulos evidentes em apenas um local;
2DNAsMT — o6cito em MIl sem a presenga de microtubulos.
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Como esperado, no inicio do tratamento houve predominio de odcitos
pertencentes a categoria MIl (40,7%), ocorrendo diminui¢ao significativa com apenas
0,5 h de exposigédo a demecolcina (13,5%). A média continuou a diminuir numeérica, mas
nao estatisticamente (p>0,05) até 4 h, aumentando novamente (p<0,05) apdés 8 h do
inicio do tratamento (42,4%). No grupo controle, ndo observamos diferenga estatistica
entre as médias, que variaram entre 36,9% e 64,1% durante o periodo de avaliagao.

Inicialmente, 22,4% dos odcitos apresentaram-se em Al/TI, ocorrendo diminuigao
da média (p<0,05) com 0,5 h de tratamento (8,2%), que nédo diferiu estatisticamente dos
momentos avaliados até 2 h de exposigdo a droga. Apdés 4 h e 8 h as médias
diminuiram numérica, mas nao estatisticamente (1,4 e 0,7%, respectivamente), diferindo
apenas da média inicial, enquanto que, no grupo controle, observou-se 3,4% dos
o0citos pertencentes a essa categoria na avaliagdo com 8 h.

Portanto, no inicio do tratamento (21 horas de maturagdo) encontramos a maioria
dos odcitos em metéafase Il (40, 7%) ou anafase/teléfase | (22,4%). O processo de MIV
demora normalmente entre 18 e 22 horas (SIRARD et al., 1989). Como submetemos os
oocitos ao tratamento com 21 horas de maturagdo, as categorias encontradas nessa
fase inicial sdo condizentes com os resultados esperados.

Aproximadamente 5,1% dos odcitos apresentaram-se na categoria 2DNATMT no
inicio do tratamento, observando-se aumento significativo (p<0,05) com 1 h (22,5%), 1,5
h (28,2%) e 2 h (26,4%) de tratamento. Apds 4 h do inicio da exposi¢c&o a droga, houve
novo aumento dessa categoria (42,6%), sendo que, no grupo controle, 15,4% dos
oocitos apresentaram essa configuragdo. Apds 8 h do inicio do tratamento verificamos,
aproximadamente, 21,7% dos odcitos pertencentes a essa categoria, ndo diferindo da
média inicial.

Recentemente, LI et al. (2005) demonstraram toda a cinética nuclear e de
microtubulos em odcitos bovinos submetidos a maturacéo in vitro. De acordo com esses
autores, os fusos meidticos passam de uma forma arredondada, nos estadios Ml e MII,
para uma forma cilindrica, nos estadios Al e All, formando uma estrutura semelhante a
um cone (triangulo) nos estadios Tl e TII. Além disso, ao contrario de outras espécies,

nas quais os microtubulos ndo séo observados no 1° CP, em bovinos, eles sdo muitas
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vezes extrusos com o 1° e 2° CP, que ficam completamente rodeados por essas
estruturas. Portanto, o6citos com essas caracteristicas (categoria 2DNATMT) também
foram encontrados neste experimento, chegando a 42,6% dos odcitos apos 2 horas de
tratamento e 2 horas de cultivo em meio livre de droga, ou seja, 25 horas de maturagao,
sendo possivel verificar a presenga de microtubulos somente no corpusculo polar em
varios odcitos avaliados.

Odcitos pertencentes a categoria 2DNAMTrd n&o apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) entre o inicio do tratamento e todos os momentos avaliados. Por
outro lado, na categoria 2DNAsMT, inicialmente, observou-se apenas 1,9% dos odcitos
com essas caracteristicas e, ja com 0,5 h de exposi¢cao a demecolcina, houve aumento
(p<0,05) para 21,8% dos odcitos apresentando auséncia de microtubulos. Essa média
manteve-se sem diferenga estatistica (p>0,05) nos momentos avaliados até 4 h apdés o
inicio do tratamento, ocorrendo diminuicdo (p<0,05) de odcitos pertencentes a essa
categoria apds 8 h (3,5%), cuja média foi semelhante ao inicio do tratamento. Ja no
grupo controle, verificamos médias entre 0 e 2,7% de odcitos sem microtubulos durante
a avaliacao.

Assim como no grupo tratado com 12 horas de maturagdo, manifestagcoes da
demecolcina ocorreram em apenas 0,5 h de tratamento, traduzidas pelo aumento
significativo da categoria 2DNAsSMT (auséncia de microtubulos) e pela diminuigdo das
categorias MIl e AI/Tl. De acordo com IBANEZ et al. (2003) e GASPARRINI et al.
(2003) efeitos da demecolcina em odcitos murinos foram evidentes 15 minutos apds o
inicio do tratamento, quando odécitos expostos a droga apresentaram diminui¢cao de fuso
e densidade de microtubulos. Ainda, relataram que, embora a densidade tenha
diminuido com o tempo de exposi¢gdo a droga, os microtubulos ndo desapareceram
completamente, mesmo apdés 2 horas de tratamento. Portanto, os resultados
observados nesse estudo, em odcitos bovinos, ndo estdo de acordo com dados
fornecidos por esses autores, uma vez que a categoria 2DNAMTrd (redugédo de
microtubulos) ndo apresentou alteragdo significativa ao longo do tempo e os
microtubulos desapareceram, em grande parte dos odcitos tratados, ja com 0,5 h de

exposicao a droga. Dessa forma, odécitos bovinos parecem ser mais sensiveis a agao da
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demecolcina, evidenciado pela rapida desestruturacdo e despolimerizacdo dos
microtubulos.

Observamos 17,3% dos odcitos na categoria TDNATMT no inicio do tratamento,
nao sendo verificada diferenga estatistica (p>0,05) com relagdo as médias encontradas
nos outros momentos analisados. A categoria 1DNA1TMT, provavelmente, representa
oocitos imaturos, que nao responderam a acao da droga. Esse indice de odcitos
imaturos encontrado nesse experimento estd dentro dos padrdes obtidos em nossa
rotina laboratorial. De acordo com Li et al. (2005) odcitos que ndo apresentam extrusao
de CP ao término do processo de maturagao, geralmente estdo em estadio MI.

Observou-se aumento (p<0,05) da fragmentacao de DNA, categoria DNAfrag,
apos 8 h do inicio do tratamento (11,1%) com relagdo a todos os momentos avaliados
anteriormente (0 a 4 h), enquanto no grupo controle apenas 2,3% dos odcitos
apresentaram fragmentagdo, no mesmo momento. Fragmentacdo de DNA
acompanhada por desorganizagao dos microtubulos também foi relatada por RUSSEL
et al. (2005), que encontraram 11% dos odcitos avaliados com anormalidades de fuso.

Os resultados obtidos revelaram que houve nova polimerizagdo dos
microtubulos, quando odcitos tratados por 2 horas com demecolcina foram cultivados
em meio de maturacao livre de droga por mais 6 horas (8 horas apds o inicio do
tratamento). Nesse momento, aproximadamente 42,4% dos odcitos apresentaram-se
em configuragdo de MIl, ou seja, com duas estruturas nucleares (metafase e CP) e
microtubulos evidentes em ambos os locais. Esse resultado € de extrema importancia
se considerarmos que os microtubulos, juntamente com os microfilamentos, estao
envolvidos no processo de citocinese, estimulando a formacdo de anéis contrateis
durante a anafase, sendo necessarios a completa separacdo das células-filhas

(LARKIN e DANICHIK, 1999) e ainda, fundamentais em outras varias fungdes celulares.
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5.3. Experimento Ill: Efeitos da demecolcina sobre a cinética da maturacéo

nuclear e migracdo dos granulos corticais em od6citos bovinos.

5.3.1 - Odcitos em MI submetidos ao tratamento com demecolcina.

Odcitos com 12 horas de maturagao foram expostos a demecolcina e avaliados
quanto ao estadio de progressdo nuclear e distribuicdo de granulos corticais em 4
momentos apds a exposigao inicial a droga: 0, 2, 4 e 12 horas.

Os resultados obtidos quanto a maturagao nuclear, apés 24 horas de maturacao
para o grupo controle e para o grupo tratado (12 h de exposi¢cao a demecolcina), estao

descritos na Tabela 4 e esquematizados na Figura 11.

Tabela 4. Numero (porcentagem) de odcitos em MI que atingiram o estadio de metafase Il (Mll) apés
exposicdo a demecolcina por 12 horas. CON — odcitos do grupo controle; DEME — odcitos
expostos a demecoilcina.

Mil
Tratamento
Oh 2h 4h 12h
CON 0/59 (0) 2146 (4,44)*° 8/47 (17,08)*° 43/49 (87,62)*"
DEME 0/59 (0) 5/58 (9,23)*® 5/60 (8,29)"° 3/60 (4,92)"°

2P valores com diferentes sobrescritos entre linhas diferem entre si (p<0,05). AB Valores com diferentes
sobrescritos entre colunas sao diferentes (p<0,05).
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Figura 11. Representagéo grafica da porcentagem de odcitos bovinos em metafase Il (com maturagéo
nuclear) apdés o tratamento de odcitos em MI com demecolcina por um periodo de 12 h,
completando-se 24 h de maturagdo. CON — odcitos do grupo controle; DEME — odcitos
expostos a demecoilcina.

Figura 12. Aspecto visual de odcitos bovinos apds 24 horas de maturagao in vitro no grupo controle (a) e
no grupo tratado com demecolcina por 12 horas (b), mostrando incompleta expanséo das
células do cumulus no grupo tratado.

Odcitos expostos a demecoilcina, avaliados apds 12 horas de tratamento quanto
a progressao ao estadio MIl, ndo apresentaram diferenga significativa (p>0,05) em
relagcdo aos outros momentos avaliados (0, 2 e 4 horas), ao contrario do grupo controle.
Houve interagao entre as variaveis tempo e tratamento com 4 e 12 horas de exposi¢ao
a droga. Enquanto, no grupo controle, a média de odcitos em estadio MIl as 4 h foi de
17,1%, no grupo tratado, a média foi de 8,3% (p<0,05). J& com 12 h de tratamento, ou
seja, 24 horas de maturagao, observou-se grande diferenca entre os grupos avaliados,
sendo que o controle apresentou média de 87,6% dos odcitos em estadio MIl e o grupo
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tratado, média de 4,9% (p<0,05). Observou-se também, em microscoépio
estereoscopico, incompleta expansao das células do cumulus, apds o tratamento dos
oocitos com demecolcina por 12 horas (Figura 12).

A distribuicdo de granulos corticais apés 24 horas de maturagdo, nos grupos

controle e tratado, esta descrita na Tabela 5 e esquematizada na Figura 13.

Tabela 5. Comportamento dos grénulos corticais (GC) [média (DP)] em odécitos bovinos submetidos a
demecolcina em MI (12 horas de maturagéo), avaliados no inicio e com 2, 4 e 12 horas apés o
tratamento. CON — odcitos do grupo controle; DEME — odcitos do grupo tratado com
demecolcina.

Tempo GC em “Clusters” GC Periféricos

(h) CON DEME CON DEME

0 68,76 *" 68,76 *" 8,18 °*° 8,18 °*°
(5,38) (5,38) (0,98) (0,982

2 74,44 " 58,86 *A 4,76 ¢ 18,42 P8
(16,49) (6,88) (4,76) (8,87)

4 67,58 @A 62,05 4 12,08 °8 18,41 "8
(17,02) (5,77) (15,82) (3,00)

12 25,66 "B 23,41 "B 56,08 *A 61,46 **
(6,65) (3,46) (5,62) (1,43)

2 valores com diferentes sobrescritos entre linhas diferem entre si (p<0,05). *® Valores com diferentes
sobrescritos entre colunas (CON e DEME) dentro de cada categoria (GC em “Clusters”, GC em Transigéao
e GC Periféricos) sao diferentes (p<0,05).
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Figura 13. Distribuicdo de grénulos corticais em odcitos bovinos do grupo controle e do grupo deme
(odcitos expostos a demecolcina em MI por um periodo de 12 horas) avaliados a intervalos de
2 h durante as primeiras 4 h e apés 12 h de exposicéo a droga.
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Embora ndo tenha sido verificada interagdo entre as variaveis tempo e
tratamento, nos grupos controle e tratado, houve diferente comportamento ao longo do
tempo. A média de odcitos com GC na periferia (odcitos maturos) no grupo controle,
apos 2 horas de exposi¢do a demecolcina, foi de 4,8%, enquanto no grupo tratado a
média foi de 18,4% dos odcitos avaliados. Porém, com 4 e 12 horas, esse efeito ndo se
repetiu e ndo houve diferencga significativa (p>0,05) entre os grupos.

N&o observou-se diferenga (p>0,05) quanto a presenca de odcitos com GC em
transicédo entre os grupos controle e tratado e no decorrer do tempo, com médias entre
14,0 e 23,0% dos odcitos com essa caracteristica nos momentos avaliados.

A producdo in vitro de embrides bovinos € um processo que envolve
essencialmente trés etapas: maturagdo, fecundacado oocitaria e cultivo embrionario
(MOTLIK et al.,, 1998). A maturagdo nuclear ou meiotica constitui uma cascata de
eventos nucleares induzida pelo pico de LH ou pela simples remog¢ao do oécito de seu
ambiente folicular (SIRARD et al., 2006). A maturacdo completa-se, aproximadamente,
entre 18 e 22 horas do inicio da maturagdo, com a quebra da vesicula germinativa
(GVBD), condensacao dos cromossomos e extrusdo do 1° CP, sendo que os odcitos
permanecem em metafase Il até que ocorra fecundacgao ou ativagao partenogenética.

Obtivemos bons indices de maturagdo nuclear no grupo controle (87,6%),
considerando que normalmente 90% dos odcitos imaturos atingem maturagéo nuclear
in vitro (LONERGAN et al., 2003), permitindo-nos, dessa forma, adequada interpretacao
dos resultados obtidos no grupo tratado. Manifestagdes da demecolcina, agente anti-
mitético desestabilizador de microtubulos, foram observadas com 4 h de tratamento, em
funcdo do menor numero de odcitos em estadio MIl (8,3%) em relagdo ao grupo
controle (17,0%). Essas manifestacdes tornaram-se criticas apos 12 h de tratamento,
quando o grupo exposto a droga apresentou apenas 4,9% dos odcitos em MIl,
mostrando claramente que a demecolcina prejudicou a progressao nuclear, ja que ha
relatos de 85,5% dos odcitos em MIl apds 24 horas de maturacdo in vitro em condicoes
livres de droga (LI et al. 2005).

A comunicacgao bi-direcional entre o odécito e as células somaticas foliculares é de

extrema importancia para a foliculogénese, crescimento e maturagao oocitaria (EPPIG,
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2001). A morfologia das células do cumulus ao redor do oécito € normalmente utilizada
como um critério de selegcao anterior a MIV, e o grau de expanséo dessas células pode
ser utilizado como um indicador morfoldégico da qualidade oocitaria apos a maturagao
(ALI e SIRARD, 2002; LUCIANO et al., 2004), uma vez que as condigdes de cultivo que
otimizam a MIV também promovem expansdo das células do cumulus, como a
suplementagcdo com FSH e macromoléculas (EYESTONE e BOER, 1993; CHOI et al.,
2001). Observamos que a exposi¢cdo de odcitos imaturos a demecolcina promoveu
incompleta expanséo das células do cumulus, alterando provavelmente o metabolismo
do odécito, ja que as células do cumulus tém papel importante na utilizacdo de
substratos energéticos durante a MIV (SUTTON-MCDOWALL et al., 2004). Efeitos
semelhantes na inibigcdo da expansao das células do cumulus ja haviam sido descritos
em meios suplementados com roscovitina (MERMILLOD et al., 2000; COY et al., 2005),
um inibidor seletivo de quinases dependentes de ciclina (CDKs) responsavel pela
manutencado da meiose estacionada no estadio de GV (WOUDENBERG et al., 2005).

Odcitos competentes meioticamente ainda requerem maturacao citoplasmatica,
que fornece aos odcitos a capacidade de suportar a fecundacdo monospérmica e o
desenvolvimento embrionario inicial (MOTLIK et al., 1998). O padréo de distribuicdo dos
granulos corticais pode ser utilizado na avaliagdo da maturagao citoplasmatica, ja que
essa € associada a mudancgas celulares que ocorrem durante a maturagcdo nuclear,
como migragao dos granulos corticais e reposicionamento das mitocdndrias (SIRARD,
2001). No experimento realizado, observou-se, em odcitos imaturos, que os GC
arranjaram-se em “clusters” por todo o citoplasma do oécito. Apés a maturacgao, os GC
localizaram-se na periferia do odcito abaixo da membrana vitelinica. Como a reagao
cortical € gradual (RAZ et al., 1998), as fases citadas anteriormente ndo foram tdo bem
demarcadas, sendo que entre a fase de GC em “clusters” e GC periféricos, granulos
corticais foram encontrados em migracdo do centro para a periferia dos odcitos,
caracterizando a chamada fase de transigao.

Observamos comportamento diferente quanto a migragdo dos GC para a
periferia, no grupo tratado, apés 2 h de exposicdo a demecolcina. Maior média de

oocitos com GC na periferia foi encontrada no grupo submetido a droga (18,4%) em
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relagdo ao grupo controle (4,8%), demonstrando tendéncia do grupo tratado em
antecipar os eventos da migracao de granulos corticais. Porém, ao final de 24 horas de
maturagao (12 horas de tratamento), verificou-se que esse efeito ndo se manteve, com
médias de oocitos maturos (GC na periferia) semelhantes entre os grupos controle e
tratado.

A maturagao nuclear do odcito ndo é suficiente para resultar em subsequente
desenvolvimento embrionario. Embora grande parte dos odcitos alcance maturagao
meidtica, ha grande variagdo quanto aos estadios de maturacdo citoplasmatica
(WOUDENBERG et al., 2005). Na tentativa de mimetizar o periodo de pré-maturacgéo in
vivo, tem-se empregado agentes quimicos que inibem a retomada da meiose
temporariamente (cicloheximide, 6-dimetilaminopurina, butirolactona 1, roscovitina,
IBMX) ou ainda, inibidores fisiologicos (RICHARD et al., 1997; SAEKI et al., 1997,
AVERY et al., 1998; KUBELKA et al., 2000; MERMILLOD et al., 2000; BARRETTO,
2003) permitindo maior tempo de maturacao citoplasmatica. Embora a demecolcina
tenha perturbado a progressdo nuclear, mantendo a meiose estacionada, ndo houve
grande interferéncia desse agente na maturagédo citoplasmatica, mostrando que a
maturagdo nuclear e citoplasmatica foram eventos independentes. Ainda, podemos
concluir que o mecanismo de migracdo de granulos corticais foi independente da
organizagao de microtubulos, considerando a agao desestruturadora da demecolcina.

No experimento anterior, verificamos a reversibilidade da agdo da droga pelo
cultivo de oécitos em meio livre de demecolcina apds o tratamento desses, observando-
se nova polimerizacdo dos microtubulos. SIRACUSA et al. (1980) também relataram
que os efeitos da demecolcina sdo mais facilmente revertidos do que outras drogas
como a colchicina ou vimblastina. Portanto, os resultados obtidos nesse experimento
estdo de acordo com os objetivos buscados quanto a sincronizagdo da maturagao
nuclear e citoplasmatica, desde que se prove a reversibilidade da agéo da droga sobre
0 nucleo, ja que ela permite adequada maturagdo citoplasmatica, avaliada pelo
comportamento dos GC. Esses resultados foram semelhantes aos descritos por COY et
al. (2005) que também observaram migragao prematura de GC para a periferia em

oocitos expostos a roscovitina por 48 horas. Ainda, desde que se consiga otimizar esse
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protocolo de enucleagdo quimica de odécitos em MI, o citoplasto fornecido por essa
técnica apresentaria condi¢bes de suportar o desenvolvimento embrionario apds a
técnica de TN, devido aos indices satisfatérios de maturagao citoplasmatica.

Observamos neste experimento que a migragdo de granulos corticais para a
periferia dos odcitos, durante a maturacao citoplasmatica, foi independente da presenca
de microtubulos, considerando a agao despolimerizadora da demecolcina sobre essas
estruturas. Enquanto a migragdo de mitocéndrias, que também é um indicio de
maturagao citoplasmatica, foi considerada dependente de microtubulos em suinos (SUN
et al., 2001), a migracdo de GC para a periferia oocitaria, parece ser mediada por
microfilamentos em murinos (CONNORS et al., 1998) e ourigcos-do-mar (WESSEL et al.,
2002). Segundo estes ultimos autores, os GC se fixam aos microfilamentos logo apés a
GVBD, migrando em diregao a superficie celular.

Assim, os resultados obtidos em bovinos mostraram-se semelhantes aos obtidos
em outras especies e de acordo com dados da literatura, que sugerem a mediagao da

migragéo dos GC por outros componentes do citoesqueleto, como os microfilamentos.
5.3.2 - Oécitos em MII submetidos ao tratamento com demecolcina.
Odcitos obtidos antes (GV) e ap6s a maturagéo por 21 horas (0 h) e 2 e 4 h apos

a exposicdo a demecolcina por 2 horas, foram avaliados quanto a maturacdo nuclear

(Tabela 6 e Figura 14) e distribuigdo de granulos corticais (Tabela 7 e Figura 15).
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Tabela 6. Numero (porcentagem) de odcitos bovinos no estadio metafase Il (Mll), antes (GV) e apés a
maturagdo (Oh) e 2 e 4h apds exposi¢cdo a demecolcina as 21 horas de maturagdo. CON —
odcitos do grupo controle; DEME — oécitos expostos a demecolcina.

Mil
Tratamento
GV Oh 2h 4h
CON 0/80 (0) 50/60 (82,92)*"  54/70 (75,90)**  62/73 (84,48)*"
DEME 0/80 (0) 54/66 (84,15)*"  47/61 (76,35)*"  46/70 (57,14)°"°

2P valores com diferentes sobrescritos entre linhas diferem entre si (p<0,05). AB Valores com diferentes
sobrescritos entre colunas sao diferentes (p<0,05).
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Figura 14. Representagéo grafica da porcentagem de odcitos bovinos em metafase Il (com maturagédo
nuclear) no estadio GV e ap6s o tratamento desses, em MIl, com demecolcina, nos momentos
0, 2 e 4 h. CON - odcitos do grupo controle; DEME — od6citos expostos a demecolcina.

Houve variagdo na média de odcitos, em estadio MIl, no grupo tratado ao
decorrer do tempo, enquanto, no grupo controle, ndo houve essa variagdo. Apos 4
horas do inicio do tratamento, a média de odcitos em estadio MIl, no grupo controle foi
de 84,5%, sendo que, no grupo tratado, a média foi significativamente (p<0,05) menor
(57,1%).
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Tabela 7. Comportamento dos granulos corticais (GC) [média (DP)] em oécitos bovinos submetidos a
demecolcina apés 21 horas de maturagao por um periodo de 2 horas, avaliados no estadio GV,
inicio (0 h), 2 e 4 horas apds o tratamento. CON — odcitos do grupo controle; DEME — od6citos
do grupo tratado com demecolcina.

Tempo GC em “Clusters” GC Periféricos
(h) CON DEME CON DEME
GV 60,39 ** 60,39 ** 14,68 "¢ 14,68 "¢

(5,67) (5,67) (2,41) (2,41)
0 19,89 " 27,31°"8 58,9224 53,58 &4
(8,50) (5,16) (6,14) (5,05)
5 9,73°°¢ 26,52°° 70,9424 52,9128
(6,24) (3,54) (13,39) (0,72)
4 14,80°° 21,69°° 64,50 2" 56,46 **
(2,94) (13,25) (5,59) (5,22)

2 valores com diferentes sobrescritos entre linhas diferem entre si (p<0,05). *® Valores com diferentes
sobrescritos entre colunas (CON e DEME) dentro de cada categoria (GC em “Clusters”, GC em Transigao
e GC Periféricos) sao diferentes (p<0,05).
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Figura 15. Representagéo grafica da distribuicdo de granulos corticais em od6citos bovinos do grupo
controle e do grupo deme (odcitos expostos a demecolcina apds 21 horas de maturagéo por
um periodo de 2 horas) avaliados em GV e em intervalos de 2 h até 4 h apds o inicio do
tratamento.

Quanto a distribuicdo de GC, houve diferenga (p<0,05) entre os grupos apds 2
horas de exposicdo a demecolcina, com média de 70,9% dos odcitos com GC na
periferia (maturos) no grupo controle e 52,9% no grupo tratado. Nos outros momentos

avaliados (GV; 0 e 4 horas de tratamento) ndo houve diferencga significativa (p>0,05).
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Nao observou-se diferenca (p>0,05) quanto ao numero de odécitos com GC em
transicao entre os grupos controle e tratado e no decorrer do tempo, com meédias entre
12,0 e 21,6% dos odcitos apresentando essa caracteristica nos momentos avaliados.

Como utilizamos odcitos com 21 horas de maturagdo neste estudo e alguns
eventos finais da maturagcdo ainda estdo acontecendo, optamos por avaliar se a
demecolcina também estaria agindo nessa etapa final da maturacéo. De acordo com os
resultados obtidos, verificamos agao prejudicial da demecolcina na extrusdo do
corpusculo polar em oécitos que ainda nao haviam finalizado a maturagao meidtica.
Como a maturagdo nuclear normalmente se completa entre 18 e 24 horas de MIV
(SIRARD et al., 1989), possivelmente parte dos odcitos ainda apresentava-se em Al/TlI
no inicio do tratamento, conforme demonstramos no Experimento |l (22,4% dos odcitos)
e, dessa forma, a demecolcina prejudicou a extrusdo do 1° CP nos mesmos. Esses
resultados também podem ser explicados por uma consideragao feita em humanos por
ELCHENLAUB-RITTER et al. (1995), ao observarem que o prolongamento do bloqueio
do oocito em MII antes da fecundagédo era acompanhado de degeneragéo do 1° CP.
Essa informacgéo também confirmaria os resultados obtidos, ja que com a degeneragao
do 1° CP, a visualizagdo do estadio da meiose fica comprometida, induzindo-nos a
pensar que odcitos em MIl estejam no estadio MI.

A maturacédo citoplasmatica esta associada a mudangas celulares como a
migragdo de GC e reposicionamento de mitocéndrias, sendo que essas alteragbes
preparam os oocitos para a fecundacao (SIRARD et al., 2001). Assim como observado
na avaliagdo da maturagao nuclear, verificamos também certa influéncia negativa da
demecolcina na distribuigdo de granulos corticais ap6s 2 h de tratamento, evidenciando,
portanto, a rapida atuacédo desse agente desorganizador de microtubulos. Mas, apos 4
h do inicio do tratamento, esse efeito ndo se repetiu, ocorrendo uma adequada
migracao dos GC.

Pelo nosso conhecimento n&o ha relatos anteriores a este trabalho quanto a
avaliacdo dos efeitos da demecolcina em odcitos bovinos. Apesar desse agente ja ter

sido utilizado em muitos procedimentos de enucleagdo quimica, sua agao tanto no
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processo de maturagdo, quanto na composigao de microtubulos, ainda ndo haviam sido

avaliados, em odcitos bovinos.

5.4. Experimento IV: Eficiéncia da técnica de enucleacdo assistida quimicamente
pela demecolcina e desenvolvimento embrionario apdés o procedimento de

transferéncia nuclear.

5.4.1 - Eficiéncia da técnica de enucleagao

Odcitos maturados in vitro por 21 horas, expostos a demecolcina nas ultimas
duas horas de maturagdo, foram avaliados quanto a formagao de protrusdo na regiao
cortical e aqueles que a possuiam foram enucleados (Figura 16). Posteriormente,
procedeu-se a verificagdo da eficacia da técnica. Os resultados de todas as repeticdes

realizadas estao descritos na Tabela 8.

Figura 16. Fotomicrografias de odécitos bovinos submetidos ao tratamento com demecolcina por 2 horas,
apo6s 19 horas de maturagao, antes do procedimento de enucleagao. (a) formagéo de protrusdo
proxima ao 1° CP. A seta indica a protrusdo formada; (b) area translucida com leve
protuberancia na regido cortical préxima ao CP. A seta indica a formagao da protuberancia.
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Tabela 8. Eficiéncia da técnica de enucleagdo (porcentagem) em odcitos bovinos submetidos ao
tratamento com demecolcina por 2 h apés 19 horas de maturagao.

Repeticoes Oocitos tratados Enucleados
1 30 28 (93,3)
2 30 27 (90,0)
3 25 22 (88,0)
Total 85 77 (90,6)

Apods o procedimento de coloracao dos citoplastos com Hoechst 33342, verificou-
se alta eficacia da técnica de enucleagao (90,6%), possibilitando o uso dessa em
procedimentos posteriores de transferéncia nuclear sem a necessidade de coloracédo do

nucleo, orientando-se somente pelo CP e protrusao.

5.4.2 - Desenvolvimento embrionario

Em microscopio éptico invertido (Olympus 1X-70), foram avaliados 515 odécitos,
dos quais 219 (42,5%) possuiam protrusdo e estavam aptos a serem enucleados

(Tabela 9).

Tabela 9. Numero (porcentagem) de odcitos bovinos expostos a demecolcina por 2 horas apés 19 horas
de maturagao e enucleados apoés selegdo de CP ou protrusdo em microscépio estereoscopico.

Repeticdo Oocitos avaliados Enucleados
1 188 90 (47,9%)
2 127 54 (42,5%)
3 200 75 (37,5%)

Total 515 219 (42,5%)
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Utilizando-se a técnica de transferéncia nuclear, foram transferidas com éxito
linhas celulares de fibroblastos para 203 odcitos enucleados, permitindo a
reconstituicdo desses. Uma vez efetuada a eletrofusdo apds a transferéncia nuclear,
verificou-se a fusdo celular de 80 odcitos com fibroblastos (46,8%), sendo que 25

oocitos (12,7%) apresentaram-se lisados apds o procedimento de fusao (Tabela 10).

Tabela 10. Taxa (porcentagem) de reconstituicdo, fusdo e lise em embrides bovinos submetidos ao
procedimento de transferéncia nuclear com a técnica de enucleagéo assistida quimicamente
pela demecolcina.

Repeticao Reconstituicao Fusao Lise
1 83/90 (92,2%) 39/69 (56,5%) 10/79 (12,6%)
2 50/54 (92,6%) 17/44 (38,6%) 5/49 (10,2%)
3 70/75 (93,3%) 24/58 (41,4%) 10/68 (14,7%)
Total 203/219 (92,7%) 80/171 (46,8%) 25/196 (12,7%)

Apos a ativagao artificial (ionomicina e 6-DMAP) dos odcitos fundidos por 4
horas, esses foram submetidos ao cultivo em meio SOF (como ja mencionado
anteriormente) e avaliados quanto a clivagem apos 48 horas e a taxa de
desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto apos 7 dias de cultivo. Os

resultados estao expressos na Tabela 11.

Tabela 11. Avaliacao da taxa de clivagem e de desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto
em embrides bovinos reconstituidos por transferéncia nuclear (TN) apds procedimento de
enucleacgao assistida quimicamente pela demecolcina.

Repeticao Cultivados Clivagem Blastocistos
1 25 22 (88,0%) 6 (24,0%)
2 17 14 (82,3%) 8 (47,0%)
3 16 13 (81,2%) 2 (12,5%)

Total 58 49 (84,5%) 16 (27,6%)
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Embora varios nascimentos de clones a partir de células somaticas tenham sido
relatados em diversas espécies (WILMUT et al., 1997; CIBELLI et al., 1998;
WAKAYAMA et al., 1998; BAGUISI et al., 1999; ONISHI et al., 2000; YAMAZAKI et al.,
2005), a eficiéncia dessas técnicas empregadas na clonagem ainda € extremamente
baixa. Na tentativa de se minimizar as injurias causadas aos odécitos durante o
procedimento de enucleacdo, técnicas alternativas de enucleagdo quimica tém sido
relatadas, permitindo inclusive nascimentos em varias espécies como suinos (YIN et al.,
2002b; KAWAKAMI et al., 2003), coelhos (YIN et al., 2002a) e murinos (BAGUISI e
OVERSTROM, 2000; GASPARRINI et al., 2003).

A exposicao de odcitos em MIlI a demecolcina proporcionou altas taxas de
enucleagdo em suinos, com 93% (YIN et al., 2002b) e 95% de eficacia (KAWAKAMI et
al., 2003) e bovinos, nos quais foram atingidas taxas de 96% (LI et al., 2004) e 98%
(VAJTA et al., 2004) de eficiéncia na enucleagdo. Neste experimento, obtivemos média
de 90,6% de odcitos enucleados por essa técnica e, portanto, esses resultados
corroboram com os dados fornecidos pelos autores citados, mostrando que a técnica de
enucleacdo assistida pela demecolcina apresenta alta confiabilidade em odcitos
bovinos, eliminando a necessidade do uso de corantes especificos de DNA,
responsaveis por varios danos causados aos oodcitos (SMITH, 1993), inclusive
comprometendo o posterior desenvolvimento embrionario (DOMINKO et al., 2000).
Ainda, YIN et al. (2002b) e KAWAKAMI et al. (2003) obtiveram, em seus estudos, maior
eficiéncia na enucleacdo assistida pela demecolcina (92 a 95%) do que no
procedimento tradicional, com aspiracdo de parte do citoplasma ao redor do 1°
corpusculo polar (79 % e 67%, respectivamente).

Durante o procedimento de TN, obtivemos 42,5% dos odcitos com formagao de
protrusdo e, portanto, aptos a serem enucleados. No Experimento |, observamos 55,1%
dos odcitos com protrusao e esse fato pode ser explicado pela diferenga do momento
de exposicdo a demecolcina, ja que, no primeiro experimento, foram utilizados odcitos
com 21 horas de maturacao e, no ultimo, odcitos maturados por apenas 19 horas. Esse
tratamento mais precoce foi realizado em fungdo do rapido deslocamento da placa

metafasica em relagdo ao corpusculo polar. Verificamos, anteriormente, que odcitos
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tratados com 21 horas de maturagao apresentaram a formacgao de protrusao distante do
CP, dificultando a enucleagcdo e, muitas vezes, exigindo a realizagdo de duas
perfuracbes com a micropipeta para que o processo de enucleagao fosse executado.
Dessa forma, antecipamos o momento de exposigdo dos odécitos a demecolcina e
obtivemos, na maioria dos odcitos, a formacdo de protrusdo bem proxima ao CP,
facilitando o procedimento. Porém, como consequéncia dessa antecipacdo, alguns
oocitos ainda ndo se apresentavam em MIl, determinando, assim, média inferior de
o6citos com protruséo.

Obtivemos média de 84,5% de embrides clivados, resultados préximos aqueles
obtidos em nossa rotina laboratorial com embrides oriundos da produgao in vitro.
Verificamos grande variagdo quanto ao desenvolvimento de embrides até o estadio de
blastocisto, com taxas de 12,5 a 47% e média de 27,6% de blastocistos. LI et al. (2004)
relataram taxas de 30,2% de blastocistos com o uso dessa técnica em odcitos bovinos,
em sistema de co-cultivo, enquanto VAJTA et al. (2004) obtiveram taxas de 47%.
Nossos dados ficaram préximos aos resultados obtidos por esses autores,
considerando a grande variagao obtida.

O mesmo protocolo de ativagdo (ionomicina e 6-DMAP) foi utilizado por
YAMAZAKI et al. (2005) na TN tradicional em bovinos, com relato de 67,9 a 88,1% de
embrides clivados e 14,4% de blastocistos. O bloqueio embrionario ocorre em embrides
bovinos principalmente no estadio de 8 células e esta mais relacionado com a qualidade
citoplasmatica do odcito (MEIRELLES et al., 2004). Acredita-se que dois mecanismos
sejam causadores do bloqueio embrionario: a inabilidade em superar a repressao da
cromatina e ativar importantes genes de desenvolvimento e reagao as injurias causadas
pelo ambiente de cultivo (BETTS e KING, 2001). O uso da demecolcina poderia ser
uma injuria adicional, porém de acordo com os resultados obtidos, nao verificamos agao
prejudicial da droga ja que os indices de clivagem e producao de blastocistos foram
semelhantes ou superiores aqueles relatados em clones obtidos por TN tradicional. Ja
KATO et al. (1992) verificaram que o tratamento prolongado (12,5 a 14,5 h) de embrides

murinos com demecolcina afetou negativamente o desenvolvimento.



68

by

A técnica de enucleagcdo de odcitos pré-ativados expostos a demecolcina
também tem permitido o desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto em
murinos e bovinos, com relatos de 14% e 19%, respectivamente (GASPARRINI et al.,
2003; RUSSEL et al.,, 2005). Portanto, no experimento relatado neste trabalho,
melhores indices de desenvolvimento embrionario foram alcangados com a técnica de
enucleacao de odcitos em MII assistida pela demecoilcina.

A melhor forma de se verificar a qualidade embrionaria € avaliar sua habilidade
em estabelecer prenhez e produzir animais saudaveis (LONERGAN et al., 2003). Ainda
nao foram relatados nascimentos de clones bovinos com o0 uso da técnica de
enucleacao assistida pela demecolcina. Além da avaliagdo quanto ao desenvolvimento
embrionario até o estadio de blastocisto, a qualidade desses embrides avaliada pela
transferéncia in vivo e capacidade de estabelecimento de gestagcbes e nascimentos
ainda deve ser elucidada. Dessa forma, ha necessidade de mais estudos concentrados
nessa area, inclusive avaliando-se os padrboes de expressado génica de embrides e fetos

obtidos pela técnica.
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6. CONCLUSOES

A demecolcina foi capaz de promover enucleagao oocitaria;

A demecolcina pode ser usada em concentragdes inferiores as utilizadas

rotineiramente na indugao de enucleagao oocitaria;

Verificou-se formacao de protrusédo cortical em odcitos expostos a demecolcina

em metafase | e metafase Il, contendo todo o material nuclear condensado;

Observou-se rapido efeito da demecolcina na organizagdo de microtubulos em

oocitos bovinos (30 minutos), indicando alta sensibilidade destes a agédo da droga;

Houve nova polimerizagdo de microtubulos em odcitos bovinos expostos a

demecolcina em metafase Il;

Embora a demecolcina tenha perturbado a progressao nuclear, provocando
bloqueio do ciclo celular meidtico, ndo houve agao prejudicial desse agente na
maturagao citoplasmatica, mostrando que a maturacédo nuclear e citoplasmatica foram

eventos independentes;

O mecanismo de migracao de granulos corticais foi independente da organizagao

de microtubulos em od6citos bovinos;

A técnica de enucleacdo assistida pela demecolcina apresentou-se altamente
eficiente e confiavel, eliminando a necessidade do uso de corantes especificos de DNA

e exposicao dos odcitos a irradiacdo UV,

Nao foi observada acdo prejudicial da demecolcina no desenvolvimento

embrionario em bovinos.
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