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RESUMO

Nos equideos o primeiro relato de sucesso na clonagem foi em ldaho — EUA,
em maio de 2003 com o nascimento de uma mula clonada a partir de células
fetais, e desde entdo esta biotecnologia contabiliza somente 21 equideos
clonados no mundo. A clonagem em equideos é extremamente dificil, pois os
ovocitos ndo maturam bem in vitro, o que diminui significativamente a
disponibilidade de citoplastos receptores de qualidade. Além disso, a
dificuldades na obtencdo de material em matadouros comerciais, 0 alto custo
de manutencdo dos animais em fazendas, bem como as baixas taxas de
producdo de blastocistos por transferéncia nuclear (3 a 10%) fazem com que
poucos laboratérios se dediquem aos estudos dos processos envolvidos na
producdo in vitro de embrides de equideos. Sendo assim, este projeto teve
como objetivo geral criar no Laboratério de Producédo in vitro da FMVZ —
UNESP - Botucatu, condi¢des para a producdo no Brasil de equideos clonados.
No experimento | ndo foram observadas diferencas significativas (p = 0,661)
entre a privacdo de soro fetal bovino e a confluéncia na integridade de
membrana de fibroblastos equinos em cultivo pés-descongelacdo (>87%). Sob
as mesmas condic¢des de cultivo, foram avaliadas as taxas de sincronizagéo do
ciclo celular de fibroblastos equinos em GO/G1 na tentativa de estabelecer um
protocolo de utilizacdo destas células como doadoras de ndcleo. As mais altas
taxas de células sincronizadas em GO/G1 (> 97%) foram obtidas as 72, 96 e
168 horas apOs o inicio da privagdo de soro fetal bovino a 0,5%. No
experimento Il a incubacédo de ovdcitos eqlinos em 66ug/ml de roscovitine por
24 horas, pré e pés-maturacao in vitro, foi eficiente na inibicdo da meiose,
sincronizando o inicio do processo, permitindo uma melhor programacéo das
rotinas de transferéncia nuclear e se mostrando reversivel frente taxas de
maturacdo nuclear semelhantes (p = 0,714 para CCO expandidos e p = 0,275
para CCO compactos) as obtidas para ovécitos ndo expostos a droga. No
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experimento Il foi avaliada a eficiéncia do uso da demecolcina na enucleagéo
quimica de ovocitos e ndo foram observadas diferencas significativas na
incubacédo dos ovadcitos eqlinos por 2 horas ap6s o periodo de maturacdo in
vitro em doses de 0,05ug/ml, 0,10upg/ml e 0,20ug/ml de demecolcina (p =
0,141). No entanto, numericamente a dose de 0,20ug/ml pareceu benéfica as
taxas de protrusdo da placa metafasica em ovécitos equinos (44,89%). Sendo
assim, em uma segunda fase do experimento, foram obtidos 38,76%, 23,64% e
28,30% de enucleagdo positiva em ovocitos bovinos e equinos classificados
como compactos e expandidos, respectivamente. No experimento IV ovdcitos
bovinos e equinos apés 24 e 30 horas de maturagdo in vitro respectivamente,
foram submetidos a ativagdo artificial. Para os ovocitos bovinos ativados em
meio contendo alto célcio, os protocolos com ionomicina acrescida de
cicloheximide (65,12%) e roscovitine (60,16%) foram superiores ao ionomicina
+ estréncio (40,82%) e nao diferiram estatisticamente do grupo ionomicina + 6
DMAP (48,89%). Para os ovocitos bovinos ativados em baixa concentracdo de
calcio, os protocolos com ionomicina acrescida de roscovitine (48,84%) e 6
DMAP (40,82%) foram superiores ao ionomicina + estroncio (19,05%) e néo
diferiram estatisticamente do grupo ionomicina + cicloheximide (34,78%).
Dessa maneira dentro do mesmo protocolo de ativacéo artificial comparando as
duas concentra¢gfes de calcio, foram obtidas diferencas significativas somente
nos grupos ionomicina acrescida de cicloheximide (p=0,001) e estrbncio
(p=0,002), sendo que as altas concentracdes de calcio pareceram benéficas ao
cultivo. Na ativacdo artificial de CCO equinos expandidos, em alta
concentracéo de calcio, o protocolo ionomicina + 6 DMAP (54,46%) foi superior
ao ionomicina acrescida de cicloheximide (17,39%) e roscovitine (16,28%).
Para os CCO equinos expandidos, ativados em baixa concentragcéao de célcio, o
protocolo com ionomicina acrescida de 6 DMAP (44,74%) foi superior ao
ionomicina + cicloheximide (17,78%) e nao diferiu estatisticamente do grupo
ionomicina + roscovitine (26,00%). No entanto, quando ovdcitos eqliinos com
cumulus compacto foram utilizados néo foi observada diferenca entre os
grupos. A producdo e numero de células de embrides equinos
partenogenéticos foi baixa, independente do tratamento, ressaltando a baixa
competéncia dos ovdcitos equinos. No experimento V observou-se que o Unico

efeito significativo sobre as taxas de descondensacdo da cromatina apos a



29

transferéncia nuclear por meio de injecdo direta da célula doadora de nucleo,
foi 0 do estdgio de maturacéo nuclear, independentemente da classificagdo do
ovocito em compacto ou expandido, do protocolo de ativacdo artificial
(lonomicina + roscovitine ou 6 DMAP) e da exposicdo prévia ou ndo ao
roscovitine, o percentual de ovdcitos com formacao de nucleo descondensado
no terceiro dia de cultivo foi significativamente maior para a metéfase Il (p =
0,033) em relacédo a metafase I, e ndo houve efeito significativo de interacéo de

nenhuma ordem entre os outros fatores analisados.

Palavras chave: Transferéncia Nuclear; Clonagem; Equinos; Ativacao artificial;

Enucleac&o quimica.
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ABSTRACT

In the equine species, the first reported success of a cloned animal took place
in Idaho, USA, in May 2003 when a cloned mule was born. In order to produce
this clone fetal cells were used. Since then only 21 cloned horses births were
reported. Equine cloning is extremely complicated due to difficulties in oocyte in
vitro maturation, wich significantly reduce the availability of good quality oocytes
to receive the genetic material of the donor cell. Moreover, the low number of
commercial slaughterhouses, the high cost of maintenance of animals in the
farms and the low efficiency of the method (3 to 10% blastocyst development)
leads to the fact that only a few laboratories around the word are dedicated to
study the process involved in horse embryos in vitro production. The main
objective of the present experiment was to create, at the In Vitro Fertilization
Laboratory from FMVZ — UNESP - Brazil, conditions to produce a equine clone.
With this aim, five experiments were performed. In Experiment | no statistic
differences (p = 0.661) were observed with the utilization of serum starvation or
culture until confluence on viability of equine fibroblasts cultured after thawing
(>87%). With the attempt of establishing a protocol to use these cells as nuclear
donors, the cell cycle of equine fibroblasts were studied under the same
conditions. The higher rates of cell cycle synchronization in GO/G1 (> 97%)
were obtained 72, 96 and 168 hours after the beginning of serum starvation
(0.5% fetal calf serum). In the Experiment Il, the incubation of equine oocytes
with 66ug/ml of roscovitine during 24 hours, pre- and post- in vitro maturation,
was efficient in inhibit meiosis, allowing a better organization of the nuclear
transfer procedure. The meiosis blockage showed to be fully reversible after the
removal of the roscovitine when nuclear maturation rates were compared with
non-exposed oocytes (p = 0,714 for expanded COC and p = 0,275 for compact
COCQ). In the experiment Il the efficiency of the use of demecolcine for chemical
enucleation of equine and bovine oocytes was tested. No statistic differences
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on positive enucleation rate were observed after 2 hours incubation of equine
oocytes in media with 0.05pug/ml, 0.10pg/ml e 0.20pg/ml of demecolcine (p =
0,141). However the dose of 0.20pug/ml was numerically superior, since the rate
of protusion of the nuclear material was 44.89%. In a second phase of the
experiment 38.76%, 23.64% and 28.30% of positive enucleation was obtained
with bovine oocytes, and compact and expanded equine oocytes respectively.
On experiment IV bovine oocytes matured for 24 hrs and equine oocytes
matured for 30 hrs were submitted to artificial activation. For bovine oocytes
activated in medium with high Ca™ concentration the protocols with lonomicin
associated with cicloheximide (65.12%) and roscovitine (60.16%) were superior
to the use of ionomicin + estrontium (40.82%). When low Ca** concentrations
were used bether results were obtained with ionomicin + roscovitine (48.84%)
and 6 DMAP (40.82%) compared with ionomicin + estrontio (19.05%). When
the data from the same protocol was analyzed the high concentration of Ca'™ in
the media was benefical only for the protocols using ionomicin + ciclohexemide
(p=0.001) and ionomicin + estrontio (p=0.002). For expanded equine COC
activated in high Ca*™ concentrations the use of lonomicin + 6 DMAP (54,46%)
was superior to lonomicin + ciclohexemide (17.39%) or roscovitine (16.28%).
However, when low Ca' concentrations were used no differences were
observed between the protocol using ionomicin + 6 DMAP (44.74%) or
roscovitine (26.00%) with both been superior than the lonomicin . ciclohexemide
(17.78%). However no differences between treatments were observed in
cumulus comparct equine oocytes independently of the Ca™ concentration
utilized. The production of partenogenetic embryos was low in all treatments
tested indicating the low developmental competence of the used oocytes. On
experiment V the only significant effect on chromatin descondensation after
nuclear transfer was the stage of nuclear maturation of the recipient oocytes
independently of state of cumulus cells, activation protocol of exposure or not to
the roscovitine. The percentage of success was significantly higher when Ml

oocytes were used (p = 0.033).

Key words : Nuclear transfer; Cloning; Equine; Artificial activation; Chemical

enucleation.
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1 INTRODUCAO

O final do século XX foi marcado pelo desenvolvimento de importantes
biotecnologias voltadas a reproducdo animal, como a transferéncia e producéo
in vitro de embrides. Esse avanc¢o culminou no desenvolvimento, em 1997, de
uma das tecnologias de maior impacto na area biologica, a clonagem de um
mamifero adulto (Prof. José Antdnio Visintin — USP, S&o Paulo).

Nos equideos o primeiro relato de sucesso na clonagem foi em Idaho —
EUA, em maio de 2003 com o nascimento de um muar clonado a partir de
células fetais, e desde entdo esta biotecnologia contabiliza somente 21
equideos clonados no mundo. A clonagem em equideos é extremamente dificil,
pois 0s ovOcitos ndo maturam satisfatoriamente in vitro, diminuindo
significativamente a disponibilidade de citoplastos receptores de qualidade.
Além disso, aparentemente as células eqlinas apresentam baixas
concentracfes de calcio intracelular, o que seria responsavel por um baixo
desenvolvimento in vitro dos embrides clonados (WOODS et al., 2003).

No Brasil, poucos laboratérios tém se dedicado aos estudos dos
processos envolvidos na producéo in vitro de embrides de equideos. E, ao
contrario do que se observa em bovinos, 0s avancos em biotécnicas da
reproducdo ocorrem mais lentamente para equideos. Esse fato se deve
principalmente a dificuldades na obtencdo de material em matadouros
comerciais, ao alto custo de manutencéo dos animais em fazendas, bem como
as baixas taxas de producédo de blastocistos por transferéncia nuclear (3 a
10%). Entretanto, em face da dimenséo do rebanho nacional e ao crescimento
do mercado para o cavalo brasileiro como o terceiro maior rebanho equino do
mundo, com mais de seis milhdes de cabecas, ocupando diretamente mais de
um milhdo de pessoas no pais (FAO em 2002), a demanda por técnicas que
melhorem o desempenho reprodutivo e propiciem a preservacdo de material
genético de equideos tem aumentado consideravelmente. Hoje, ndo se pensa
mais no cavalo apenas como animal de lazer, ou instrumento de batalha ou
tracdo, o desbravamento de novas areas produtivas faz com que a
eqguinocultura forme, hoje no Brasil, uma importante cadeia de agronegocios,

com forte inter-relacdo com setores ligados ao lazer, cultura e turismo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Clonagem em animais

Clonagem é a producdo de organismos gendmicamente idénticos, por
meio assexuado (SEIDEL, 1983). Embora comum em plantas e alguns animais
inferiores, a reproducdo assexuada ndo €& observada em vertebrados. As
primeiras pesquisas com clonagem foram realizadas na década de 50 com
anfibios, e estudaram a capacidade de uma célula embrionaria individual
(doadora) em se diferenciar em um novo individuo apés transplante para um
citoplasto receptor (BRIGGS e KING, 1952). Devido aos inUmeros insucessos
utilizando células adultas como doadoras de ndcleo, acreditava-se que a
clonagem de vertebrados adultos ndo seria possivel. Os primeiros resultados
considerados animadores para a clonagem em mamiferos foram obtidos por
Willadsen (1986), com o nascimento de ovinos clonados por meio de
transferéncia nuclear (TN) utilizando-se embrides de 8 a 16 células como
doadoras de nucleo.

O desenvolvimento da técnica com células embrionarias e o crescente
interesse da industria e de diversos centros de pesquisa nha multiplicacdo de
animais gendmicamente idénticos fez com que novos estudos fossem
realizados. O relato do nascimento da ovelha Dolly (WILMUT et al.,1997),
primeiro clone produzido a partir de células de um outro animal, mostrou ser
possivel & producdo de coépias gendmicas de um mamifero adulto. Desde
entdo, a producao de clones por transferéncia nuclear de células somaticas e
fetais tem sido empregada com sucesso em varias espécies como 0vinos,
bovinos, suinos, murinos, leporinos, roedores, muares, equideos, felinos e
caninos (FULKA et al., 2004; LEE et al., 2005). Porém, a eficiéncia da
clonagem ainda € extremamente baixa, pois € um processo que envolve uma
complexa combinacéo de fatores tanto biolégicos como técnicos que interagem
entre si, muitos dos quais ainda ndo sdo compreendidos (WELLS, 1999).

A transferéncia nuclear de células somaticas é um instrumento
importante na multiplicacdo de animais com genaotipo Unico e para preservacao
de espécies ameacadas de extingdo. Essa técnica representa uma das mais

extraordinarias conquistas da pesquisa na area de biotecnologia do
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desenvolvimento (WILMUT et al, 1997). Entretanto, apesar de possivel, a taxa
de sucesso na clonagem de animais superiores é, na maioria das vezes,
inferior a 1% (SOLTER, 2000). Alem disso a transferéncia nuclear tem
resultado no aparecimento de diversos problemas de desenvolvimento, como
um alto indice de abortamento e de morte perinatal (HEYMAN et al., 2002;
HILL et al., 1999; WILMUT et al., 1997). Nao esta claro, no entanto, se as
falhas no desenvolvimento dos embrides clonados estd relacionada a
reprogramacao nuclear incompleta, ou € intrinseca ao processo de clonagem
(HAN et al., 2003).

A reconstituicAo pela técnica de transferéncia nuclear envolve a
obtencéo de células doadoras de nucleo, bem como de ovdcitos doadores de
citoplastos maturados in vivo ou in vitro. Por meio de um micromanipulador, a
regido do citoplasma na qual se encontra a cromatina do ovécito doador é
removida, criando assim um ovdcito enucleado, ou citoplasto. As células
somaticas doadoras de nlcleo sdo obtidas in vitro por meio de cultivo de
amostras de tecidos (ex: biopsia de tecido). Uma célula soméatica do doador é
selecionada e combinada com o citoplasto promovendo a reconstrugéo
embrionaria por meio da fusdo dos dois tipos celulares com pulsos elétricos ou
quebra da membrana da célula doadora de ndcleo e injecdo da mesma
diretamente dentro do citoplasto receptor. Apds a reconstituicdo, promove-se a
ativacdo artificial que simula os eventos da fertilizagdo convencional, onde o
nacleo é descondensado e inicia-se o cultivo e desenvolvimento embrionario.
Finalmente a transferéncia dos embrifes produzidos a receptoras (HINRICHS
2005). Se qualquer um destes passos for realizado em condi¢cdes sub-otimas, a

producdo dos embrides clonados sera influenciada.

2.2 Clonagem em equideos

Em equideos, o primeiro sucesso na clonagem foi relatado em 2003
apOs o0 nascimento de trés muares a partir de células somaticas originadas de
um feto com 45 dias de idade e transferidas a ovoécitos maturados in vivo
(WOODS et al., 2003). No mesmo ano, na lItalia, foi reportado o nascimento de
uma potra clonada a partir de célula de um animal adulto transferida a um

ovocito maturado in vitro (GALLI et al, 2003). O interessante neste caso € que a
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doadora de células somaéticas foi também a receptora do embrido clonado,
abrindo novas perspectivas para o estudo das inter-relagcdes materno-fetais.

Com a clonagem pode—se prolongar a linhagem genética de animais
superiores, com infertilidade adquirida, como animais mortos e machos
castrados precocemente incapazes de se reproduzir e ainda de prover material
para pesquisas. Tendo em vista o0 insucesso da fertilizagdo in vitro em equinos,
a clonagem poderia fornecer material experimental necesséario para as
pesquisas de desenvolvimento embrionario precoce, reacdes imunologicas em
éguas prenhes gestando seus préprios clones e a contribuicio do DNA
mitocondrial no fendtipo ao nascimento. Segundo Dr Galli (Universidade de
Cremona, Italia) a clonagem de animais valiosos € somente o marketing,
vislumbrando a possibilidade de uso da técnica na criacdo de animais
gendmicamente modificados para aplica¢cdes bioquimicas.

A clonagem em equideos é extremamente dificil, devido a dificuldade de
obtencdo de citoplastos receptores. Além disso, existe a ineficiéncia de
protocolos e resultados de producéo in vitro (PIV) para a espécie equina, ja que
infelizmente o grande numero de sucessos da PIV em outras espécies ndo se
repete para os cavalos. Somente dois potros foram produzidos por meio de PIV
e em ambos os casos foram utilizados ovécitos maturados in vivo colhidos por
meio de aspiracao folicular transvaginal (TVA) (PALMER et al., 1991; BEZARD,
1992). Nado hé relatos de prenheses provenientes de ovocitos maturados e
fertilizados in vitro. E isto se deve provavelmente a ineficiéncia na capacitacao
espermatica (ALM et al., 2001), alteracBes da zona peltcida (Dell AQUILA et
al., 1999; HINRICHS et al., 2002a) e incompleta maturagao in vitro (LI et al.,
2001). Woods et al. (2003) ainda observaram que as células equinas
apresentam baixas concentragdes de célcio intracelular, e este fato poderia ser

responsavel por um baixo desenvolvimento in vitro dos embriées clonados.

2.3 Qualidade dos citoplastos receptores

Um fator importante no sucesso da TN é a qualidade do ovdcito
receptor. O citoplasto receptor é geralmente obtido por meio da enucleacéo de
um ovocito maduro em estagio de Metafase Il (MIl). Na espécie equina a

obtencdo de ovdcitos vidveis para utilizagdo em biotécnicas da reproducéo
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ainda € uma limitacdo. A colheita de ovdcitos in vivo é dispendiosa e apresenta
resultados insatisfatorios, uma vez que um namero pequeno de ovdcitos €
obtido de foliculos imaturos e somente um foliculo maduro pode ser aspirado
por secdo (COOK et al, 1993). Além disso, os protocolos de maturagao in vitro
de ovacitos eqlinos ainda ndo estdo padronizados.

Na espécie eqlina a colheita de ovdcitos provenientes de ovarios de
matadouro apresenta algumas dificuldades técnicas como a necessidade de
incisdo e curetagem individual da parede folicular auxiliada com intensas
lavagens na tentativa de soltar o Complexo cumulus ovadcito (CCO) da parede
do foliculo e isto se deve a uma caracteristica da espécie eqiina, na qual existe
uma intima relacéo entre as células do CCO e as da teca folicular.

Durante a ovogénese em mamiferos, os ovocitos em desenvolvimento
acumulam proteinas, RNAmM e seus precursores no interior do citoplasma.
Estas reservas séo necessarias no inicio do desenvolvimento embrionario,
apos a fertilizacdo, no periodo que antecede a ativacdo do genoma
embrionario, o que ocorre em bovinos no estagio de 8 a 16 células (BARNES e
EYESTONE, 1990). Desta forma o desenvolvimento do embrido depende nos
primeiros trés dias de desenvolvimento dos transcritos maternos e portanto, o
sucesso da TN depende da qualidade do ovdcito utilizado como citoplasma
receptor. As condicbes para a maturacdo in vivo do ovOcito equino sdo
diferentes daquelas observadas em outros animais domésticos; ndo ocorre um
pico pré-ovulatorio de LH, mas sim um aumento progressivo dos niveis deste, o
qual demora véarios dias, atingindo concentragcbes maximas um dia apos a
ovulagdo (WHITMORE et al, 1973; IRVINE e ALEXANDER, 1994). As
condi¢cdes para a maturacdo in vitro também parecem ser diferentes. Em
comparacao com outras espécies, a maturacao in vitro de ovocitos equinos é
baixa. Em media 60% dos ovdcitos atingem metéafase Il in vitro (Dell AQUILA et
al., 1997a), comparado com até 97% em ovécitos bovinos (SHIOYA et al.,
1988). As razbes para esta falha do ovocito eqlino em atingir completa
maturacao in vitro ndo sao totalmente conhecidas, mas a adicdo de fatores de
crescimento, bem como a utilizagdo de meios de cultivo alternativos tem se
mostrado benéfico (LANDIM-ALVARENGA et al., 2002).

Recentes estudos tém demonstrado diferencas entre a competéncia

meidtica de ovdcitos equinos classificados quanto a expanséo das células do
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cumulus e da granulosa mural (FERNANDES et al., 2006). Ovdcitos
classificados como expandidos originam-se de foliculos em estagio inicial ou
tardio de atresia (HINRICHS e WILLIAMS, 1997), o que parece induzir a
competéncia meiotica. Apesar da maior parte dos ovocitos expandidos se
apresentarem em estagio de vesicula germinativa (VG) no momento da
colheita (HINRICHS et al., 1993). Eles apresentam taxas de maturagcdao mais
altas (ALM e HINRICHS, 1996; HINRICHS e SCHMIDT, 2000), maturam mais
rapidamente in vitro (HINRICHS et al., 1993; ZHANG et al., 1989) e requerem
menos tempo para a producdo das proteinas necessdarias para a maturacéo
guando comparados aos compactos (ALM e HINRICHS, 1996). No entanto,
nao foram observadas diferencas significativas para as taxas de producao de
blastocistos entre ovocitos com cumulus compacto e expandido maturados in
vitro, fertilizados por meio de injecao intracitoplasmatica de gametas (ICSI), e
cultivados em ovidutos de ovelhas (GALLI et al., 2007). Esta classificacdo deve
compreender ndo somente as células do cumulus como também células da
granulosa mural. Portanto ovocitos equinos com algum sinal de expanséo
mesmo que em células individuais, até expansdo total do cumulus séo
classificados como expandidos. Ovdcitos que ndo apresentam expansao tanto
as células do cumulus como da granulosa mural sédo classificados como
compactos (HINRICHS et al., 2002a; FERNANDES et al., 2006).

Outra peculariedade da espécie equina € a presenca de altas taxas de
ovocitos degenerados apOs a maturacao in vitro, o que pode reduzir em grande
parte as taxas de metafase Il e conseqientemente o numero de ovdcitos
viaveis. Muitas vezes estes ovocitos degenerados séo identificados somente
apos a maturagdo, no momento em que sao retiradas as células do cumulus
para 0 uso em biotecnologias como clonagem e ICSI. Estas alteracdes séo
mais evidentes em ovécitos provenientes de matadouro quando comparados
aos provenientes de TVA, 0 que ressalta as altas taxas de degeneracéo
relacionadas principalmente, as alteracdes poOs-mortem nos ovarios de
matadouro (GALLI et al., 2007).

Uma alternativa interessante para melhor uso e aproveitamento dos
ovocitos equinos provenientes de ovarios de matadouro é a utilizacdo de
inibidores meidticos. A manutencdo dos ovoécitos no estagio de vesicula

germinativa ou o manejo do inicio do periodo de maturacdo pode ser muito
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pertinente em equinos devido as longas distancias, reduzido namero de
matadouros e a dificuldade de colheita 0 que pode resultar em grandes
quantidades de ovdcitos finalizando o periodo de maturacéo in vitro no mesmo
momento ou em horarios inapropriados para as micromanipulacdes (CHOI et
al., 2006b). Sendo assim, pode-se utilizar inibidores quinase especificos como
0 roscovitine, capaz de inibir a quebra da vesicula germinativa (QVG) em
ovocitos bovinos (MERMILLOD et al., 2000) e equinos (FRANZ et al., 2002) por
24 e 32 horas respectivamente, sem comprometer a competéncia ovocitaria
futura, apresentando taxas de maturacéo e formacao de blastocistos apés ICSI
(PETERSEN et al., 2006) semelhantes as obtida no grupo controle, reforcam a

idéia de utilizacdo da droga no protocolo de transferéncia nuclear.

2.4 Enucleacao ovocitaria

A producdo de citoplastos receptores é realizada por meio da
enucleacdo ovocitaria, com a retirada dos cromossomos presentes nos
citoplasmas de ovocitos em metafase 1l. Este processo é essencial na
transferéncia nuclear para a manutencdo da ploidia correta. Em bovinos,
suinos e principalmente em eqiinos, devido a presenca de uma grande
quantidade de lipideos intracelulares torna-se dificil a visualizacdo da placa
metafasica com a microscopia de campo claro. Esta caracteristica impede a
enucleacdo sem o auxilio de um corante especifico de DNA. O corante mais
utilizado é o Hoechst 33342, o qual sob excitagcdo a luz ultravioleta (UV),
permite a visualizacdo da cromatina e a confirmacdo da enucleacdo. No
entanto, a exposicdo a UV pode provocar danos aos ovécitos e a membrana
plasmatica (SMITH, 1993), afetar o fator promotor de maturacado (MPF), causar
quebras no DNA nuclear, levando a alteragdo no DNA mitocondrial (DOMINKO
et al., 2000) e no metabolismo do embrido reconstituido (RUSSEL et al., 2005)
sendo, portanto, prejudicial ao desenvolvimento embrionario (PRATHER et al.,
1987; SMITH, 1993).

A remocdo de parte do citoplasma adjacente a placa metafasica no
momento da enucleacdo, também pode promover injurias ao citoplasto receptor
pela retirada de RNAm, proteinas e precursores moleculares essenciais ao
desenvolvimento embrionario inicial (BARNES e EYESTONE, 1990). A
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remocao de citoplasma proximo ao corpusculo polar (CP) sem colora¢do nao é
um método seguro para remoc¢do da cromatina, pois, na espécie equina, o
primeiro corpusculo polar esta frequentemente deslocado da posicédo esperada
em relacdo a metafase (imediatamente adjacente) (DOMINKO et al., 2000).

Uma alternativa eficiente e menos invasiva para a realizagdo da
enucleacdo por meio da aspiracdo, sem causar injurias ao ovocito, seria a
enucleacdo quimica. Este método leva a reducdo minima do volume
citoplasmatico e do conteudo protéico e molecular (RUSSEL et al., 2005).
Vérias substancias tém sido utilizadas para inducdo da enucleacdo quimica,
incluindo o etoposideo (KARNIKOVA et al., 1998), a colchicina e a demecolcina
(IBANEZ et al., 2003).

A demecolcina é uma droga antimitotica que inibe a organizacdo dos
microtubulos (HARI et al., 2003) e liga-se a dimeros de tubulina, evitando a
polimerizacdo dos microtabulos, resultando assim na perda da dindmica de
fuso dos microtubulos (RUSSEL et al.,, 2005). Como o0s microtubulos e
microfilamentos séo responsaveis por mudancas estruturais nos ovocitos
durante os eventos da maturagcdo como QVG, condensagdo dos cromossomos,
extrusdo de CP e formacdo do fuso meidtico (LI et al., 2005), a sua
desestruturacdo leva a alteracdes na dinamica de formacdo e manutencdo da
placa metafasica Il, facilitando a enucleacéao.

Os ovocitos em metafase Il submetidos ao tratamento por uma a duas
horas, apresentam uma protrusdo na regido cortical ovocitaria préxima ao
primeiro corpusculo polar, o qual contém o material nuclear condensado apés a
destruicdo do fuso. A remocdo mecanica desta protrusdo permite a retirada do
material nuclear, sem a necessidade de coloragcdo do mesmo. Essa técnica foi
relatada em coelhos (YIN et al.,, 2002a), suinos (YIN et al., 2002b), murinos
(GASPARRINI et al., 2003) e bovinos (LI et al., 2004; VAJTA et al., 2004). Em

equinos, ndo ha relatos de estudos da eficacia desta droga.
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2.5 Células doadoras de nucleos

Diferentes tipos celulares em diversos estados de diferenciacéo tém sido
utilizados como doadores de nucleos. Dentre eles estédo, blastdmeros, células
tronco embrionérias, células fetais e células somaticas de animais adultos
como células de glandula mamaria (WILMUT et al., 1997), de oviduto (KATO et
al, 1998), células do cumulus (KATO et al., 1998), musculares (SHIGA et al.,
1999), uterinas (HWANG et al., 1999) e fibroblastos (HWANG et al., 1999). A
preparacao das células somaticas doadoras de nacleo é um fator importante no
sucesso do processo de TN. Células somaticas tém sido cultivadas em meio
contendo uma concentracdo reduzida de soro (Serum Starvation Culture) ou
em uma cultura em alta confluéncia para induzir a inibicdo da mitose por contato,
na tentativa de sincronizar o ciclo celular em um estagio quiescente
denominado de GO (CHO et al, 2002). No entanto diversos estudos
guestionam se a privacao de soro beneficia a metodologia (SHIGA et al, 1999;
CIBELLI et al., 1998), uma vez que dados demonstraram que células de
bovinos escolhidas ao acaso de culturas em presenca de soro também
apresentavam totipoténcia apés TN (CIBELLI et al., 1998; VIGNON et al.,
1999).

A vida de uma célula é ritmada pelo ciclo celular, onde cada célula de
um organismo sofre modifica¢des ciclicas que a conduzem a divisédo celular e a
formacao de duas células-filhas. O ciclo celular esta dividido em quatro fases: a
fase G1 (G para gap, que significa intervalo) durante a qual a célula cresce
(devido as sinteses protéicas), a fase S (S para sintese) durante a qual a célula
duplica seu DNA, a fase G2 que é uma outra fase de crescimento e a fase M
(M para mitose) que representa a divisdo celular propriamente dita (ALBERTS
et al., 1989). Existem, entretanto, duas excecfes nesse ciclo classico. A
primeira é constituida pelas células embrionérias que ndo apresentam a fase
G1, cada fase M é imediatamente seguida por uma fase S. Utilizam-se entédo
os termos interfase e mitose para caracterizar as fases do ciclo celular
embrionario. A segunda excecdo € constituida pelas células em fase GO,
células quiescentes, extraciclo (ALBERTS et al., 1989).

De acordo com Cho et al. (2002) as células em GO apresentam uma

distribuicdo de micro-organelas que seria benéfica para a reprogramacao apos
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a transferéncia nuclear. O aspecto principal da coordenacao do ciclo celular entre
0 citoplasma receptor e o nucleo doador é a manutencdo da ploidia normal na
reconstrucdo do embrido por transferéncia nuclear. Para células doadoras que se
encontram em fase S, ocorre falha no desenvolvimento embrionario por causa da
fragmentacéo parcial do DNA replicado, levando a uma ploidia cromossdmica
incorreta. Dentre os estagios de divisdo celular da célula doadora de nucleo os que
sdo compativeis com a manutencéo da ploidia sdo principalmente as fases G0/G1
(COLLAS et al., 1992).

2.6 Reconstituicao

A técnica de micromanipulacdo empregada na transferéncia nuclear foi
originalmente introduzida por Willadsen (1986) para clonagem de células
embrionarias e posteriormente adaptada para células somaticas por Wilmut et
al. (1997). Essa técnica que envolve microcirurgia e fusdo celular e néo requer
o isolamento e a inje¢do do ndcleo no interior do citoplasma, € atualmente
utiizada 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., 2004).

Pouca informacdo esta disponivel sobre a transferéncia nuclear em
equinos. As taxas de eletrofusédo entre ovoécitos e células somaticas estédo entre
20 e 67% (HINRICHS et al., 2000; CHOI et al., 2001a) e melhoram (82%)
quando se combina a eletrofusdo com virus Sendai (LI et al., 2002). A
transferéncia ou injecdo direta da célula doadora de ndcleo no interior do
citoplasma receptor usando micropipeta apresentou 13 a 30% de
reprogramacao apos ativacado (LI et al., 2000). Choi et al. (2002a) obtiveram
altas taxas de reconstituicdo com a utilizacdo de Piezo drill na introducdo da
célula doadora de ndcleo no ovdcito equino enucleado quando comparado a
eletrofusdo (82% versus 20 a 48% - HINRICHS et al.,, 2000; CHOI et al.,
2001a). Esta taxa de reconstituicdo € superior a obtida por outros laboratorios,
exceto quando se utilizou eletrofusdo associada ao virus Sendai (LI et al.,
2002).
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Quando a injecdo direta da célula doadora de nucleo é utilizada, existe a
possibilidade de ocorrer quebra incompleta das membranas do ovdcito e da
célula doadora, resultando em falha da transferéncia. Além disso, quando
comparada a técnica de transferéncia nuclear por eletrofusdo, componentes do
meio de cultivo assim como membranas celulares podem ser injetadas
diretamente no citoplasma ovocitario (CHOI et al., 2002a). Estas interferéncias
foram avaliadas por Choi et al. (2002a) por meio da transferéncia xenogénica
de fibroblastos equinos para ovoécitos bovinos com a utilizacdo do Piezo drill
para a injecdo direta. Os resultados de reconstituicdo, clivagem e
desenvolvimento embrionério até oito células foram 81%, 88% e 41%
respectivamente, demonstrando a eficacia da metodologia e evidenciando os
resultados superiores da transferéncia interespécie quando comparada a

transferéncia equino — equino.
2.7 Ativacao artificial

Apos a TN, o ovdcito reconstituido tem que ser submetido ao processo
de ativacdo partenogenética para que o desenvolvimento embrionério tenha
inicio. No ovocito em MIl, o blogueio da meiose ocorre devido a atividade do
MPF, da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e do fator citostatico
(CSF) ou do produto do proto-oncogene c-mos (Mos). O MPF é um dimero
protéico formado pela ciclina B1 (subunidade regulatéria) e pela proteina
p34°®2 (subunidade catalitica) (HOMA, 1995). O MPF promove a ruptura do
envelope nuclear desencadeia a condensacdo cromossémica. O CSF bloqueia
a degradacédo da ciclina B, permitindo assim, a persisténcia da atividade do
MPF (HOMA, 1995). Além disso, o CSF ativa a MAPK que é responsavel pela
manutencao do fuso meiotico (VERLHAC et al., 1994).

Na fertilizacdo, apds a penetragcdo do espermatozoéide, elevacbes
transitérias e periddicas do célcio (Ca?") livre intracelular representam um dos
principais eventos envolvidos no mecanismo de ativacdo ovocitaria. As
mudancas nos niveis de Ca** e pH no ovdcito resultam de uma cascata de
eventos que envolvem a quebra de uma proteina de membrana, o fosfatidil
inositol. A ligacdo do espermatozoide ativa a proteina G, localizada

internamente na membrana plasmética do ovdcito, a qual estimula a atividade
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da fosfolipase C, localizada na face interna da membrana. A fosfolipase C
causa hidrélise do fosfatidil inositol a diacilglicerol e inositol trifosfato (IP3). O
diacilglicerol permanece na membrana plasmatica ativando a bomba de Na'/
H* responsavel pelo aumento do pH. Em contraste o IP3 é liberado da
membrana e se difunde no citoplasma onde se liga ao reticulo endoplasmatico
e induz ao aumento de Ca?' no citoplasma. Este aumento nos niveis de calcio
€ responsavel pela ativacdo de uma série de reacdes metabdlicas. Dentre elas,
a ativacdo da enzima NAD" kinase, que converte NAD" em NADP*, gerando
importantes consequiéncias para o metabolismo celular. Um outro efeito é a
mudancas no consumo de oxigénio, uma vez que a enzima responsavel pela
reducao do oxigénio (a peroxido de hidrogénio) € dependente do NADPH. Além
disso, o0 aumento do pH intracelular de 6,8 para 7,2 ativa a sintese de proteinas
e DNA (NURSE, 2000).

Paralelamente o aumento do calcio livre intracelular inativa o CSF,
promovendo a destruicdo da ciclina B, resultando na inativacdo do MPF
(WHITE e YUE, 1996). O bloqueio da atividade do MPF permite a ocorréncia
dos eventos iniciais da ativacdo ovocitaria, como a retomada da meiose,
transicdo anéfase/telofase, extrusdo do segundo corpusculo polar, e exocitose
dos granulos corticais. Entretanto, se o estimulo for insuficiente, ndo havera
inativacdo da MAPK e a atividade do MPF voltara rapidamente a ser
restabelecida (LIU et al., 1998).

O tempo para a ocorréncia da ativagdo ovocitaria apos a transferéncia
da célula doadora de nucleo € um fator importante no sucesso da clonagem
(CHOI et al.,, 2002a). Em ratos, o desenvolvimento embrionario de ovadcitos
ativados 1-6 horas apdés a injecdo da célula doadora de nucleo foi
significantemente maior do que ovécitos ativados imediatamente (WAKAYAMA
et al., 1998). Estes autores relataram que houve a condensac¢do do nucleo
doador ocorre com 1 hora apos a injecdo. O nivel alto do MPF no citoplasma
receptor é o gatilho para a quebra da membrana nuclear e condensacdo da
cromatina, o que se trata de um importante evento para a reprogramacao da
cromatina. No entanto, para a espécie equina ainda ndo existem informacgdes
sobre o melhor momento de realizar a ativagdo pos-reconstituicdo, Choi et al.
(2002a) nao obtiveram diferencas entre as taxas de desenvolvimento

embrionario de ovocitos ativados 1,5-2 versus 8-10 horas apds reconstitui¢&o.
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Os principais métodos de ativacdo artificial de ovécitos baseiam-se na
simulacdo da liberacdo do Ca*" intracelular. Varios métodos de ativacdo tém
sido utilizados na TN, como pulso elétrico (ZIMMERMANN e VIENKEN, 1982),
etanol (ILYIN e PARKER, 1992), ionéforos de Ca** (NAKADA e MIZUNO,
1998) e estroncio (YAMAZAKI et al., 2003). lonéforos de Ca** como a
ionomicina e o A23187 promovem um aumento da concentracdo de Ca?'
proveniente tanto do meio extracelular como da mobilizacdo de estoques
intracitoplasmaticos (NAKADA e MIZUNO, 1998). A ionomicina tem sido uma
das fontes de ativacdo mais utilizada na clonagem somética em bovinos,
apresentando boas taxas de desenvolvimento embrionario e gestacdo a termo
quando combinada a 6-Dimetilaminopurina (6 DMAP) (GALLI et al., 1999;
WELLS et al., 1998 e 1999). O 6 DMAP atua por meio da inibicdo de proteinas
kinases, inibindo consequentemente a fosforilacdo de proteinas como a c-mos
e a MAP kinase, reduzindo deste modo, as atividades do MPF. Para a
clonagem de equinos foi utilizada a ativacdo por meio de uma combinacdo do
ionéforo de Ca®" e de inibidores da sintese protéica (WOODS et al., 2003).
Checura e Parrisch (2006) identificaram que o pico de célcio intracitoplasmatico
nos ovocitos equinos ativados com ionomicina é aos 40 segundos apos inicio
do tratamento. Esses autores, utilizando 10uM da droga, obtiveram 17% de
taxa de clivagem e 12% de partenotos com oito células as 48 horas de cultivo.

Um meétodo alternativo de ativacdo descrito para camundongos € o
emprego do estroncio (BOS-MIKICH et al., 1997). O estroncio induz aumentos
repetidos na concentracdo de Ca®" livre intracelular (KLINE e KLINE, 1992) de
modo semelhante ao que ocorre apos a fertilizacdo. O método de ativagdo por
estroncio tem se mostrado eficiente na ativacado de ovocitos bovinos (MEO et
al., 2004) e foi utilizado por pesquisadores da Faculdade de Ciéncias Agrarias,
Universidade Estadual Paulista, em Jaboticabal, para a produg¢do do primeiro
clone de animal adulto produzido na América Latina (YAMAZAKI et al., 2003).
Porém pouco se sabe sobre a aplicacdo destas drogas na espécie equina.
Altas taxas de ativacdo partogenética (52% formacdo de nucleo em
descondensacao e 24% de primeira divisdo mitética) foram obtidas utilizando-
se ionodforo de calcio A23187 seguido do cultivo com cicloheximide (CHOI et
al., 2001a) um inibidor da sintese protéica e supressor da meiose (CHOI et al.,

2006b). Carneiro et al. (2006) compararam trés protocolos de ativacéo
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partenogenética para ovocitos equinos: Grupo 1: ionéforo de calcio combinado
a 6 DMAP, Grupo 2: thimerosal com dithiothreitol (DTT), e Grupo 3: estroncio
com DTT. Nao foram obtidas diferencas significativas entre as taxas de
clivagem (38, 33 e 20%, respectivamente), no entanto observou-se uma melhor
progressdo no desenvolvimento embrionario até o estagio de morula para o
grupo que combinou ionomicina e 6 DMAP, o grupo 2 apresentou alta
incidéncia de fragmentacdo enquanto o grupo 3 nao progrediu a partir de 4
células. O estudo da partenogénese é um importante fator no entendimento
dos aspectos fundamentais do desenvolvimento embrionario precoce. Entender
0S mecanismos da ativacdo partenogenética € relevante nas pesquisas com
clonagem, visto que a ativacdo artificial do ovocito trata-se de um componente
essencial nos atuais protocolos de TN (KIM et al., 1996), no entanto quando
protocolos de ativagdo partogenética foram aplicados a ovdcitos equinos
reconstruidos, somente 29% de ativacdo e 9% de clivagem foram obtidos
(CHOI et al., 2001b).

Hinrichs et al. demonstraram em 2000 taxas de ativacdo e clivagem
inferiores para ovocitos equlinos enucleados quando comparado a ovocitos
bovinos, ap6s a fusdo com célula somatica equina. Com o intuito de pesquisar
um competente ativador para os ovocitos equinos reconstituidos (CHOI et al.,
2002b) fizeram uma analogia com a ICSI, onde obtiveram taxas de clivagem
maiores de 70%, superiores as obtidas em ovdcitos reconstituidos ou nao, e
ativados por metodologias quimicas (CHOI et al., 2002a), sendo assim o0s
espermatozoides parecem apresentar um fator espermatico solavel que
explicaria a ativacdo do ovocito com a injecdo do espermatozoéide diretamente
no citoplasma sem que haja sua interacdo com as proteinas G e tirosina
guinases presentes no ovolema (JAFFE, 1992; ABASSI e FOLTZ, 1994).

Com base nestes resultados, uma metodologia de ativacdo apoés
transferéncia nuclear para a espécie equina foi proposta por Hinrichs et al.
(2006a), que compararam a utilizacdo de extrato de espermatozoide,
lonomicina, uma combinac¢do de ionomicina com 6 DMAP e uma combinag&o
de extrato de espermatozéide com ionomicina, todos os tratamentos seguidos
do cultivo em 6 DMAP por quatro horas. Os melhores resultados de producéo
de blastocistos foram entre a combinacdo de extrato de espermatozéide com

lonomicina (12,5%). Outra droga que recentemente vem apresentando um bom
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potencial de aplicagdo para a espécie eqilina € o roscovitine, um analogo
purino que inibe a adesdo do ATP ao Cdkl (P34°®?) subunidade do MPF,
efetivo na supressao da meiose na espécie bovina e suina (MERMILLOD et al.,
2000; MARCHAL et al., 2001), demonstrando ser eficiente e reversivel também
para a supressao da meiose em ovocitos eqlinos (FRANZ et al., 2003; CHOI et
al., 2006a).

Além destas drogas, como ja foi dito, o calcio tem um papel fundamental
no desencadeamento da ativacdo artificial em ovocitos de mamiferos.
Pesquisas anteriores demonstraram que a concentracdo de célcio no fluido
folicular da égua é maior do que na vaca (WHITE et al., 2004). Somando-se a
isso, 0 primeiro potro equideo produzido por transferéncia nuclear foi obtido
cultivando e ativando os ovécitos em meio com a concentracdo de CaCl; trés a
seis vezes maior do que o previsto inicialmente (1,4mM) (WOODS et al., 2003).
Segundo Dr Dirk Vanderwall, esta foi a chave para o progresso no projeto de
clonagem desenvolvido na Universidade de Idaho.

Em geral ovocitos partenogeneticamente ativados néo apresentam
configuragdo cromossOmica normal e a descondensacédo nuclear se inicia duas
horas apds a ativagdo e em 7-10 horas esta descondensacdo é total. Os
corpusculo polares sdo rapidamente degenerados e aproximadamente 25%
dos ovocitos apresentam dois ou mais pro-nucleos, provavelmente decorrentes
da descondensacdo de duas metades de cromossomos separados na
Metéafase Il (PRESICCE e YANG, 1994)

2.8 Reprogramacéo nuclear

N&o existem duvidas de que o nucleo de uma célula ja diferenciada,
guando transferido para o citoplasma de um ovécito enucleado, necessita ser
re-programado para possibilitar o desenvolvimento completo de um novo
individuo. Esta reprogramacdo inclui a remocdo de diversos fatores
epigenéticos que se ligam a cromatina durante a diferenciacdo celular. Os
mecanismos envolvidos na reprogramacdo do nucleo ainda sdo pouco
conhecidos. Varios estudos tém sido realizados para melhor compreender os
eventos moleculares da reprogramacédo, incluindo: trocas de proteinas das

laminas nucleares (PRATHER et al., 1989 e 1991), alteracdes na morfologia
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nuclear (KANKA et al., 1999) e trocas das proteinas de ligacdo ou histonas H1
(BORDIGNON et al., 1999). A reprogramacdo da H1 somatica nos embrides
reconstituidos € influenciada pelo estagio do ciclo celular e pela atividade de
enzimas quinase. (BORDIGNON et al., 1999 e 2001). Modificacbes enzimaticas
das histonas centrais, incluindo acetilagcdo, metilagdo, fosforilacdo e
ubiquitilacdo, sdo exemplos de modificacdes dinamicas na estrutura da
cromatina. Estas modificagcdes podem interagir com outros fatores epigenéticos
e ter efeitos importantes sobre a regulacdo da expressao génica (LI, 2002;
JENUWEIN e ALLIS, 2001).

A reprogramacdo completa do nucleo de uma célula somatica pelo
ovocito receptor resultaria em um embrido com padrdo de transcricdo génica
similar aqueles produzidos in vivo. No entanto, uma vez que o ndcleo doador
precisa passar por uma série de modificacdes complexas, diferentes daquelas
ocorridas durante a gametogénese, e dentro de um pequeno intervalo de
tempo (até a transicAo materno-zigoética), acredita-se que a mortalidade
ocorrida durante a gestacdo e nas fases pés-natal possa ser decorrente de
uma reprogramacao nuclear incompleta (RIDEOUT et al., 2001).

Os resultados de 40% dos embrides equinos clonados produzindo cinco
potros saudaveis, obtidos pela equipe da Dra Katrin Hinrichs (Texas A&M
University) em Fevereiro e Marco de 2006, podem ser um bom indicativo que
para a espécie equina os eventos envolvidos na reprogramacao estejam
acontecendo de uma forma adequada quando comparado as outras espécies,

como a bovina.

2.9 Problemas associados a clonagem por transferénc  ia nuclear

Embora animais de diferentes espécies tenham sido clonados a partir de
células somaticas, o destino dos embrides produzidos por TN ainda é incerto.
Atualmente o insucesso representa o0 resultado mais frequente obtido com
embrides clonados e o desenvolvimento normal representa as raras excecoes
(BORDIGNON et al., 2003). A baixa eficiéncia é consequéncia de diversos
problemas que afetam os embrides clonados desde o estagio pré-implantacdo
até o desenvolvimento pds-natal. Exemplos de problemas celulares detectados

em embribes clonados no estagio de pré-implantacdo incluem: Anomalias
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cromossémicas (BOOTH et al., 2003), alocacdo anormal do nimero de células
no botdo embrionério e trofectoderma (KOO et al., 2002) e formagé&o deficiente
do fuso mitético (SIMERLY et al., 2003).

Embora uma proporcéo significativa dos embrides clonados possa clivar
e se desenvolver até o estagio de blastocisto, a taxa de implantagdo é menor e
as perdas fetais sdo, na maioria das vezes extremamente elevadas. Diversos
estudos indicam que esta grande perda embrionéaria €, pelo menos em parte,
devida a deficiéncias placentarias. As anomalias de placenta descritas em
bovinos e ovinos incluem: irrigagdo sanguinea insuficiente, reducdo do numero
acompanhada de aumento de tamanho dos placentomas e aumento de
ocorréncia de hidroalantoide (CHAVATTE-PALMER et al., 2002; DE SOUSA et
al., 2001; HILL et al., 1999 e 2001). Alem de estar associada a perda de
gestacbes, os problemas de placentagdo podem também contribuir na
ocorréncia de diversas anomalias que acarretam na menor viabilidade dos
animais clonados. Diversas evidéncias sugerem o crescimento fetal anormal
observado ndo s6 em animais clonados, como também naqueles produzidos
por meio de técnicas de producéo in vitro, pode estar associado a deficiéncias
placentarias (BERTOLINI e ANDERSON, 2002).

Um estudo em bovinos demonstrou uma expressdo anormal do
complexo de histocompatibilidade maior do tipo | no trofoblasto e um maior
acumulo de linfocitos T no endométrio durante gestacbes de embribes
clonados, quando comparado a animais controle (HILL et al., 2002). Estes
resultados sugerem que uma rejeicdo imunologica também possa estar
contribuindo para a grande incidéncia de perdas de gestacfes obtidas com
embrides clonados.

Os problemas com animais clonados néo terminam ao nascimento. Uma
proporcao importante dos clones sdo natimortos ou morrem dentro de poucos
dias ap0s o0 nascimento devido a anomalias que incluem: ma formacdes
cardiacas e circulatérias, disfuncbes respiratérias, deficiéncia imunoldgica,
congestdo e fibrose hepética, problemas renais ou até disfungbes
multisistémicas (HILL et al., 1999; CHAVATTE-PALMER et al., 2002; RENARD
et al., 1999; CIBELLI et al., 2002).

Em equinos, pelos dados publicados até o momento, dos 21 clones

nascidos até hoje, somente um potro necessitou de assisténcia ao nascimento
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pela prematuridade do parto (10 meses), resultando em 6ébito. No entanto, ha
indicativos de que 50% dos potros clonados apresentam problemas ao
nascimento como contraturas de tenddes, aumento da espessura do cordéo
umbilical e sindrome do mal ajustamento neonatal e necessitem de cuidados
no nascimento. Além disso, existem relatos de Obitos por septicemias,
pneumonias, artrites sépticas e ruptura de bexiga. Sendo assim, um maior
namero de animais deve ser produzido utilizando-se esta técnica para que

conclusdes definitivas possam ser estabelecidas (HINRICHS, 2007).

2.10 Diferengas entre os clones e os doadores de nu cleo (HINRICHS,
2005).

A possibilidade da clonagem abre novas areas para o estudo, muitas
opcoes clinicas a muitas questdes éticas. No entanto, deve ser entendido que
um potro clonado ndo € uma cépia exata do equino original. Ha trés grandes
mecanismos pelos quais o fenoétipo do individuo clonado pode diferir do doador
de genética:

1. O embrido produzido por meio de transferéncia nuclear tem o DNA do
doador de nucleo, mas o DNA mitocondrial € do ovécito receptor ou citoplasto.
Uma pequena parte das mitocondrias vem também com a célula doadora de
ndcleo, no entanto a proporgdo é baixa. O impacto desta fonte de mitocondrias
ou a mistura delas é desconhecido e estara presente nos ovécitos produzidos
caso o clone seja de uma fémea. No caso de um macho o DNA mitocondrial
presente nos espermatozoides néo ira participar do embrido apos a fertilizacao,
assim o macho produzira espermatozoides com exatamente as mesmas
caracteristicas genéticas do animal doador de nucleo.

2. O fendtipo do potro pode ser afetado pelo ambiente uterino e pos
natal. O ambiente uterino afeta ndo s6 o tamanho ao nascimento como o
tamanho adulto e o fendtipo (TISCHNER & KLIMCZAK, 1989), como por
exemplo, a velocidade de migracdo dos melandcitos no ambiente intrauterino
que interfere nas caracteristicas de pelagem. A producdo de leite da mae, e
programas nutricionais e de treinamento aos quais 0S potros sao expostos

também influenciam o fendtipo do animal.
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3. O desenvolvimento de clones pode ser influenciado também por
fatores epigenéticos. Estes sdo mecanismos nos quais 0S genes sao
transcritos ou ndo na dependéncia de metilacbes. Como no momento da
clonagem células ja diferenciadas devem ser reprogramadas, muitos genes
que ndo estavam sendo transcritos devem voltar a ser, enquanto genes
transcritos devem parar, para que a nova célula seja reprogramada ao estagio
embrionario e inicie o seu desenvolvimento. Como a reprogramacao nuclear
pode nao ser perfeita nos fetos clonados, o status do DNA durante a vida fetal

pode influenciar o fendtipo do animal antes e apGs o nascimento.
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3 OBJETIVOS
Este projeto teve como objetivo geral criar no Laboratério de Produgéo in

vitro da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual
Paulista, campus Botucatu, condi¢des para a producgéo no Brasil, de equideos
clonados. Para tanto este trabalho visou:

1. Experimento | :

Estabelecer um protocolo de cultivo celular, armazenamento e

sincronizacgao do ciclo celular de fibroblastos equinos de animais adultos,

visando a utilizacdo como fontes doadoras de nucleo.

2. Experimento 1l :

Verificar a eficiéncia do uso do roscovitine como inibidor da meiose no

preparo dos citoplastos receptores equinos.

3. Experimento Il :

Avaliar a eficiéncia da enucleacdo quimica por meio do uso de

demecolcina no preparo de citoplastos receptores equinos.

4. Experimento IV :

Estabelecer um protocolo de ativacéo artificial, utilizando-se ovocitos de

bovinos e equinos como modelos experimentais.

5. Experimento V :

Avaliar a eficiéncia do processo de transferéncia nuclear com a injegao

direta da célula doadora de nucleo em citoplastos receptores equinos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Experimento |

4.1.1 Obtencdo e manutencédo de linhas celulares de  fibroblastos equinos

de animais adultos

Foram realizadas colheitas de fragmentos de pele de trés fémeas e trés
machos equinos (média 12 anos de idade, propriedade do Departamento de
Reproducdo Animal FMVZ — UNESP, Botucatu — SP, Brasil), com 1cm? de
diametro (Figura 1 A a B). Os tecidos coletados em condi¢cbes assépticas foram
divididos em fragmentos de aproximadamente 1mm?® com auxilio de l1amina de
bisturi. O material foi lavado cinco vezes em tubo de centrifuga, com solucéo
de PBS 0,1M livre de calcio e magnésio [7,2g NaCl (Merck, 1064041000);
1,489 Na,HPO, (Merck, 1065860500); 0,43g KH,PO, (Merck, 1048731000);
1000ml H,O destilada; pH 7.4], com auxilio de um agitador de tubos,
desprezando o PBS 0,1M a cada lavagem. Para o cultivo o fundo de duas
garrafas de cultivo foi umidecido com 1ml soro fetal bovino (SFB) (Gibco,
12657-029) aonde os fragmentos foram inseridos, as garrafas foram entao
inclinadas na posicao vertical e adicionados 5 ml de meio completo DMEM
(Gibco, 11995-065), 10% SFB, 100Ul/ml Penicilina / 100ug/ml Estreptomicina
(Sigma, P3539) e 3,0ug/ml Anfotericina B (Sigma, A9528), apds 40 minutos em
estufa 38,5°C e 5% CO, em ar, as garrafas foram viradas para a posicéo
horizontal, fazendo com que o meio de cultivo entrasse em contato com 0s
tecidos. As garrafas permaneceram por aproximadamente sete dias em estufa
38,5°C e 5% CO, em ar até o inicio do crescimento celular (Figura 2). O meio
de cultivo completo foi trocado semanalmente e com 70% de confluéncia

(Figura 3) foi realizada a tripsinizacao.
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FIGURA 1 A - Colheita de tecido de pele equino para cultivo de fibroblastos; B
—fragmento de pele coletado.

FIGURA 2 — Garrafas com fragmentos de pele em crescimento celular na
estufa 38,5°C e 5% CO, em ar.

FIGURA 3 — Aspecto morfolégico do cultivo primério de fibroblastos equinos em
confluéncia (microscopio invertido com contraste de fase pH 1, aumento de
200x).
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Para a tripsinizacdo foi retirado todo meio de cultivo das garrafas, que
foram lavadas com solucdo de PBS, e adicionadas de 2 ml de Tripsina Versene
(Instituto Adolfo Lutz, 0,2% Tripsina e 0,02% Versene) a 36° C. As garrafas
foram mantidas em estufa a 38,5° C por no maximo cinco minutos, e até que
todas as células se soltassem do fundo. Realizou-se entéo a neutralizagdo com
meio DMEM acrescido de 20% de SFB e Penicilina/Estreptomicina, na
proporcao de 3:1 (meio / tripsina). Uma amostra de 50 pl desta mistura células
+ meio foi retirada e adicionada a 50 ul do corante Tripan Blue, com esta
solucdo foi preenchida a Céamara de NewBauer e contadas as células
translicidas dos quatro quadrantes mais externos. As células azuis que
permitem a passagem do corante estdo mortas e as células translicidas que

nao permitem passagem do corante estao vivas.

O valor encontrado foi colocado na formula:

N° células contadas x 2 (fator de diluicdo) x 10*

4 (quadrantes lidos)

O resultado obtido é a concentracao inicial (Ci), que foi colocado na
proxima férmula para identificar o quanto do volume inicial (Vi) das garrafas
deve ser dividido para cada nova garrafa de cultivo celular:

Ci x Vi = Cf (concentracdo final, 2 x 10°) x Vf (volume final de meio na
garrafa).

A tripsinizacéo foi realizada mais duas vezes para que as células fossem

congeladas em terceira passagem.

4.1.2 Congelacado e descongelacdo das linhas celular es de fibroblastos

equinos de animais adultos

Para a congelacao, o tapete de células de cada garrafa foi tripsinizado
como descrito acima e foi realizada a contagem de células viaveis em camara
de Newbauer. Apo6s centrifugacdo, as células foram ressuspensas na

concentracdo de 2x10° células/ml em meio de congelacéo refrigerado (DMEM,
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20% SFB, 10% dimetilsulféxido (DMSO) Sigma, D2650). Em seguida, foram
distribuidas em criotubos (Corning®). Os criotubos foram acondicionados em
um tubo especialmente desenvolvido para a troca lenta de calor e
permaneceram 24 horas em freezer -80°C. ApOs este periodo transferidos
diretamente ao N liquido.

Para a descongelacdo os criotubos foram retirados do N liquido e
colocados em agua a 37°C (até 1 minuto). Para a remocéo do crioprotetor, 0
contetido do criotubo foi transferido a um tubo de centrifuga de 15ml (Corning®)
onde se adicionou lentamente 10ml de meio DMEM, 20% SFB e centrifugou-se
a 2000 rpm/ 5 minutos. O sedimento foi resuspendido em 5ml de meio DMEM,
20% SFB e novamente foi realizada a contagem do numero de células viaveis
para que pudéssemos adicionar 5x 10° células/ml em cada garrafa de cultivo
celular para as analises de sincronizacéo do ciclo celular e em placas de quatro
pocos (Nunc) para a utilizagdo nos protocolos de transferéncia nuclear. Nestas
garrafas/placas de cultivo os fibroblastos foram mantidos por aproximadamente

cinco dias em estufa 38,5°C e 5% CO, em ar.

4.1.3 Sincronizagdo do ciclo celular de fibroblasto s equinos de animais

adultos

Os fibroblastos equiinos em cultivo primério apds a descongelagéo foram
submetidos a dois protocolos de sincronizagédo do ciclo celular: privacado de
soro (0,5%) e confluéncia, e avaliados quanto a integridade de membrana e
fase do ciclo celular.

A privacao de soro consistiu-se da reducdo de 10% para 0,5% no soro
fetal bovino do meio de cultivo (DMEM acrescido de 0,5% SFB, 100Ul/ml
Penicilina/ 100ug/ml Estreptomicina e 3,0pg/ml Anfotericina B), e as andlises
foram realizadas as 24, 48, 72, 96,120, 144 e 168 horas de cultivo.

A confluéncia consistiu em permitir que o tapete de células na garrafa de
cultivo se fechasse por completo, momento em que foram realizadas as

analises.
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4.1.3.1 Integridade de membrana

A andlise da integridade de membrana foi realizada por meio da
marcacao das células com corantes fluorescentes.

No periodo determinado para privacao (24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168
horas) e para confluéncia, o meio de cultivo da garrafa foi descartado e
adicionado 0,5ml de PBS acrescido de 20ul de solucdo de Hoescht 33342
(10mg/ml, Sigma, B2261) por 30 minutos. Apos este periodo foi adicionado 5 pl
de solucdo de iodeto de propidio (1,0mg/ml, Sigma, P4170) por mais cinco
minutos.

Foram avaliadas e contadas as células em cinco quadrantes de cada
garrafa de cultivo sendo cinco repeticdes para 0 mesmo momento (microscopia
de fluorescéncia, filtro azul, excitagdo: 450 a 490nm, aumento de 400X). As
células viaveis se apresentavam com o nucleo de coloragdo azul a as células
com membrana lesada (mortas) se apresentavam com 0 nucleo de coloragéo

vermelha (Figura 4).

FIGURA 4 — Células em azul (viaveis) e células em vermelho (membrana

lesada) (microscopio invertido, aumento de 400x).
4.1.3.2 Ciclo celular

As células em cultivo, apds a descongelacdo, nos periodos
determinados, foram tripsinizadas, neutralizadas e tiveram a concentragéo
ajustada para 1x10° cél/ml, como descrito anteriormente. Em seguida foram
centrifugadas a 2000rpm por 10 minutos e o sedimento ressuspenso em 1 ml
da solucao Cold GM (6,1mM Glicose (Sigma G6152); 137mM NacCl; 4,4mM KCI
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(Merck 1049361000); 1,5mM NayHPO,4; 0,9mM KH,PO,; 0,5mM EDTA (Merck
108418025). Lentamente foi adicionado a solugdo, 3ml de etanol (Carlo Erba
414601002) a 4°C. As células foram fixadas por 30 minutos e apods este
periodo centrifugadas, lavadas e ressuspensas em PBS contendo 5mM EDTA
acrescido de 16ul/ml de iodeto de propidio (50pug/ml) e 0,3ul/ml Rnase
(0,3mg/ml, Sigma, R4875) e a suspensdo final incubada por 1 hora a
temperatura ambiente.

A leitura do estagio do ciclo celular (GO/G1) dos fibroblastos equinos foi
realizada por meio do citbmetro de fluxo FACS Calibur da BD® instalado no
Hemocentro da Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista,

campus de Botucatu.

4.2 Experimento Il

4.2.1 Colheita, selecao e classificacao de ovécitos equinos

Durante o periodo de estacdo de monta (Novembro de 2005 a Marco de
2006, Setembro de 2006 a Marco de 2007 e Setembro de 2007 a Dezembro de
2007) foram realizadas 20 rotinas de colheita de ovécitos equinos. Os ovarios
equinos foram obtidos em dois matadouros comerciais localizados a 500 km da
cidade de Botucatu, lavados trés vezes em solugdo fisiolégica 0,9% (NacCl
0,9%), uma vez em alcool 70° e mais trés vezes em solugdo NaCl 0,9% e
transportados por aproximadamente 6 horas em solugdo NaCl 0,9% a 20-25°C,
acondicionados em sacos plasticos dentro de caixa térmica até a chegada no
laboratorio. A colheita dos ovocitos foi realizada por meio da curetagem
individual de foliculos com 10 a 30 mm de didmetro utilizando uma lamina de
bisturi e lavagem com PBS (Nutricell, Campinas SP) acrescido de 0,1% de
heparina sodica (Figuras 5 A a E). Para classificacdo e selecéo dos ovaocitos foi
utilizado liquido folicular equino obtido de foliculos entre 10 e 30 mm de
diametro previamente centrifugado (2000 rpm por 15 minutos).

Foram selecionados para o uso somente ovécitos que apresentaram ao
menos uma camada células cumulus, citoplasma homogéneo e aspecto
esférico (Figura 6). Os ovocitos selecionados foram classificados quanto a

presenca ou ndao de grupos de células do cumulus e granulosa mural
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expandidas e divididos em dois grupos: grupo expandido (Figura 7 A e B) e
grupo compacto (Figura 8 A e B).

FIGURA 5 A a E - Sequéncia de colheita de ovécitos equinos por meio de
curetagem individual e lavagem de foliculos com 10 a 30 mm de diametro.
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Células do Cumulus

Corona Radiata

FIGURA 6 — Aspecto de um ovacito grau | proveniente de ovario de matadouro
e selecionado para a maturacédo in vitro (microscopio esteroscOpico, aumento
de 40x).

ik

FIGURA 7 A e B — Aspecto dos ovacitos classificados como expandidos e

selecionados para a maturacao in vitro (microscépio esteroscépico, aumento de

40x).
.

FIGURA 8 A e B — Aspecto dos ovdcitos classificados como compactos e

selecionados para a maturacao in vitro (microscopio esteroscépico, aumento de

40x e 80x para as figuras A e B, respectivamente).
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Apbs a classificagdo, os ovocitos equinos foram distribuidos em quatro

grupos de avaliacdo do estagio de maturacao nuclear (Figura 9):

=

Imaturos: os ovacitos foram avaliados imediatamente apds a colheita.

2. Imaturos + roscovitine: os ovécitos foram avaliados ap6s o cultivo por 24
horas em meio acrescido de Roscovitine.

3. Maturados: os ovocitos foram avaliados apos 30 horas de maturagéo in
vitro.

4. Roscovitine + maturados: apés o periodo de 24 horas sob a acao do

roscovitine 0s ovocitos equinos foram maturados in vitro por 30 horas e

avaliados.

n° total de
ovocitos
731

Imaturos
108

Expandidos
405

Maturados
297

Compactos
326

Imaturos
109

Maturados

217

sem
roscovitine
78

Roscovitine
30

sem

Roscovitine

roscovitine 86

211

sem
roscovitine
79

Roscovitine
30

sem
roscovitine
152

Roscovitine
65

FIGURA 9 - Distribuicdo dos ovdcitos equinos nos grupos experimentais de
avaliacao do estagio de maturacao nuclear.
4.2.2 Uso do roscovitine na maturacdo nuclear de ov  Q4citos eqlinos

Tendo em vista a necessidade de atrasar da maturacdo nuclear em 24
horas com a utlizacdo do roscovitine (Sigma, R7772) para um maior
aproveitamento dos ovécitos equinos como doadores de citoplastos, os
ovocitos imaturos foram cultivados (10ul de meio para cada ovécito) em meio
TCM 199 (Gibco, 11150-059), acrescido de 10% de SFB (Sigma, F0643), 66uM
roscovitine e 75ug/ml gentamicina (Sigma, G1264) em estufa a 38,5° C com

5% de CO, em ar e umidade absoluta por 24 horas antes do inicio da

maturagao in vitro.
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4.2.3 Maturagdo in vitro de ovocitos equinos

Para a maturacéo in vitro, os ovocitos foram cultivados em placas NUNC
com quatro pocos contendo 400ul meio de maturagéo (10pl de meio para cada
ovocito): HTF (Irvine Scientific 90125):BME (Gibco 21010046) (1: 1), 0,3%
albumina sérica bovina (BSA) (Sigma, A4503) (0,8mg/ml), 0,32mM piruvato
(Sigma, P2256), 1mM L-glutamina (Sigma, G3126), 0,4mM cisteina (Sigma,
C1276), 0,1mM taurina (Sigma, T8691), 0,4mM glicina (Sigma, G8790), 3,3mM
lactato de sodio (Sigma, L7900), 100ng/ml IGF-1 (Sigma, 11271), 50ng/ml EGF
(Sigma, E4269), 100ng/ml eGH (Equigen), 5ug/ml eFSH (Bioniche), 500ng/ml
estradiol (Sigma, E0130) e 75ug/ml gentamicina a 39°C em atmosfera com 5%

de CO, em ar e umidade absoluta por 30 horas.

4.2.4 Avaliacao da configuracéo nuclear de ovocitos equinos

Os ovacitos foram retirados do meio pré e pés periodo de maturacao in
vitro, e incubados em meio MEM hepes (Gibco 12360-038) acrescido de
5mg/ml de Hialuronidase tipo V (Sigma, H6254) onde foram extraidas as
células da granulosa com auxilio de micropipeta de vidro e transferidos para
gotas de 10ul de Hoescht 33342 em Iamina histoldgica, cobertos com laminula
e avaliados quanto a configuracdo cromossdémica em microscopio invertido
Leica- DMIRB luz UV filtro n°® 2 (350 a 461 nm) e classificados pela presenca
de Vesicula Germinativa (VG), Quebra da Vesicula Germinativa (QVG),
Metéafase | (MI), Metafase Il (MIl) (Figura 10) e degenerados.
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FIGURA 10 — Ovdcito equiino em Metéfase Il ap6s 30 horas de maturagdo in

vitro. (seta: corpusculo polar) (microscopio invertido, aumento de 400x).
4.3 Experimento IlI
4.3.1 Colheita, sele¢do e maturacdo invitro de ovocitos bovinos

Durante o experimento Il foram realizadas 10 rotinas de colheita de
ovocitos bovinos. Os ovarios bovinos foram obtidos em matadouro comercial
localizado a 100 km da cidade de Botucatu.

Os foliculos com diametro entre 2 e 8 mm foram aspirados utilizando-se
agulha 30 x 8 mm acoplada a seringa de 5 ml e os ovdcitos obtidos foram
selecionados de acordo com a qualidade, ou seja, foram utilizados somente
agueles que apresentavam trés ou mais camadas compactas de células do
cumulus, com citoplasma de coloracdo homogénea, classificados como
ovQcitos grau |.

Os ovacitos selecionados foram maturados (10ul de meio para cada
ovocito) em meio TCM 199 acrescido de 10% de SFB, 16ug/ml piruvato,
10pg/ml LH (Lutropin®), 10ug/ml FSH (Folltropin”), 1pg/ml estradiol e 75pug/ml
gentamicina em estufa a 38, 5° C com 5% de CO, em ar e umidade absoluta,

por 24 horas.
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4.3.2 Enucleacdo Quimica de Ovocitos Equinos e Bovi  nos

4.3.2.1 Fase |

Apés 30 horas de maturagdo 151 ovécitos equinos foram desnudados,
como descrito no experimento Il e submetidos ao tratamento com demecolcina
(Sigma, D1925) nas concentracées de 0,05ug/ml (n 53); 0,1ug/ml (n 49) e
0,2ug/ml (n 49) adicionada ao meio de maturagédo. Apos 2 horas de cultivo, em
atmosfera com 5% de CO,, 5% de O, e 90% de N, completando-se 32 horas
de maturacdo, os ovocitos foram removidos do meio suplementado com a
droga, lavados trés vezes em meio de lavagem (MEM hepes + 10% SFB +
75ug/ml gentamicina) e selecionados quanto a presenca do 1° CP e da
protrusdo na regido cortical ovocitaria contendo a placa metafasica.

A confirmacéo da presenca de material nuclear presente na protrusao foi
realizada pela adicdo de 10pg/mL Hoescht 33342 ao meio de lavagem e
avaliacdo em microscopio invertido Leica- DMIRB luz UV filtro n°® 2 (350 a 461

nm).

4.3.2.2 Fase I

Apds 30 e 19 horas de maturacao, os ovocitos equinos expandidos (n 55) e
compactos (n 53) bem como os ovdcitos bovinos (n 129) respectivamente,
foram desnudados e submetidos ao tratamento com demecolcina (0,2 pg/mL
para ovocitos equinos e 0,05ug/mL para bovinos) incluida no meio de
maturacao in vitro. Apos o periodo de 2 horas de cultivo, em atmosfera com 5%
de CO,, 5% de O, e 90% de N, completando-se 32 e 21 horas de maturacéo
respectivamente, os ovacitos foram removidos do meio suplementado com a
droga, lavados trés vezes em meio de lavagem (MEM hepes + 10% SFB +
75ug/ml gentamicina) e selecionados quanto a presenca de 1° CP e protrusao
na regido cortical ovocitaria contendo a placa metafasica.

A confirmacéo da presenca de material nuclear presente na protrusao foi
feita pela adicdo de 10ug/mL Hoescht 33342 ao meio de lavagem e avaliacao

em microscopio invertido Leica- DMIRB luz UV filtro n® 2 (350 a 461 nm).
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4.4 Experimento IV

4.4.1 Ativacao partenogenética de ovocitos bovinos

ApoOs o periodo de maturacdo in vitro, os ovocitos foram desnudados,
selecionados quanto ao citoplasma homogéneo e divididos entre os grupos de

ativacado partenogenética (Figura 11):

Grupo lonomicina + Cicloheximide com baixo calcio:

Incubados em meio MEM hepes + 10% SFB + 5uM ionomicina (Sigma, 10634)
por 8 minutos, lavados em MEM hepes+ 10% SFB e incubados em meio MEM
+ 10% SFB + 10ug/ml cicloheximide (Sigma, C1988) + 5 ug/ml citocalasina B
(Calbiochem, 250233) por 4 horas.

Grupo lonomicina + Roscovitine com baixo calcio:
Incubados em meio MEM hepes + 10% SFB + 5uM ionomicina por 8 minutos,
lavados em MEM hepes + 10% SFB e incubados em meio MEM + 10% SFB +

66UM roscovitine + 5 pg/ml citocalasina B por 5 horas.

Grupo lonomicina + Estréncio com baixo calcio:

Incubados em meio MEM hepes + 10% SFB + 5uM ionomicina por 8 minutos,
lavados em MEM hepes + 10% SFB e incubados em meio MEM + 10% SFB +
20mM cloreto de estroncio (J T Baker, 4036-01) + 5 pg/ml citocalasina B por 5

horas.

Grupo lonomicina + 6 DMAP com baixo calcio:

Incubados em meio MEM hepes + 10% SFB + 5uM ionomicina por 8 minutos,
lavados em MEM hepes + 10% SFB e incubados em meio MEM + 10% SFB +
2mM 6 DMAP (Sigma, D2629) + 5 pg/ml citocalasina B por 4 horas.
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Grupo lonomicina + Cicloheximide com alto Célcio:

Incubados em meio MEM hepes + 0,84mg/ml CaCl, (Sigma, C7902) + 10%
SFB + 5uM ionomicina por 8 minutos, lavados em MEM hepes + 10% SFB e
incubados em meio MEM + 0,42mg/ml CaCl, + 10% SFB + 10ug/ml

cicloheximide + 5 pg/ml citocalasina B por 4 horas.

Grupo lonomicina + Roscovitine com alto Calcio:

Incubados em meio MEM hepes + 0,84mg/ml CaCl, + 10% SFB + 5uM
ionomicina por 8 minutos, lavados em MEM hepes + 10% SFB e incubados em
meio MEM + 0,42mg/ml CaCl, + 10% SFB + 66uM roscovitine + 5 pg/ml

citocalasina B por 5 horas.

Grupo lonomicina + Estroncio com alto Calcio:

Incubados em meio MEM hepes + 0,84mg/ml CaCl, + 10% SFB + 5uM
ionomicina por 8 minutos, lavados em MEM hepes + 10% SFB e incubados em
meio MEM + 0,42mg/ml CaCl, + 10% SFB + 20mM cloreto de estroncio + 5

pg/ml citocalasina B por 5 horas.

Grupo lonomicina + 6 DMAP com alto Calcio:

Incubados em meio MEM hepes + 0,84mg/ml CaCl, + 10% SFB + 5uM
ionomicina por 8 minutos, lavados em MEM hepes + 10% SFB e incubados em
meio MEM + 0,42mg/ml CaCl, + 10% SFB + 2mM 6 DMAP+ 5 pug/ml

citocalasina B por 4 horas.

Apbs o periodo de ativagdo os ovocitos foram cultivados (10ul de meio
para cada ovocito) em meio HTF:BME (1:1), 0,6% BSA + 10% SFB + 0,01%
mioinositol (Sigma, 15125) + 75ug/ml gentamicina a 39°C em atmosfera com
5% de CO,, 5% de O, e 90% de N, por 24 horas.
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n° total de
ovacitos
665

| Célcio + Célcio
357 308
1+ C I+R I+ E | +6D 1+ C I+R 1+ E |+ 6D
86 128 98 45 46 129 84 49

FIGURA 11 - Distribuicdo dos ovdcitos bovinos nos grupos experimentais de
ativacdo partenogenética para 24 horas de cultivo (I: ionomicina; C:

cicloheximide; R: roscovitine; E: estréncio; 6D: 6 DMAP).

A avaliacao das taxas de ativagao foi realizada por meio da transferéncia
dos ovacitos, apds o periodo de cultivo, para gotas de 10ul de Hoescht 33342
(7,5 pg/ml) em lamina histoldgica, cobertos com laminula e avaliados em
microscopio invertido Leica- DMIRB luz UV filtro n°® 2 (350 a 461 nm). Foram
considerados ativados 0s ovOcitos que apresentaram uma placa metafasica e
dois corpusculos polares, descondensac¢édo da cromatina indicando a formacgéao
de pro-ndcleos, singamia, primeira figura mitética ou clivados no momento da

analise.

4.2.2 Ativacao partenogenética de ovocitos eqlinos

ApoOs o periodo de maturacdo in vitro, os ovocitos foram desnudados,
selecionados quanto ao citoplasma homogéneo e divididos entre os grupos de
ativacdo partenogenética abaixo, respeitando a separacéo inicial entre ovocitos

expandidos e compactos (Figura 12 e 13):

Grupo lonomicina + Cicloheximide com baixo calcio:
Incubados em meio MEM hepes+ 10% SFB + 5uM ionomicina por 8 minutos,
lavados em MEM hepes+ 10% SFB e incubados em meio MEM + 10% SFB +

10pg/ml cicloheximide + 5 pg/ml citocalasina B por 4 horas.



67

Grupo lonomicina + Roscovitine com baixo calcio:
Incubados em meio MEM hepes + 10% SFB + 5uM ionomicina por 8 minutos,
lavados em MEM hepes + 10% SFB e incubados em meio MEM + 10% SFB +

66UM roscovitine + 5 ug/ml citocalasina B por 5 horas.

Grupo lonomicina + 6 DMAP com baixo calcio:

Incubados em meio MEM hepes + 10% SFB + 5uM ionomicina por 8 minutos,
lavados em MEM hepes + 10% SFB e incubados em meio MEM + 10% SFB +
2mM 6 DMAP + 5 pg/ml citocalasina B por 4 horas.

Grupo lonomicina + Cicloheximide com alto Célcio:

Incubados em meio MEM hepes + 0,84mg/ml CaCl, + 10% SFB + 5uM
lonomicina por 8 minutos, lavados em MEM hepes + 10% SFB e incubados em
meio MEM + 0,42mg/ml CaCl, + 10% SFB + 10ug/ml cicloheximide + 5 pg/mi

citocalasina B por 4 horas.

Grupo lonomicina + Roscovitine com alto Calcio:

Incubados em meio MEM hepes + 0,84mg/ml CaCl, + 10% SFB + 5uM
lonomicina por 8 minutos, lavados em MEM hepes + 10% SFB e incubados em
meio MEM + 0,42mg/ml CaCl, + 10% SFB + 66uM roscovitine + 5 pg/ml

citocalasina B por 5 horas.

Grupo lonomicina + 6 DMAP com alto Calcio:

Incubados em meio MEM hepes + 0,84mg/ml CaCl, + 10% SFB + 5uM
ionomicina por 8 minutos, lavados em MEM hepes + 10% SFB e incubados em
meio MEM + 0,42mg/ml CaCl, + 10% SFB + 2mM 6 DMAP+ 5 pg/ml

citocalasina B por 4 horas.

ApoOs o periodo de ativacdo os ovocitos foram cultivados (10l de meio
para cada ovocito) em meio DMEM/F12 (Gibco 11320-033) + 10% SFB +
0,01% mioinositol + 75ug/ml gentamicina & 39°C em atmosfera com 5% de

CO,, 5% de O, e 90% de N, por 24 horas ou até o dia 3 apos ativagao.
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n° total de
ovacitos
460

Expandidos Compactos
259 201
| Célcio + Célcio | Célcio + Célcio
133 126 100 101
I+C I+R | +6D I+C I+R | +6D I+C I+R | +6D I+C I+R | +6D
45 50 38 46 43 37 23 32 45 26 30 45

FIGURA 12 - Distribuicdo dos ovécitos eqiliinos nos grupos experimentais de
ativacdo partenogenética em 24 horas de cultivo (I: ionomicina; C:
cicloheximide; R: roscovitine; 6D: 6 DMAP).

n° total de
ovacitos
445
Expandidos Compactos
248 197
L Célcio + Célcio L Célcio + Célcio
128 120 100 97
1+C 1+R 1+ 6D 1+C 1+R I+ 6D 1+C 1+R 1+ 6D 1+C 1+R I+ 6D
42 47 39 43 41 36 26 31 43 25 29 43

FIGURA 13 - Distribuicdo dos ovdcitos equinos nos grupos experimentais de
ativacdo partenogenética em trés dias de cultivo (I: ionomicina; C:
cicloheximide; R: roscovitine; 6D: 6 DMAP).

A avaliacao das taxas de ativagao foi realizada por meio da transferéncia
dos ovacitos, apds o periodo de cultivo, para gotas de 10ul de Hoescht 33342
(7,5 pg/ml) em lamina histoldgica, cobertos com laminula e avaliados em
microscopio invertido Leica- DMIRB luz UV filtro n°® 2 (350 a 461 nm). Foram
considerados ativados 0s ovOcitos que apresentaram uma placa metafasica e
dois corpusculos polares, descondensac¢édo da cromatina indicando a formacgéao
de pro-nucleos, singamia, primeira figura mitética ou clivados no momento da

analise.
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4.5 Experimento V

4.5.1 Transferéncia Nuclear em Equinos

Foram utilizados na transferéncia nuclear ovdcitos eqliinos maturados
por 30 horas e ovocitos mantidos por 24 horas sob acao do roscovitine antes
do periodo de maturacdo in vitro. Apds as 30 horas de maturacdo in vitro os
ovocitos equinos foram desnudados, e incubados por 30 minutos em meio
MEM hepes acrescido de 10% SFB, 7,5 pg/ml Hoescht 33342, 5 pg/mi
citocalasina B e 75ug/ml gentamicina. Apos a incubacéo, os ovocitos foram
lavados (MEM hepes acrescido 10% SFB e 75ug/ml gentamicina) e
transferidos individualmente para as gotas de micromanipulagdo conforme
demonstrado na figura 14 com 8 ul de volume (MEM hepes acrescido de 10%
SFB, 5 ug/ml citocalasina B e 75ug/ml gentamicina) e 15 gotas em cada placa
de micromanipulacdo recobertas com Oleo mineral, onde foram
micromanipulados 15 ovocitos por vez.

Apos 20 minutos em que 0S ovOcitos estavam sendo expostos ao meio
com Hoescht 33342, iniciou-se a tripsinizagdo dos fibroblastos em confluéncia
cultivados nas placas de quatro pogcos (um poco para cada placa de
micromanipulacédo) retirando todo meio de cultivo do poco, este foi lavado com
solucdo de PBS, e adicionado de 100ul de Tripsina Versene a 36° C. A placa
foi mantida em estufa a 38,5° C por no maximo trés minutos, e até que todas as
células se soltassem do fundo. Realizou-se entdo a neutralizagdo com meio
DMEM acrescido de 20% de SFB e Penicilina/Estreptomicina, na propor¢cao 3:1
(meio:tripsina). Os fibroblastos resuspensos em meio DMEM, foram

adicionados as gotas de micromanipulacdo para o0 uso na reconstitui¢ao.
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0 o
0 oo Micropipeta de
Micropipeta de oo © enucleacgéo e
holding S reconstituicéo
Fibroblastos

Ovécito

FIGURA 14 — Figura ilustrativa demonstrando a montagem das gotas de

micromanipulacao.

A enucleacgéo dos ovadcitos foi realizada entre 32 e 34 horas ap0s o inicio
da maturacgdo in vitro, em microscoépio optico invertido (Nikon, Elipse TS 100),
micromanipulador (Sutter, seringas Narishige) (Figura 15 A e B). A avaliacdo do
estagio de maturacéo nuclear foi realizada durante o procedimento e procurou-
se posicionar o material nuclear entre 3 e 6 horas para que fossem removidos o
primeiro corpusculo polar e porcédo de citoplasma adjacente contendo a placa
metafasica, tomando o cuidado de aspirar 0 minimo de volume possivel. No
procedimento foram utilizadas micropipetas de vidro com diametro interno de
20um e bisel afiado para a enucleacdo e reconstituicdo e micropipetas de

Holding (40 e 135um de diametro interno e externo, respectivamente) para a

fixacdo dos ovécitos durante o procedimento (Eppendorf-).

FIGURA 15 (A) - Preparagdo do micromanipulador para os procedimentos de

enucleacéao; (B) — Placa de micromanipulacéo.
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A enucleacao foi confirmada expondo-se somente o carioplasto e o
primeiro corpusculo polar, ainda no interior da micropipeta, a luz ultravioleta
para verificacdo da presenca ou auséncia da placa metafasica. Logo apés a
enucleacdo, mantendo o ovdcito posicionado na micropipeta de holding, foi
selecionado um fibroblasto de diametro entre 13 a 15um, em uma populacéo
celular com 11 a 23um de diametro (HINRICHS et al., 2006b), apresentando
contorno regular da membrana citoplasmatica, aspirado individualmente para o
interior da micropipeta de inje¢do, e inserido diretamente no interior do
citoplasto receptor (Figura 16 A a D). Hinrichs e colaboradores em 2006b
reportaram que 95 a 98% das células de menor tamanho apresentam-se em

GO0/G1 durante o tratamento.

FIGURA 16 — (A) Enucleacao ovocitaria com a retirada do corpusculo polar do
espaco perivitelinico e da placa metafasica junto ao ovolema (seta); (B) o
material nuclear das duas estruturas é dispensado na gota (seta); (C) o
fibroblasto € colocado proximo ao bisel da agulha (seta); (D) injecdo do

fibroblasto (seta) (microscépio invertido, aumento de 400x).
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Os ovocitos em metafase | e 1l enucleados e reconstituidos com éxito
foram removidos da placa de micromanipulagéo lavados em meio MEM hepes
acrescido de 10% SFB e 75ug/ml gentamicina e incubados por uma hora, em
atmosfera com 5% de CO,, 5% de O,, e 90% de N, até o momento da ativacéo
artificial. A ativag&o artificial foi realizada utilizando os meios com lonomicina +

Roscovitine e lonomicina + 6 DMAP (Figura 17) como descrito anteriormente.

n° total de
ovacitos
141

Expandidos Compactos
71 70
s/ roscovitine c/ roscovitine s/ roscovitine c/ roscovitine
36 35 33 37
Metéfase | Metéafase Il Metéfase | Metéafase Il Metéfase | Metéafase Il Metéfase | Metéafase Il
20 16 15 20 17 16 17 20
|+ I+ |+ I+ |+ I+ |+ I+ |+ I+ |+ I+ |+ I+ |+ I+
R 6D R 6D R 6D R 6D R 6D R 6D R 6D R 6D
10 10 7 9 7 8 10 10 ) 9 ) 8 ) 9 10 10

FIGURA 17 - Distribuicdo dos ovdcitos equinos nos grupos experimentais de
ativacao artificial apos TN (I: ionomicina; R: roscovitine; 6D: 6 DMAP).

Apbs o periodo de ativagdo os ovocitos foram cultivados (10ul de meio
para cada ovoécito) em meio DMEM/F12 + 10% SFB + 0,01% mioinositol +
75ug/ml gentamicina a 39°C em atmosfera com 5% de CO», 5% de O, e 90%
de Ny por 3 dias.

A avaliacdo das taxas de ativacdo/formacdo de nucleo em
descondensacéo foram realizadas por meio da transferéncia dos ovocitos, apos
o periodo de cultivo, para gotas de 10ul de Hoescht 33342 em lamina
histoldgica, cobertos com laminula e avaliados em microscopio invertido Leica-
DMIRB luz UV filtro n® 2 (350 a 461 nm).
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4.6 Metodologias Estatisticas

No experimento |, foi utilizado o teste de Friedman, ao nivel de
significancia a = 0,05 para comparar 0s momentos em relacdo a todas as
variaveis em estudo e o teste para comparagbes multiplas pois os pré-
requisitos para a utilizacdo de testes paramétricos ndo foram atendidos, ou
seja, com base na amostra, a hipotese de que as variaveis em estudo seguem
distribuicdo normal foi rejeitada ou houve diferenca significativa entre os grupos
definidos pelos momentos em relagao a variancia (heterocedasticidade).

No experimento II, foram utilizados o teste exato de Fisher ou o teste Z
de proporgbes, ao nivel de significancia a = 0,05 para comparar 0S grupos
expandidos e compactos apdés 30 horas de maturacdo in vitro em relacédo a
proporcao de ovécitos equinos degenerados.

Na fase | do experimento IlI, foi ajustado um modelo de regressao linear
logistica para explicar o percentual de ovécitos com protrusdo da placa
metafasica em funcéo da dose de demecolcina. Na fase Il, foi utilizado o Teste
Z de proporc¢des, ao nivel de significancia a = 0,05 para comparar as espécies
bovina e eqlina em relacdo ao percentual de protrusédo da placa metafasica.

No experimento 1V, foi utilizado o teste Z para propor¢cdes ou o teste
exato de Fisher, ao nivel de significancia a = 0,05 para estudar o efeito dos
protocolos de ativacao artificial em ovdcitos bovinos e equinos.

No experimento V, foi utilizada a técnica de Andlise de Deviance para
selecionar o melhor modelo de regressao logistica que explicasse o percentual
de ovocitos eqlinos com formacdo do nucleo descondensado apos a

transferéncia nuclear.
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento |

5.1.1 Sincronizacao do ciclo celular de fibroblasto s equinos de animais
adultos

5.1.1.1 Integridade de membrana

Os resultados da avaliagcdo da integridade de membrana estédo
expressos na tabela 1 para células viaveis e para células com a membrana
lesada. Nao houve diferenca significativa entre os grupos de privacdo de soro
fetal bovino e confluéncia de fibroblastos eqliinos doadores de nucleo para a

transferéncia nuclear.

TABELA 1 - Indice de integridade de membrana pés-descongelacdo de
fibroblastos equinos doadores de nucleo para a transferéncia nuclear em dois
protocolos de sincronizagao do ciclo celular.

Mediana da integridade Mediana da leséo de

Momento
de membrana membrana
24 horas 94,0 % 6,0%
48 horas 87,0 % 13,0%
L 72 horas 91,5 % 8,5%
Privacao

96 horas 94,0 % 6,0%

SFB
120 horas 95,0 % 5,0%
144 horas 92,0 % 8,0%
168 horas 91,5% 8,5%
Confluéncia 93,0 % 7,0%

Teste de Friedman seguido do Teste para compara¢ces multiplas (P = 0,661)
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5.1.1.2 Ciclo celular

Os resultados da avaliacdo do ciclo celular (GO/G1) nos diferentes
momentos apds descongelacdo estdo expressos na tabela 2. Houve diferenca
significativa entre os momentos 24 horas e confluéncia que apresentaram uma
porcentagem de células em GO/G1 inferiores aos demais. Apés as 24 horas de
cultivo sob privacao de soro fetal bovino, as porcentagens de células em G0/G1
se mantiveram constantes. Os resultados demonstraram também que o0s
melhores momentos para a utilizacdo das células doadoras de nudcleo foram

72,96 e 168 horas ap0s o inicio da privacao de soro fetal bovino a 0,5%.

TABELA 2 - indice de sincronizagdo do ciclo celular (G0/G1) pOs-
descongelacdo de fibroblastos equinos doadores de nldcleo para a

transferéncia nuclear em dois protocolos de sincronizagao do ciclo celular.

Momento Mediana

24 horas 75,2%°

48 horas 94,1%"

72 horas 97,3%°

Privacdo SFB 96 horas 98,7%%
120 horas 85,8%"

144 horas 94,7%"

168 horas 97,9%°

Confluéncia 69,6%°

Teste de Friedman seguido do Teste para comparac8es multiplas (P = <0,001)

a, b, c - Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa.
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5.2 Experimento |l

5.2.1 Colheita, selecao e classificacao de ovécitos equinos

Foram realizadas 20 viagens ao matadouro com uma média de 60,3
ovarios coletados por viagem, totalizando 1206 ovarios. Destes, 201 foram
descartados pela auséncia de foliculos entre 10 a 30 mm. Dos ovarios
utilizados, 3568 foliculos foram curetados, uma média de 3,55 foliculos por
ovario. A taxa de recuperacdo meédia foi de 2,22 ovdcitos/ovario e 0,62
ovocitos/foliculo. No total foram obtidos 2232 CCO, destes 101 foram
descartados pela baixa qualidade (desnudados ou fragmentados), 1170
(54,90%) foram classificados como expandidos e 961 (45,10%) como
compactos. Durante as manipulagdes foram perdidos 53 CCO expandidos e 43

compactos.

5.2.2 Uso do roscovitine na maturagdo nuclear de ov  dcitos equinos

Na analise dos grupos de CCO classificados como expandidos e
compactos em relacdo aos estadgios de maturacdo nuclear dos ovocitos
equinos imediatamente apds a colheita, observou-se que ndo houve diferenca
significativa no percentual relativo de ovécitos nas diferentes configuragdes

cromossomicas (Figura 18).
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Percentual relativo

53 8504 24:43%

30,38%

15,38%
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Degenerados

FIGURA 18 — Estagio de maturacdo nuclear de CCO equinos compactos e

expandidos apos a colheita (Teste exato de Fisher, p= 0,851).

Na analise dos grupos de CCO classificados como expandidos (Figura

20 A) e compactos (Figura 20 B) para dos estagios de maturacdo nuclear dos

ovocitos equinos incubados em roscovitine por 24 horas, observou-se que néo

houve diferencga significativa no percentual relativo de ovdcitos nas diferentes

configuracbes cromossdmicas (Figura 19).

Percentual relativo

53.33%

, 43 330,
GO0

33,33%

20,00%
16,67

23,339

6,67%,
3,33% 0,00% 0,00%

VG QVG M Ml

Estagio de maturagéo nuclear

Degenerados

W Expandidos

O Compactos

FIGURA 19 - Estagio de maturacdo nuclear de CCO equinos compactos e

expandidos apds a exposicdo ao roscovitine por 24 horas (Teste exato de

Fisher, p=0,761).
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Lo { ¥

FIGURA 20 — Aspecto dos (A) CCO equinos expandidos apdés 24 horas de
incubacdo em roscovitine; (B) CCO equinos compactos apos 24 horas de

incubacé@o em roscovitine; (microscopio esteroscopico, aumento de 40x).

Na andlise dos estagios de maturacdo nuclear dos CCO equinos
imaturos e expandidos expostos ou nao ao roscovitine, observou-se que nao
houve diferenca significativa no percentual relativo de ovoécitos nas diferentes

configuragbes cromossomicas para os dois tratamentos (Figura 21).

Percentual relativo

53,85% 53,33%

25,6400 23‘33%
15,389%16:67%

3,85% 6,67%

1,28% 0,00%
I

VG QVG Mi Mil Degenerados

Estagio de maturaco nuclear m N&o expostos ao roscovitine
O Expostos ao roscovitine

FIGURA 21 — Comparacao das taxas de maturagédo nuclear de CCO equinos
expandidos de acordo com a exposi¢cdo ou nao ao roscovitine por 24 horas

apos a colheita (Teste exato de Fisher, p= 0,942).
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Na andlise dos estagios de maturacdo nuclear dos CCO equinos
imaturos e compactos expostos ou nao ao roscovitine, observou-se que nao
houve diferenca significativa no percentual relativo de ovoécitos nas diferentes

configuracbes cromossdmicas para os dois tratamentos (Figura 22).

Percentual relativo
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FIGURA 22 — Comparacao das taxas de maturagédo nuclear de CCO equinos
compactos de acordo com a exposicdo ou nao ao roscovitine por 24 horas

apos a colheita (Teste exato de Fisher, p= 0,601).

Na analise dos grupos de CCO classificados como expandidos (Figura
24 A) e compactos (Figura 24 B) para os estagios de maturacdo nuclear apos
30 horas de maturacdo in vitro, observou-se diferenca significativa no
percentual relativo de ovdcitos nas diferentes configuracdes cromossomicas. O
grupo de ovacitos classificados como degenerados diferiu estatisticamente em
relacdo aos demais (p=0,009). Na comparacao entre os CCO expandidos e
compactos em degeneracdo apos o periodo de cultivo também houve diferenca
significativa significava (p=0,002) indicando uma maior proporcdo de CCO

compactos degenerados quando comparados aos expandidos (Figura 23).
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FIGURA 23 - Estagio de maturacdo nuclear de CCO eqlinos compactos e
expandidos apo6s 30 horas de maturacao in vitro (Teste exato de Fisher, p=
0,009 e para comparar as proporcdes de degenerados Teste Z de propor¢oes,
p= 0,002; a, b - letras diferentes sobre as colunas indicam diferenca

significativa).

FIGURA 24 — Aspecto de expansdo das células do cumulus de CCO equinos
expandidos (A) e compactos (B) ap6s 30 horas de maturacdo in vitro

(microscopio esteroscopico, aumento de 40x).
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Na andlise dos grupos de CCO classificados como expandidos (Figura
26 A) e compactos (Figura 26 B) para os estagios de maturacdo nuclear dos
ovocitos equlinos incubados previamente em roscovitine por 24 horas antes da
maturacdo in vitro por 30 horas, observou-se que n&o houve diferenca
significativa no percentual relativo de ovocitos nas diferentes configuracdes

cromossomicas (Figura 25).

Percentual relativo
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Estagio de maturacdo nuclear

FIGURA 25 - Estagio de maturacao nuclear de CCO eqliinos compactos e
expandidos ap0s a exposicdo ao roscovitine por 24 horas e 30 horas de

maturacao in vitro (Teste exato de Fisher, p= 0,387).

FIGURA 26 — Aspecto dos CCO equinos expandidos (A) e compactos (B) apos
24 horas de incubacdo em roscovitine e 30 horas de maturacdo in vitro

(microscoépio esteroscopico, aumento de 40x para A e 80x para B).
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Na andlise dos estagios de maturacdo nuclear dos CCO equinos
expandidos e expostos ou ndo ao roscovitine antes da maturacao in vitro,
observou-se que ndo houve diferenca significativa no percentual relativo de
ovocitos nas diferentes configuragcdes cromossdmicas para os dois tratamentos
(Figura 27).

Percentual relativo
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o50,U2Y
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07.91%
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Estagio de maturagdo nuclear @ N&o expostos ao roscovitine

O Expostos ao roscovitine

FIGURA 27 — Comparacao das taxas de maturagédo nuclear de CCO equinos
expandidos de acordo com a exposi¢do ou nao ao roscovitine por 24 horas

antes da maturacéo in vitro (Teste exato de Fisher, p=0,714).

Na andlise dos estagios de maturacdo nuclear dos CCO equinos
compactos e expostos ou ndo ao roscovitine antes da maturagdo in vitro,
observou-se que ndo houve diferenca significativa no percentual relativo de
ovocitos nas diferentes configuragcdes cromossdmicas para os dois tratamentos
(Figura 28).
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FIGURA 28 — Comparacao das taxas de maturacéo nuclear de CCO equinos
compactos de acordo com a exposicdo ou nao ao roscovitine por 24 horas

antes da maturacéo in vitro (Teste exato de Fisher, p=0,275).

5.3 Experimento IlI

5.3.1 Colheita sele¢cdo e maturagéo in vitro de ovoécitos bovinos

Foram realizadas 10 viagens ao matadouro com uma média de 26
ovarios coletados por viagem. A taxa de recuperacdo média de ovocitos grau |
por ovario foi de 3,21, sendo que no total foram obtidos 837 ovdcitos para a

realizacdo do experimento lll e destes 43 perdidos durante as manipulacdes.

5.3.2 Enucleacdo Quimica de Ovocitos Equinos e Bovi  nos

5.3.2.1 Fase |

Ndo houve diferenca significativa (p = 0,141) na analise das
porcentagens de ovécitos eqlinos que responderam as diferentes
concentracfes de demecolcina com a protrusdo da placa metafasica para o

espaco perivitelinico (Figura 29, Tabela 3).
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FIGURA 29 — Gréfico de dispersdo entre percentual de ovécitos eqiiinos com
formacao de protrusdo do material nuclear apds 30 horas de maturacao in vitro

em trés doses de demecolcina (0,05ug/ml; 0,1ug/ml e 0,2ug/ml).

TABELA 3 - Ajuste do modelo logistico que explica o percentual de ovdcitos
com formacdo de protusdo do material nuclear no espaco perivitelinico, em

relacdo a dose de demecolcina.

Coeficiente Estimativa Erro-padrao p
Intercepto -0,65 0,22 0,003
Dose de demecolcina 2,45 1,67 0,141

Deviance do modelo nulo = 2,624 com 2 graus de liberdade

Deviance Residual do modelo com efeito da dose = 0,447 com 1 grau de liberdade

5.3.2.2 Fase |l

N&do houve diferenca significativa na analise das porcentagens de
ovOcitos que apresentaram protrusdo da placa metafasica no espaco
perivitelinico apos a exposicdo a demecolcina nas concentracdes de 0,05ug/mi
para ovocitos bovinos (Figura 31 A e B) e 0,2ug/ml para ovocitos equinos

(Figura 32 A a D) com cumulus compactos e expandidos (Figura 30, Tabela 4).
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FIGURA 30 — Formacéo de protrusdo em ovocitos bovinos e em equinos com
cumulus compacto e expandido expostos a demecolcina nas concentragdes de
0,05ug/ml e 0,2pg/ml, respectivamente, apos 19 e 30 horas de maturagao in

vitro.

TABELA 4 - Comparacdes entre espécies em relacdo ao percentual de
protusdo da placa metafasica de ovocitos submetidos ao tratamento com
demecolcina nas concentragbes de 0,05ug/ml (bovina) e 0,2ug/ml (equina)

apos 19 e 30 horas de maturacéo in vitro respectivamente.

Comparacoes pt)

Bovina x Equina (compacto) 0,070
Bovina x Equina (expandido) 0,243
Equina (compacto) x Equina (expandido) 0,738

(*) Teste Z para proporgdes (a = 0,05)
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FIGURA 31 - Ovdcitos bovinos tratados com demecolcina (A e B) ovocito com
formacao de protruséo na regiao cortical (indicada pela seta), contendo todo o

material nuclear (microscoépio invertido, aumento de 400x).

FIGURA 32 - Ovécitos equinos tratados com demecolcina (A a D) ovocitos com
formacao de protrusdo na regido cortical (indicada pela seta), e corpusculo

polar (indicado pelo *) (microscépio invertido, aumento de 400x).
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5.4 Experimento IV

5.4.1 Ativacao partenogenética de ovocitos bovinos

Na andlise dos grupos de ativacdo partenogenética de ovocitos bovinos
(Figuras 34 A a D e 35 A e B) foram observadas diferencas significativas entre
0s quatro protocolos de ativacédo artificial quando analisados em relacdo a
concentragdo de calcio e também na analise entre as concentracdes de calcio
de acordo com o protocolo. Para os ovdcitos ativados em alta concentragdo de
calcio, os protocolos com ionomicina acrescida de cicloheximide e roscovitine
foram superiores ao ionomicina + estréncio e nao diferiram estatisticamente do
grupo ionomicina + 6 DMAP (Tabela 5). Para os ovdcitos ativados em baixa
concentracéo de célcio, os protocolos com ionomicina acrescida de roscovitine
e 6 DMAP foram superiores ao ionomicina + estréncio e ndo diferiram
estatisticamente do grupo ionomicina + cicloheximide. Quando 0s ovocitos
foram analisados dentro do mesmo protocolo de ativacao artificial comparando
as duas concentracbes de calcio, foram obtidas diferencas significativas
somente nos grupos ionomicina acrescida de cicloheximide (p=0,001) e
estroncio (p=0,002), sendo que para estes protocolos, as altas concentracdes

de calcio pareceram benéficas ao desenvolvimento (Tabela 7, Figura 33).
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TABELA 5 - Percentual de descondensacdo da cromatina obtida 24 horas apés
a ativagdo partenogenética de ovocitos bovinos utilizando-se quatro protocolos
de ativacdo artificial e duas concentracées de célcio no meio de cultivo (I:

ionomicina; C: cicloheximide; R: roscovitine; E: estréncio; 6 D: 6 DMAP).

. o Protocolo de ativagao
Concentragao de calcio

|+ C | + R |+ E |+6D
Alta 65,12% a®  60,16% a 40,82% b 48,89% ab
Baixa 3478% ab  48,84%a 19,05% b  40,82% a

W Letras iguais representam nao diferenca significativa, ao nivel de significancia a = 0,05
entre os quatro protocolos sob determinada concentracdo de calcio pela estatistica teste Z
para duas proporgdes.

@ Comparacdo, ao nivel de significancia a = 0,05 entre as concentracdes de célcio sob

determinado protocolo pelo teste Z para duas propor¢des.

ALE-3.90,
0OTIZ70

60,16%

48,84% 48,89%

40,82% 40,82%

H Alto Ca
] Baixo Ca

%

19,05%

I+C I+R I+ E I+6D

Protocolo de ativacéo

FIGURA 33 - Percentual de descondensacgéo da cromatina obtida as 24 horas
a partir da ativacao partenogenética de ovocitos bovinos utilizando-se quatro
protocolos de ativacdo artificial e duas concentracbes de calcio no meio de
cultivo (I: ionomicina; C: cicloheximide; R: roscovitine; E: estroncio; 6 D: 6
DMAP).
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FIGURA 34 -Ovdécitos bovinos ativados, (A) Dois ovocitos ativados
(microscopio invertido, aumento de 400x); (B) Aspecto do nucleo
descondensado ap0s ativacdo (seta, microscépio invertido, aumento de 800x);
(C) Nucleo iniciando condensacéao para formar primeira figura mitotica (seta,
microscopio invertido, aumento de 400x); (D) Ampliacdo do nucleo da figura (C)

(microscopio invertido, aumento de 800x).

A

FIGURA 35 — Ovadcitos bovinos ativados, (A): Formacdo de nucleo em
descondensacéo e presenca de um corpusculo polar; (B): Figura mitética da
primeira divisdo com dois corpusculos polares, (microscopio invertido, aumento

400x). (seta: corpusculo polar).
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5.4.2 Ativacao partenogenética de ovécitos equinos

Na analise dos grupos de ativacéo partenogenética de ovécitos equlinos
com cumulus compactos e expandidos (Figuras 37 A e B e 38) apos 24 horas
de cultivo, foram obtidas diferencas significativas entre os trés protocolos de
ativacao artificial quando analisados sob determinada concentracdo de calcio.
Para os CCO expandidos ativados em alta concentracao de calcio, o protocolo
lonomicina + 6 DMAP foi superior ao ionomicina acrescida de cicloheximide e
roscovitine. Para os CCO expandidos ativados em baixa concentracdo de
calcio, o protocolo com ionomicina acrescida de 6 DMAP foi superior ao
ionomicina + cicloheximide e néo diferiu estatisticamente do grupo ionomicina +

roscovitine. (Tabela 6, Figura 36).

TABELA 6 - Percentual de descondensacdo da cromatina obtida as 24 horas
de cultivo, apds a ativacao partenogenética de ovocitos equinos utilizando-se
trés protocolos de ativacdo artificial e duas concentracdes de célcio (I:

ionomicina; C: cicloheximide; R: roscovitine; 6 D: 6 DMAP).

Classificacdo Concentracao Protocolo de ativacéo
do ovocito de calcio |+ C l+R l+6D
Alta 23,08% a¥ 33,33%a  37,78%a
Compacto Baixa 8,70% a 21,88% a 26,67% a
Alta 17,39% b 16,28% b 59,46% a
Expandido Baixa 17,78% b 26,00% ab 4474% a

W Letras iguais representam nao diferenca significativa, ao nivel de significancia a = 0,05 entre
trés protocolos sob determinada concentracdo de calcio pela estatistica teste Z para duas
proporgoes.

@ Comparacdo, ao nivel de significancia a = 0,05 entre as concentracdes de calcio sob
determinado protocolo entre ovécitos compactos pelo teste exato de Fisher.

®) Comparacdo, ao nivel de significancia a = 0,05 entre as concentracdes de calcio sob

determinado protocolo entre ovdcitos expandidos pelo teste Z para duas proporgdes.
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FIGURA 36 - Percentual de descondensacdo da cromatina obtida 24 horas
apos a ativacdo partenogenética de ovocitos equinos utilizando-se trés
protocolos de ativacdo artificial e duas concentracbes de calcio no meio de

cultivo (I: ionomicina; C: cicloheximide; R: roscovitine; 6 D: 6 DMAP).

FIGURA 37 — Ovdcitos equlinos ativados, (A): ovdocito rompido durante a
manipulacdo com presenca de nucleo descondensado com um corpusculo
polar (seta); (B) nucleo iniciando a formacdo da primeira figura mitética

(microscopio invertido, aumento 400x).
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FIGURA 38 — Ovdcito equino ativado com a formacdo da primeira figura
mitdtica e dois corpusculos polares (seta), (microscépio invertido, aumento
400x).

Na analise dos grupos de ativagdo partenogenética de ovdcitos equinos
compactos e expandidos aos trés dias de cultivo foram obtidas diferencas
significativas entre os trés protocolos de ativacdo artificial quando analisados
sob determinada concentracdo de calcio. Para os ovécitos expandidos ativados
em alta concentracdo de célcio, o protocolo com ionomicina acrescida de 6
DMAP foi superior ao ionomicina + cicloheximide e n&o diferiu estatisticamente
do grupo ionomicina + roscovitine. (Tabela 7, Figura 39). A caracterizacéo
destas clivagens pelo numero de ndcleos e blastbmeros visiveis esta

representada no Quadro 1 e Figuras 40 a 45.
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TABELA 7 - Percentual de clivagens obtidas aos trés dias de cultivo apés a
ativacdo partenogenética de ovocitos equinos utilizando-se trés protocolos de
ativacdo artificial e duas concentragcbes de calcio no meio de cultivo (I

ionomicina; C: cicloheximide; R: roscovitine; 6 D: 6 DMAP).

Classificacdo  Concentracéo Protocolo de ativacéo
do ovocito de calcio l+C l+R |+6D
Alta 0,00% a® 17,24% a  11,63% a
Compacto Baixa 3,85% a 6,45% a 11,63% a
Alta 0,00% b 4,88% ab 11,11% a
Expandido Baixa 0,00% a 4,26% a 7,69% a

W Letras iguais representam néo diferenca significativa, ao nivel de significancia o = 0,05 entre
trés protocolos sob determinada concentracado de calcio pelo teste exato de Fisher.

@ Comparacdo, ao nivel de significAncia a = 0,05 entre as concentracdes de célcio sob
determinado protocolo entre ovicitos compactos pelo teste exato de Fisher.

®) Comparacdo, ao nivel de significAncia a = 0,05 entre as concentracdes de célcio sob

determinado protocolo entre ovécitos expandidos pelo teste exato de Fisher.

17,24%
11,63% 11,63% 11,11% m +C
o
’ N ] 769% B I+R
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4.88% 1+6D
4,26%
0,00% 0,00% 0,00%
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FIGURA 39 - Percentual de clivagens obtidas aos trés dias apds a ativacao
partenogenética de ovocitos equinos utilizando-se trés protocolos de ativacdo
artificial e duas concentracfes de célcio no meio de cultivo (I: ionomicina; C:
cicloheximide; R: roscovitine; 6 D: 6 DMAP).
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QUADRO 1 - Caracterizagdo das clivagens pelo numero de nucleos e
blastbmeros visiveis obtidos no dia 3 de cultivo apdés a ativacdo
partenogenética de ovocitos equinos classificados como expandidos e
compactos, utilizando-se trés protocolos e duas concentracdes de calcio no

meio de cultivo.

Clivagens/ n° de nlcleos e blastdmeros visiveis

Ovdcitos . . . 2 3 4 6 8
Meio de cultivo (n) incompleta | . . . . .
(n) células | células | células | células | células

lonomicina +
Cicloheximide
(42)

L Ca | lonomicina +
(128) | Roscovitine 1 1

(47)
lonomicina + 2 1
Expandido 6 DMAP (39)

(248) lonomicina +

Cicloheximide
(43)

t Ca | lonomicina +

(120) | Roscovitine 1 1

(41)
lonomicina + 3 1
6 DMAP (36)

lonomicina +
Cicloheximide 1
(26)

L Ca | lonomicina +
(100) | Roscovitine 2

(31)
lonomicina + 2 2 1
Compacto 6 DMAP (43)

(197) lonomicina +
Cicloheximide
(25)

t+ Ca | lonomicina +
(97) Roscovitine 2 1 1 1
(29)

lonomicina +
6 DMAP (43) 2 1 2
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FIGURA 40 A a D — Clivagens incompletas de partenotos equinos com trés
dias de cultivo (seta: ndcleos; *: corpusculo polar) (microscopio invertido,
aumento 400x).

FIGURA 41 A e B - Clivagem incompleta, quatro nucleos sem divisdo
citoplasmatica de partenotos equinos com trés dias de cultivo (seta: nucleos)

(microscopio invertido, aumento 400x).
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FIGURA 42 A a D — Clivagens completas em duas células de partenotos
corpusculo polar)

eqlinos com trés dias de cultivo (seta: ndcleos, *

(microscopio invertido, aumento 400x).

FIGURA 43 A e B — Clivagens completas em trés células de partenotos equinos
com trés dias de cultivo (seta: nucleos) (microscopio invertido, aumento 400x).
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FIGURA 44 A e B — Clivagens completas em quatro células de partenotos
eqiinos com trés dias de cultivo (seta: nudcleos) (microscopio invertido,

aumento 400x).

FIGURA 45 A e B — Clivagem completa, com oito nucleos de partenotos
equinos com trés dias de cultivo (seta: nucleos) (microscopio invertido,

aumento 400x).

5.5 Experimento V

5.5.1 Transferéncia Nuclear em Equinos

Na analise das taxas de descondensagdo da cromatina de ovdcitos
equinos apoés a transferéncia nuclear, levando em consideracéo a classificacéo
do CCO em compacto e expandido, o grau de maturacéo nuclear em metafase
| e Il, o protocolo de ativagéo artificial com lonomicina associada ao roscovitine

ou ao 6 DMAP e também a exposi¢do prévia ou ndo ao roscovitine antes da
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maturacado in vitro, pdde-se observar que o Unico efeito significativo sobre as
taxas de descondensacdo da cromatina (Figura 46) foi o do estigio de
maturacdo nuclear, independentemente da classificacdo do ovocito, do
protocolo de ativacao artificial e da exposicdo ou ndo ao roscovitine, o
percentual de ovécitos com formacao de nucleo descondensado no terceiro dia
de cultivo foi significativamente maior para a metéafase 1l (p = 0,033) em relacéo
a metafase I. Nao houve efeito significativo de interacdo de nenhuma ordem

entre os outros fatores analisados (Tabela 8, 9 e 10).

TABELA 8 — Porcentagem de formagéo de nucleo descondensado no terceiro
dia de cultivo apds a transferéncia nuclear para ovocitos equinos, levando em
consideracao a classificacdo do ovocito em compacto e expandido, o grau de
maturacdo nuclear em metafase | e Il, o protocolo de ativagéo artificial com o
uso de lonomicina associada ao roscovitine ou ao 6 DMAP e também se houve
Oou ndo a prévia exposicdo ao roscovitine antes da maturagéo in vitro (I:

ionomicina; R: roscovitine; 6 D: DMAP).

Exposicao L Estagio de | Protocolo de ativacao artificial
o Classificagao .
prévia ao o maturagao
N do ovocito I+ R |+6D
roscovitine nuclear
Metafase | 37,50% 22,22%
Compacto
. Metafase Il 25,00% 50,00%
Nao Exposto
. Metafase | 0,00% 20,00%
Expandido
Metéfase Il 14,28% 33,33%
Metafase | 0,00% 0,00%
Compacto
Metafase Il 20,00% 30,00%
Exposto
_ Metafase | 14,28% 12,50%
Expandido

Metafase Il 30,00% 20,00%
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TABELA 9 - Andlise de Deviance e comparacao entre ajustes de modelos de
regressao logistica para explicar o percentual de ovocitos com formacao de

nucleo descondensado no terceiro dia de cultivo apés a transferéncia nuclear.

DR/GL Diferenca de

Modelo Efeitos cL® DR® @ .
Deviances

Mo Nulo 15 19,668 1,311
M, Protocolo de ativacao artificial 14 18,979 1,356  My—-M; = 0,689
M, Estagio de maturagéo nuclear 14 14,882 1,063 Mo — M,= 4,786
M Classificacdo do ovécito 14 19,222 1,373 My — M;= 0,446
M, Exposicao prévia ao Roscovitine 14 18,294 1,307 Mo —M,= 1,374
Ms Estagio de maturacdo nuclear +

Exposigao prévia ao Roscovitine 13 12,915 0,993 M,—Ms= 1,967
Me Estagio de maturagdo nuclear +

Protocolo de ativacao artificial 13 14,139 1,088 M, — Mg= 0,743
My Estagio de maturagdo nuclear +

Classificacdo do ovécito 13 14,441 1,111 M,— M, = 0,441
Mg (Estagio de maturacdo nuclear +

Exposicao prévia ao Roscovitine)*

Exposicao prévia ao Roscovitine 12 11,957 0,996 Mz— Mg= 0,958
Mg (Estagio de maturacao nuclear +

Exposicao prévia ao Roscovitine)*

Exposicao prévia ao Roscovitine *

Protocolo de ativacao artificial 8 10,130 1,266 Mg— Mg= 1,827

“ Numero de graus de liberdade associado a deviance residual
@ Deviance residual

® Razo entre deviance residual e o nimero de graus de liberdade

2 2
X 1,0,05=3,84 ; X 4,;0,05=9,48

TABELA 10 - Ajuste do modelo logistico para explicar o percentual de ovocitos
com formacado de nucleo descondensado no terceiro dia de cultivo em funcéo

do estagio de maturacdo no momento da transferéncia nuclear.

Coeficiente Estimativa Erro-padrao p
Intercepto -1,89 0,35 <0,001
Metafase Il 0,94 0,44 0,033

Deviance Residual = 14,882 com 14 graus de liberdade
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FIGURA 46 — Descondensacdo de cromatina apos ativacdo artificial de
ovocitos equinos reconstituidos por meio de TN, o nlcleo apresenta-se duas a
trés vezes maior do que o original da célula doadora, com nucléolo ou alguma

cromatina condensada (microscoépio invertido, aumento de 400x).
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6 DISCUSSAO

A clonagem em equinos € uma biotecnologia em uso clinico, comercial e
sua eficiéncia vem aumentando. Os potros produzidos por meio da clonagem
podem diferir no fenétipo e comportamento do animal original, no entanto, teréo
a mesma capacidade reprodutiva do animal doador de nucleo. Isso acontece
especialmente nos machos clonados, nos quais o DNA mitocondrial ndo é
passado para a progénie (HINRICHS 2006a).

A formacdo de bancos de células é uma indicacdo importante para a
preservacdo de material genético de animais com potencial para serem
clonados, e que podem aguardar o maior desenvolvimento/eficiéncia desta
biotecnologia. Este procedimento tem sido oferecido por varias companhias
comerciais, as quais recebem os tecidos, em geral biopsias de pele, que séo
processadas e cultivadas para o estabelecimento de estoques de células
congeladas em nitrogénio liquido. O cultivo pode ser realizado com a obtencéo
de células de animais mortos a horas ou dias, desde que o tecido seja coletado
0 mais rapido possivel e refrigerado (HINRICHS, 2005).

O laboratério da FMVZ — UNESP - Botucatu é o Unico laboratério
brasileiro e um dos uUnicos na América Latina que se dedica a pesquisas
envolvendo processos de PIV na espécie equina. Como a equideocultura tém
um papel importante no agronegécio brasileiro, a existéncia de um laboratério
que se dedique ao estudo da reproducdo desta espécie é fundamental para o
pais. Sendo assim um maior estudo das etapas envolvidas nesta biotecnologia
pode acrescentar muito ao entendimento dos fatores que afetam a producao de
clones viaveis a as similaridades e diferencas entre os potros clonados e os
animais doadores de nucleo.

Durante a transferéncia nuclear a area do citoplasma ovocitario
contendo a cromatina, € removida por meio de micromanipulacdo, criando
assim um ovocito enucleado ou citoplasto. Para que ocorra a reprogramacao
nuclear a célula somatica do doador genético em cultivo é sincronizada em
estagio GO/G1 do ciclo celular e combinada por meio de eletrofusdo ou injecao
direta com o citoplasto. O ovdcito reconstituido, contendo o material nuclear da
célula doadora, é ativado artificialmente para que se iniciem as divisdes
celulares (HINRICHS, 2005).
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Os métodos mais comuns para obter a quiescéncia celular (GO/G1) em
células doadoras de nucleo, destinadas a transferéncia nuclear sado a privacao
de soro e o cultivo até a obtencdo da confluéncia. No experimento | foram
comparados os dois sistemas de sincronizacdo do ciclo celular de fibroblastos
eglinos, analisando-se a integridade de membrana e o indice de células
sincronizadas em GO/G1.

Quando se utilizou a técnica de marcacdo do tapete celular com
corantes fluorescentes e avaliagdo por meio de microscopio de fluorescéncia,
as células foram divididas em duas categorias: vivas e mortas. Esta
diferenciacdo se mostra importante, pois, um alto nimero de nucleos exibindo
DNA fragmentado ap0s a privacdo de soro parece ser um fator critico nos
resultados de transferéncia nuclear. Observacdes de abortamento e morte
neonatal em bezerros obtidos de transferéncia nuclear podem estar
relacionados com as condi¢des do cultivo e a ocorréncia de fragmentacao do
DNA segundo KATO et al. (1998). Em humanos, a privacdo de soro por mais
de 48 horas levou a alteracdo na expressao de pelo menos dez conjuntos de
genes em um total de 462 genes (IYER et al., 1999) que ap0s a adi¢do de soro
voltaram a ser regulados, indicando que a privacao do soro leva a alteragcédo na
transcricdo, diminuindo a viabilidade (KUES et al.,, 2000). De acordo com
diversos autores a privacdo de soro leva a uma maior taxa de apoptose,
replicacéo inapropriada do DNA e altera¢gdes na transcricdo quando comparada
com a confluéncia (STICE et al., 2000; KUES et al., 2000; GIBBONS et al.,
2002; KATO et al., 1998; CHO et al., 2005). No presente estudo ndo foram
observadas diferencas significativas (p = 0,661) entre 0s grupos quanto as
taxas de integridade de membrana, discordando da literatura que aponta a
superioridade do cultivo até a confluéncia celular como método de
sincronizagdo do ciclo celular. Esta maior resisténcia dos fibroblastos em
cultivo em sofrer lesdes de membrana pode estar relacionada ao baixo namero
de passagens realizadas antes do inicio da sincronizacdo do ciclo celular.
Diversos trabalhos encontrados na literatura utilizaram um alto niumero de
passagens (10 -15) no cultivo das células somaticas destinadas a transferéncia
nuclear (KUBOTA et al.,, 2000; CHO et al., 2005). O grande numero de
passagens aumenta significativamente a incidéncia de anormalidades celulares
(KUBOTA et al., 2000; CHO et al., 2005).
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Na avaliagdo do efeito da privacdo de soro sobre o ciclo celular a
porcentagem de células em GO/G1 foi elevada em comparagéo aos resultados
apresentados por Hayes et al. (2005), que demonstraram um declinio de 84%
para 72% de células em GO/G1 depois de cinco dias de cultivo, o0 que nao foi
observado no presente experimento, pois as células se mantiveram com taxas
(p = <0,001) de GO/G1 acima de 90% durante as 48, 72, 96, 144 e 168 horas
apos o inicio da privacdo de soro. Por outro lado, para o grupo confluéncia
foram encontrados indices de GO/G1 significativamente mais baixos (69,6%).
Neste grupo, apesar de visualmente com quatro dias de cultivo, as células
terem preenchido a base da garrafa, o periodo pode nao ter sido suficiente
para a sincronizacdo de um grande numero de células em GO/G1. Kubota et al.
(2000), obtiveram 65% de células em fase GO/G1, em cultivos de fibroblastos
bovinos pré congelacdo. As menores taxas de células em GO/G1l foram
encontradas no primeiro periodo de 24hs de privagdo de soro, onde a
porcentagem foi de 75,2%, corroborando com os achados de Hayes et al.
(2005) que obtiveram somente 40% de células em GO nas primeiras 24 horas
de privagcdo de soro, indicando que esta pode tratar-se de uma fase de
“crescimento celular”.

Gibbons et al. (2002) atribuiram a alta sincronizacdo das células em
GO/G1 e consequente alta viabilidade ao nascimento de bezerros clonados,
quando as células doadoras de nucleo em confluéncia foram tratadas com
baixas concentracbes (<20uM) de roscovitine 24 horas antes da transferéncia.
Neste caso 0 roscovitine inibiu ndo s6 o Cdkl, associado a supressao da
maturacgéo e ativagdo artificial, como também o Cdk2, Cdk5 e Cdk7 (MCCLUE
et al., 2002) mantendo o namero de fibroblastos em estagio G1 (ALESSI et al.,
1998). Estes achados corroboram com os resultados de Hinrichs et al (2006b e
2007a) que obtiveram baixos indices de perdas no inicio da gestagdo (0%,
HINRICHS et al., 2006b e 12,5% HINRICHS et al., 2007a), quando comparado
a 78,5%, 100%, 50% e 52,6% (GALLI et al. 2003; WOODS, et al., 2003;
VANDERWALL et al., 2004, LAGUTINA et al., 2005) para células doadoras de
ndcleo sincronizadas por meio de privagdo de soro e confluéncia
respectivamente.

Apesar dos resultados do experimento | demonstrarem que 0s

fibroblastos equinos em cultivo apresentaram altos indices de sincronizacéo do
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ciclo celular, em especial nos grupos que sofreram privagdo de soro por mais
de 90 horas, no experimento V, optou-se pela utilizacdo de células em
confluéncia, pela praticidade desta metodologia frente a dificuldade na
programacao das colheitas de ovdécitos devido a sistematica de abate eqtiino.

Nos experimentos I, lll e IV procurou-se avaliar os citoplastos
receptores para a transferéncia nuclear. Foram utilizados ovdcitos equinos
classificados quanto ao aspecto das células do cumulus e as taxas de
recuperacdo destes ovocitos diferiram entre os trabalhos do mesmo grupo de
estudo.

Hinrichs e Williams (1997) e Choi et al. (2002c) obtiveram 65% de
ovocitos classificados como expandidos versus 30% classificados como
compactos, enquanto Hinrichs et al. (2005) obtiveram 88% compactos versus
63% expandidos. No presente estudo foram obtidos 54,90% ovdcitos
classificados como expandidos versus 45,10% como compactos. Estas
diferencas devem estar relacionadas principalmente a sazonalidade e
populacao/caracteristica folicular presentes nos ovarios no momento das
colheitas.

As taxas de metafase Il apos as 30 horas maturacao in vitro obtidas no
experimento 1l (36,02% e 29,61% para CCO classificados como expandidos e
compactos respectivamente) foram inferiores as de ovocitos expandidos (60-
70%) e similares as de ovocitos compactos (20-30%) relatadas por Choi et al.
(2003 e 2004b). Os resultados inferiores obtidos no presente experimento
podem estar relacionados a dois fatores: 1) a competéncia dos ovoécitos no
momento da colheita; 2) ao longo tempo decorrido entre o abate e o inicio do
cultivo. A competéncia meidtica na espécie eqlina, assim como nas outras
espécies, estd associada a configuracdo da cromatina no estagio de vesicula
germinativa antes do cultivo (MATTSON e ALBERTINI, 1990; SCHRAMM et al.,
1993; HINRICHS e WILLIAMS, 1997; HINRICHS e SCHMIDT, 2000). A
condensacao da cromatina nos ovocitos equinos € especialmente diferenciada
em relacdo ao grau de expansdo das células do cumulus. Quando foram
comparados 0s ovOcitos equinos imaturos que apresentavam as células do
cumulus compactas (provenientes de foliculos viaveis e de baixa competéncia
meidtica) com 0s que apresentavam as ceélulas expandidas (provenientes de

foliculos em diferentes estagios de atresia e com alta competéncia meidtica),
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foi observado que os compactos continham a cromatina difusa enquanto os
expandidos apresentaram a cromatina mais densa quando em estagio de
vesicula germinativa, o que pode representar uma maior resisténcia as injurias
externas como por exemplo tempo de transporte e fatores externos pos mortem
(HINRICHS et al., 1993; HINRICHS et al., 1995a; ALM e HINRICHS, 1996;
PEDERSEN et al., 2000). Hinrichs et al. (2005) relataram ainda que um grande
tempo entre o abate e a avaliacdo de ovdcitos imaturos (5 — 9 horas) pode
estar associado com um aumento significativo nas taxas de degeneracéo
(58%) para ovocitos classificados como compactos, e que a configuracdo da
cromatina se altera significantemente com o decorrer do tempo de estocagem
dos ovéarios (1 hora versus 5-9 horas), o que esta diretamente relacionado a
diminuicdo da competéncia meiotica. Os resultados obtidos no experimento I,
corroboram com os achados acima descritos, onde foram obtidas diferencas
significativas entre as taxas de degeneragdo de ovocitos expandidos (23,22%)
e compactos (38,82%) apos 30 horas de maturacdo in vitro. Apesar do intervalo
entre colheita dos ovarios no matadouro e cultivo dos ovdcitos no presente
trabalho ser de aproximadamente 10 horas, a degeneracdo de ovocitos
susceptiveis parece ocorrer rapidamente, pois em estudos anteriores nao
foram observadas diferencas significativas entre as taxas de degeneracéo de
ovocitos provenientes de ovarios estocados por 1,5 a 8,5 horas (GUIGNOT et
al., 1999) ou 3 a 15 horas (DEL CAMPO et al., 1995). No entanto, as taxas de
maturacdo nestes estudos foram consideradas menores de 50%, semelhantes
as obtidas no experimento Il apds 30 horas de cultivo in vitro, 0 que pode
sugerir que os danos aos ovoécitos ocorram precocemente entre 1 a 3 horas
apos a colheita do ovario e que acima de 20 horas até os ovoécitos expandidos
com a cromatina condensada podem ser afetados (LOVE et al., 2003).

Apesar da estocagem dos ovérios levar a altas taxas de degeneracao
principalmente para ovocitos classificados como compactos, o atraso do inicio
da maturacao representado pelo alto tempo de transporte, pode ser um fator
importante no aumento na competéncia de ovocitos equinos refletindo na alta
taxa de desenvolvimento embrionario apds ICSI. Nos CCO classificados como
compactos as taxas de producdo de blastocistos apds a ICSI sdo mais baixas
em ovaocitos recém coletados quando comparados aos estocados por 5-9 horas

(HINRICHS et al., 2005). Estes achados corroboram totalmente com os de
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Blondim et al. (1997) para os quais as alteragdes que ocorrem nos foliculos pos
mortem (4 horas a 30°C) contribuem para aumentar a maturacdo
citoplasmatica e conseqientemente a competéncia ovocitaria em bovinos. No
entanto, o acesso ao potencial real de desenvolvimento dos ovacitos equinos é
complicado pelo fato da fertilizac&o in vitro nao ter sucesso para a espécie.

Foi proposto no experimento Il a avaliacdo da eficiéncia do uso do
roscovitine como inibidor da meiose no preparo de citoplastos equinos. Para
isso os ovocitos classificados como compactos e expandidos foram avaliados
em duas situacdes: logo apds a exposicado de 24 horas e apds a exposicao de
24 horas e maturacdo in vitro por 30 horas. Quando os ovécitos equinos
imaturos foram expostos ao roscovitine, ndo foram obtidas diferencas
significativas entre os diferentes estagios de maturacéo nuclear, sendo que as
taxas de VG foram 53,85%, 54,43% e 53,33%, 43,33% para os CCO
classificados como expandidos e compactos nos grupos nao expostos e
expostos ao roscovitine por 24 horas respectivamente, corroborando aos
resultados de Choi et al. (2006a) onde a propor¢cao de ovocitos classificados
como tendo uma vesicula germinativa vidvel apds a exposi¢cdo ao roscovitine
foi de 53-70%, sem diferenca significativa quando comparado ao grupo nao
exposto a droga. Estes resultados demonstram que a droga nao interferiu na
configuracdo nuclear dos ovocitos equinos imaturos independente da
classificacdo quanto a expansao das células do cumulus.

Em 2002 Franz e colaboradores avaliaram trés doses (22uM; 66uM e
200uM) de roscovitine para o bloqueio meiotico de ovacitos eqlinos imaturos
classificados como expandidos e compactos e obtiveram melhores taxas de
inibicdo meidtica utilizando a concentracdo de 66uM quando comparada a
22uM e sem diferenca significativa quando comparada a 200uM (p = 0,003)
(FRANZ et al.,, 2003). Neste mesmo trabalho, Franz et al. (2002) também
compararam dois tempos de exposicao ao 66uM de roscovitine, 24 e 32 horas
seguidos de 24 horas de maturacdo in vitro e ndo obtiveram diferencas
significativass entre os grupos para as taxas de metafase Il, sendo que para 0s
ovocitos classificados como expandidos foram obtidos, 78%, 73% e 73% de MiIl
e para os ovocitos classificados como compactos foram obtidos, 75%, 63% e

68% de MIl para o controle, 24 e 32 horas de exposicdo ao roscovitine
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respectivamente. No experimento Il do presente estudo, assim como Franz et
al (2002) e Choi et al. (2006a) nao foram obtidas diferencas significativas entre
as taxas de maturacdo nuclear (Mll) de ovocitos equinos classificados como
expandidos e compactos expostos ao roscovitine antes da maturacgdo in vitro
(36,02%, 29,61% e 43,02%, 33,85% para os ovocitos classificados como
expandidos e compactos nos grupos nao expostos e expostos ao roscovitine
respectivamente). Este resultado demonstra que o roscovitine foi efetivo na
manutencdo da quiescéncia meidtica de ovocitos equinos por 24 horas e que
este efeito foi perfeitamente reversivel.

Estudos realizados por Ponderato et al. em 2001 demonstraram que a
exposicao prévia de ovocitos bovinos imaturos ao roscovitine foi benéfica a
taxa de formacao de blastocistos quando comparada ao grupo néo exposto. No
entanto, para os ovocitos equinos houve um comportamento diferente entre o0s
ovocitos classificados como expandidos e compactos em relacdo as taxas de
desenvolvimento embrionario ap0s a exposi¢cdo ao roscovitine. Para ovocitos
eqguinos classificados como expandidos as taxas de maturacdo permaneceram
semelhantes (64-68%) entre os grupos controle e exposto, no entanto quando
se avaliou as taxas de clivagem (89% versus 76%) e desenvolvimento de
morula e blastocistos (35% versus 19%) apés a ICSI, houve uma diferenca
significativa entre os grupos (CHOI et al., 2006a). Ja o tratamento dos ovocitos
eguinos classificados como compactos aumentou o nimero de nudcleos as 96
horas de cultivo (FRANZ et al., 2003), e manteve o desenvolvimento até o
estagio de blastocisto (21-37%, comparado com 14-27% para o controle, CHOI
et al., 2006a). Recentemente, Choi et al. (2007) compararam em ovOcitos
classificados como compactos o efeito da exposi¢cdo ao roscovitine por 16-18
horas e da incubacdo na mistura 40% TCM199 + sal de Earle’s + 40% TCM
199 + sal de Hank's e 20% SFB a temperatura ambiente (22-27°C) por 16-18
horas sobre as taxas de MIl (23% versus 22%), clivagem (75 versus 86%) e
formacdo de blastocistos apds a ICSI (17 versus 23%) e nao obtiveram
diferengas significativas. Quando a mesma analise foi realizada em ovdcitos
classificados como expandidos a incubacdo na mistura de TCM 199 pareceu
benéfica para o desenvolvimento embrionario, em relacdo aos expostos ao
roscovitine (34% versus 12%) mas nao diferiu estatisticamente dos ovocitos do

grupo controle (25%, CHOI et al., 2006b). Estes resultados confirmam um
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efeito diferenciado do roscovitine em ovocitos equinos classificados como
compactos e expandidos, pois o0 roscovitine mantem o desenvolvimento da
competéncia em ovoécitos compactos (FRANZ et al., 2003), mas diminui o
desenvolvimento da competéncia de ovocitos expandidos (FRANZ et al., 2003;
CHOI et al., 2006b). Assim de acordo com Franz et al. (2003) e Choi et al.
(2006b) o tempo adicional em cultivo sob as condi¢cdes de bloqueio meiotico €
importante para a maturacdo citoplasmatica de ovOcitos compactos mas
promove uma maturacdo excessiva dos ovocitos expandidos. E essa
diferenciacdo esta relacionada com a origem dos ovodcitos: compactos sao
originados de foliculos viaveis e relativamente jovens na configuracdo da
cromatina e na competéncia meidtica, enquanto os expandidos sdo originados
de foliculos em atresia ja maduros com competéncia meidtica e para o
desenvolvimento ja adquirida (HINRICHS e WILLIAMS, 1997; HINRICHS et al.,
2005). Efeito semelhante nao foi observado no presente experimento, uma vez
que a diferenca no potencial de maturacdo nuclear entre CCO expandidos e
compactos apos 30 horas de maturacdo in vitro desapareceu apos o
tratamento com roscovitine. Tal resultado pode ter ocorrido devido ao longo
tempo de transporte que iguala a competéncia dos CCO pois induz a
modificacdes semelhantes a atresia também nos CCO classificados como
compactos.

Séao dois os fatores que influenciam o sucesso da transferéncia nuclear:
1) aspectos bioldgicos envolvendo diferencas espécie - especificas, como a
inter-relacdo e as caracteristicas de carioplastos e citoplastos; 2) aspectos
técnicos, como a preparacdo dos citoplastos (WILMUT, 2003), uma etapa
crucial na transferéncia nuclear, pois participa na correta reprogramacao do
nucleo transferido, assegurando o desenvolvimento de embrides reconstituidos
(FULKA et al.,, 2004). Por essa razao, no experimento Ill, foi avaliada a
eficiéncia da enucleacdo quimica de ovoécitos no preparo de citoplastos
receptores equinos.

Na primeira fase do experimento Ill, com o objetivo de estabelecer a
melhor dose/resposta, 0s ovécitos equinos com 30 horas de maturacgao in vitro,
foram expostos a diferentes concentracbes de demecolcina por 2 horas. A
porcentagem de formacdo de protrusdo na regido cortical ovocitaria foi de
32,07%, 30,61% e 44,89% para 0,05ug/mL, 0,10pug/mL e 0,20pug/mL de
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demecolcina respectivamente. Nao foram observadas diferengas significativas
(p = 0,141) entre os grupos. As taxas de protrusdo obtidas foram semelhantes
as observadas por Saraiva (2006), em ovdcitos bovinos tratados com 0,05
png/mL de demecolcina, (55,1 = 13,0%). No entanto, estes resultados foram
inferiores aqueles observados por outros autores, que relataram formacao de
protrusdo em aproximadamente 70% dos ovOcitos tratados, em suinos
(KAWAKAMI et al.,, 2003) e bovinos (LI et al., 2004). Tal fato pode ter sido
decorrente da utilizacdo de ovocitos sem prévia selecdo da presenca do
primeiro corpusculo polar, procedimento realizado pelos autores citados e,
portanto, sem caracteristicas nucleares indicativas de maturacédo, o que implica
na utilizacdo de uma populacdo heterogénia de ovocitos. Para a espécie
eqlina esta observacdo corrobora com os resultados obtidos, pelas baixas
taxas de maturacdo nuclear, em média 32,81% de MIl e pela baixa qualidade
dos ovdcitos equinos, diminuindo assim a resposta a demecolcina.

Em geral na espécie bovina, a protrusdo nuclear fica localizada no
espaco perivitelinico proxima do 1° CP, no entanto, Saraiva (2006), observou
uma correlacao positiva entre o tempo de maturacéo in vitro e a distancia entre
as estruturas, aparentemente uma diminuicdo no tempo de cultivo promove a
formacao de protrusdo mais préxima ao CP, o que facilita a enucleacdo. Para a
espécie equina, o encurtamento do periodo de maturacao in vitro, ndo traria o
mesmo beneficio visto que o 1° CP esta frequentemente deslocado da posicéo
esperada em relacdo a metafase (DOMINKO et al., 2000). Além disso, uma
outra caracteristica da espécie equina é a rapida degeneracdo do CP apods a
sua extrusao, o que dificulta a utilizacdo desta caracteristica morfoldégica na
estimativa da maturacao nuclear apos o cultivo.

Na segunda fase do experimento lll, foi estabelecida a comparagao
entre as espécies bovina e equina, para tanto foi selecionada para bovinos a
melhor dose resposta estabelecida por Saraiva (2006) 0,05ug/ml. Para
equinos, apesar de nao terem sido obtidas diferencas significativas entre os
grupos na primeira fase deste experimento, numericamente a concentracao de
0,20upg/ml de demecolcina apresentou melhores taxas de formacdo de
protrusdo na regido cortical ovocitaria (44,89%). Nao foram obtidas diferencas
significativas em relacédo as taxas de formacao de protrusdo nuclear na regido

cortical, quando foram comparados ovdcitos bovinos e equinos classificados
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como compactos (38,76% versus 23,64%, respectivamente, p = 0,070),
ovocitos bovinos e equinos classificados como expandidos (28,30%, p = 0,243)
e entre os ovécitos equinos classificados com cumulus compacto e expandido
(p = 0,738).

No presente experimento, foi observado que parte dos ovocitos bovinos
apresentavam somente uma estrutura no espaco perivitelinico, a protrusdo
contendo toda a cromatina (Figura 31), o que provavelmente esta relacionado a
incompleta extrusdo do corpusculo polar, possivelmente causada pela alta
atividade do MPF ou falta de microtubulos (agdo da demecolcina) (SARAIVA,
2006). De acordo com Li et al. (2005) a organizagédo e desorganizacao do
citoesqueleto, em particular microtdbulos e microfilamentos, tém papel
fundamental na formacdo do fuso meiédtico, alinhamento e segregacdo dos
cromossomos, movimento do material nuclear de uma posi¢ao central para a
regido cortical e extruséo de 1° e 2° CP.

Apesar da grande quantidade de estudos em murinos, leporinos,
coelhos, suinos e bovinos, este € o primeiro relato do uso de demecolcina na
enucleacdo quimica de ovocitos equinos, sendo assim, as razdes para as
diferencas espécie-especificas, ainda ndo sdo bem compreendidas.

A resposta normal de ovocitos maturos a fertilizacdo, inclui a
exocitose dos granulos corticais, finalizacdo da meiose, formacdo dos pro-
nacleos e clivagem. Estas respostas caracterizam a ativagdo ovocitaria e sédo
associadas ao influxo de calcio durante a fertilizagdo (CUTHBERTSON et al.,
1981), que promove a destruicao transitoria de proteinas como o CSF e o Mos
(MASUI et al., 1984; PARRISH et al., 1992), levando a degradacé&o da ciclina B,
promovendo a queda do MPF. Os ovdcitos eqliinos apresentam baixa taxa de
ativacdo partenogenética espontanea (1,42%, CHOI et al.,, 2001a; 4-5%,
HINRICHS et al., 1995b; 0%, Dell AQUILA et al., 1999; 0% LI et al., 2000).
Assim essa etapa € necessaria nos protocolos de transferéncia nuclear, com o
objetivo de induzir a fusdo e reprogramacédo do nucleo injetado no citoplasto
receptor e iniciar as divisbes celulares (XIHE et al., 2000). As taxas de
producdo de potros nascidos por embrides transferidos, pré-ativados com
ionomicina foi de 25%, maior do que a reportada por outros laboratorios os
quais associaram ionomicina + cicloheximide (0%, Vanderwall et al., 2004) ou
cicloheximide + 6 DMAP (6%, Galli et al., 2003, 1% Lagutina et al., 2005), o
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baixo desenvolvimento até o estagio de blastocisto pode ser relacionado a
ineficiéncia da ativagéo artificial de ovocitos equinos (HINRICHS et al., 2006b).
Foi demonstrado que a idade dos ovdcitos (tempo em que permanecem
no meio de maturacao para atingir Mll) influencia as taxas de ativacao artificial
(CLARKE e MASUI, 1983). Ovocitos envelhecidos tem a capacidade de
sintetizar CSF diminuida e assim um estimulo simples para ativacao seria o
suficiente para a obtencédo de resultados positivos (HINRICHS et al., 1995b).
No entanto, a falha de tratamentos utilizando somente iondforo de calcio e
etanol em induzir taxas significativas de ativacao artificial qguando comparados
a combinacdo com cicloheximide, sugere que s o pico inicial de calcio ndo é
suficiente para inibir o CSF (HINRICHS et al., 1995b). Sendo assim, no
experimento V, foram avaliadas combinacdes de drogas com diferentes
mecanismos de acdo na tentativa de estabelecer o melhor protocolo de
ativacao artificial de ovacitos bovinos e equinos maturados in vitro por 24 e 30
horas respectivamente. Hinrichs et al. (1995b) obtiveram diferencas
significativas entre as taxas de ativacdo de ovOcitos equinos quando foram
utilizados etanol, etanol + cicloheximide, ionoforo de célcio e iondforo de calcio
+ cicloheximide na ativagéo artificial de ovocitos classificados como compactos
(2%, 19%, 11% e 26%) e expandidos (22%, 24%, 11% e 70%),
respectivamente. Neste trabalho de Hinrichs e colaboradores em 1995(b) o
tratamento com iondéforo de calcio + cicloheximide foi benéfico para ovécitos
classificados como expandidos em relacdo aos compactos, pois o cultivo por
30 horas em meio de maturacdo pode representar uma “hiper’” maturacao ou
“envelhecimento” ovocitario, levando uma menor capacidade de producao de
CSF e manutencdo de baixos niveis de MPF necessario para uma ativacéo
artificial eficiente. Li et al (2000) obtiveram resultados semelhantes aos
descritos por Hinrichs et al (1995b), com taxas de 56% de finalizacdo da
meiose e descondensacdo da cromatina resultantes da ativacdo artificial de
ovocitos equinos expandidos. Aparentemente 0s ovocitos compactos em Mil
tem habilidade reduzida em responder aos estimulos da ativacdo (HINRICHS
et al., 1995b) e habilidade reduzida para formar pro-nucleo masculino apés a
ICSI (Dell AQUILA et al.,, 1997b). No entanto, no presente experimento, néo
foram obtidas diferencas significativas entre os ovoécitos equinos classificados

como compactos quanto as taxas de ativagdo apos a exposi¢cdo aos diferentes
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protocolos. Mais uma vez o efeito do longo tempo de transporte sobre os
ovocitos com cumulus compacto pode estar igualando a sua resposta a do
grupo de ovécitos com cumulus expandido. Por outro lado, quando ovécitos
equinos com cumulus expandido foram utilizados, observou-se um efeito
positivo na associagcdo ionomicina + 6 DMAP, independente da concentracdo
de célcio utilizada.

Uma comparacao entre as taxas de ativacao artificial de bovinos e
equinos € arriscada, visto que como descrito no experimento Il, as taxas de
degeneracéao pré (28,01%) e pos (31,02%) maturacao in vitro sdo altas para a
espécie eqliina o que repercute em menores taxas de Mll e conseqientemente
de ativacdo artificial. No presente experimento observou-se que em ovOcitos
bovinos o tratamento com ionomicina associada a drogas que inibem a sintese
protéica como o cicloheximide ou que atuam diretamente inibindo o MPF foi
mais eficiente em induzir a ativacdo ovocitéria, independente da concentragéo
de calcio livre no meio. Comportamento semelhante foi observado em ovaocitos
equinos com cumulus compacto, mas nao em expandido onde a utilizacdo de
cicloheximide, independente da concentragdo de calcio, levou a niveis
inferiores de ativagdo ovocitéria. Hinrichs et al. (1995b) obtiveram taxas de 49%
versus 55% de ativacdo utilizando o protocolo de ionéforo de calcio +
cicloheximide para ovocitos equinos e bovinos em MIl respectivamente. Estes
resultados s&do superiores aos obtidos no presente experimento utilizando
ionomicina + cicloheximide com baixa concentracdo de calcio em ovdcitos
bovinos (34,78%) e equinos (8,70%). No presente estudo, o tratamento com
cicloheximide, foi benéfico quando aplicado a ovécitos bovinos, independente
da concentracdo de calcio utilizada, apresentando resultados de ativacéo
semelhantes aos obtidos com ionomicina + roscovitine ou 6 DMAP (65,12%,
60,16% e 48,89% nos protocolos acima com alto calcio e 34,78%, 48,84% e
40,82% nos protocolos acima com baixo célcio). Estes resultados corroboram
com os de Presicce e Yang (1994) que obtiveram taxas de ativacao artificial de
ovaocitos bovinos entre 40 e 70%.

A ionomicina induz um uUnico aumento de calcio intracelular apés 1 a 5
minutos (NAKADA e MIZUNO, 1998), o que pode nao ser suficiente para
manutencdo da ativacdo ovocitaria, visto que durante a fertilizacdo foi

observado um pico de calcio inicial e prolongado (521 nM), responsavel pela
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exocitose dos granulos corticais e a indugéao da retomada da meiose (KLINE e
KLINE, 1992) seguido de um periodo de 1-3 horas de picos menores (368 nM)
e intermitentes em intervalos de 5-20 minutos (NAKADA e MIZUNO, 1998). O
melhor estimulo para a ativacdo € um grande numero de oscilagdes nos niveis
de célcio com alta amplitude nos picos, resultando em uma melhora
significativa no desenvolvimento pés-implantagdo (BOS-MIKICH et al., 1997), e
relacionado com a expressao génica da cromatina transferida, assim como no
controle transcripcional e no estimulo da expressdo génica das células
somaticas (DOLMETSCH et al., 1997, Li et al., 1998). O estrbncio tem essa
caracteristica pois mobiliza o célcio de estoques citoplasmaticos
(CUTHBERTSON, et al.,, 1981), induzindo mudltiplos picos de calcio em
camundongos (BOS-MIKICH et al., 1995) de baixa freqiiéncia e amplitude, mas
de longa duragdo quando comparados aos observados durante a fertilizag&o
(KLINE e KLINE, 1992; JELLERETTE et al.,, 2000). No entanto, as taxas de
ativacdo artificial obtidas para ovocitos bovinos ativados com ionomicina +
estrdncio, no presente experimento, foram de 40,82% e 19,05% para alto e
baixo calcio respectivamente, inferiores as obtidas por Méo et al. (2005)
(63,3%), e similares aos 26,7% quando o estroncio foi utilizado isoladamente
(MEO et al., 2004). A utilizacéo do estrdncio sozinho ou em combinac¢&o com
ionomicina foi mais efetiva na exocitose dos granulos corticais quando
comparados a ionomicina isolada (MEO et al., 2005), muito provavelmente pela
producdo de multiplos pulsos de liberacdo de célcio intracitoplasmético,
indicando que a combinacéo de protocolos com o ionoforo de calcio tém efeito
sinérgico para bovinos (PRESICCE e YANG, 1994), suinos (JILEK et al., 2000)
e equinos (HINRICHS et al., 1995b).

Baseado nos resultados superiores obtidos nos protocolos ionomicina +
cicloheximide, + roscovitine e + 6 DMAP, obtidos para ovécitos bovinos, optou-
se pela sua utilizacdo na ativacao artificial de ovécitos equinos. A formacao de
pré-nucleo apoés ativacao artificial de ovécitos equinos utilizando ionomicina + 6
DMAP, inibidor da fosforilacdo protéica, foi de 32% (PIMENTEL et al., 2002),
45% (CARNEIRO et al., 2001) e 60% (GALLI et al., 2007), corroborando com
os resultados do presente experimento, no qual taxas de 37,78%, 26,67% para
ovocitos classificados como compactos em meios com alta e baixa

concentracdo de calcio respectivamente e 59,46% e 44,74% para ovocitos
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classificados como expandidos em meios com alta e baixa concentracéo de
calcio foram usados respectivamente. No entanto, as taxas de Choi et al.
(2004) foram superiores (83% de clivagem) quando se combinou extrato
espermatico ao 6 DMAP e acima de 90% para cicloheximide + 6 DMAP (GALLI
et al., 2007).

No experimento IV do presente trabalho, para ovocitos equinos
classificados como compactos, ndo foram observadas diferencas significativass
entre os grupos de ativacao artificial, em relacdo as drogas e a concentracao
de célcio. Para os ovdcitos classificados como expandidos, em meio com alto
calcio, a utilizacdo do 6 DMAP (59,46%) foi superior aos demais grupos (16,28
% e 17,39% para roscovitine e cicloheximide, respectivamente). Em meio com
baixo calcio , o grupo de ovocitos ativados com 6 DMAP néao diferiu
estatisticamente do grupo roscovitine (44,74% e 25,00%, respectivamente) e
ambos foram superiores ao grupo cicloheximide (17,78%). Aparentemente, a
inibicdo da fosforilacao protéica promovida pelo 6 DMAP e a inibicdo especifica
do MPF, por meio da adesdo de ATP, promovida pelo roscovitine foram
benéficas para a ativacdo artificial de ovocitos equinos classificados como
expandidos, em relagéo a utilizagdo do cicloheximide como inibidor da sintese
protéica.

Foi relatado o uso de roscovitine na ativacéo artificial de ovocitos de
ratos (MITALIPOV et al., 2001) e Xenopus (FLAMENT et al., 2000), no entanto,
em equinos este € o primeiro relato do uso de roscovitine na ativacao artificial.
Foi avaliado somente na injecdo intracitoplasmatica de 25uM / 50uM
juntamente com o extrato espermatico, sem beneficios as taxas de ativagéo
quando comparado a utilizacdo de extrato espermatico isolado (HINRICHS et
al.,, 2006b). No entanto, os resultados obtidos no presente experimento
mostraram que o0 uso do roscovitine na ativacdo de ovdcitos equinos foi
eficiente, com indices comparaveis a protocolos ja consagrados como o
ionomicina + 6 DMAP.

As taxas de clivagem obtidas por Carneiro e colaboradores (2006)
ndo diferiram entre os grupos de ativacdo partenogenética de ovocitos equinos
(38%, 33% e 20% para 0s grupos ionomicina + 6 DMAP, timerosol + DTT e
estroncio + DTT, respectivamente). Os resultados de Carneiro et al. (2006) sé&o

superiores ao do presente experimento utilizando o protocolo ionomicina + 6



115

DMAP, no qual foram obtidos 11,63%, 11,63%, 11,11% e 7,69% nos grupos de
ovocitos equinos classificados como compactos em alto e baixo célcio e
expandidos em alto e baixo calcio respectivamente. No entanto, para Carneiro
et al. (2006) o nimero de células obtidas por embrido foi pequeno, sendo que
apenas 0 grupo ionomicina + 6 DMAP chegou ao estagio de moérula (16%),
enguanto 0S outros grupos apresentaram embriées com 2 e 4 células apenas.
O bloqueio na primeira divisao celular pode ser devido a deficiéncias de fatores
citoplasmaticos ou falhas na ativacdo do ovocito receptor (LI et al.,, 2002).
Combinacgdes do tipo pulso elétrico + cicloheximide + etanol + 6 DMAP (9,6%
de blastocistos) ou pulso elétrico + cicloheximide + etanol + estréncio + 6
DMAP (0% de blastocistos) podem afetar a capacidade de desenvolvimento
embrionario e ndo sdo recomendadas, enquanto o protocolo pulso elétrico +
etanol + estroncio + 6 DMAP apresentou as melhores taxas de formacao de
blastocistos (25,1%) na ativacao artificial de ovécitos bovinos (HOSSEINI et al.,
2007).

No presente experimento, apesar de taxas de clivagem de ovocitos
equinos baixas obtidas no grupo ativado com ionomicina + cicloheximide (0% a
3,85%), apenas 0s ovQcitos classificados como expandidos em alto calcio
apresentaram diferencas significativass entre os diferentes grupos de ativacéo
artificial (11,11%, 4,88% e 0,00% para 0s meios ionomicina + 6 DMAP,
ionomicina + roscovitine e ionomicina + cicloheximide, respectivamente), sendo
gue o grupo ativado com 6 DMAP e roscovitine ndo diferiram entre si e
corroborando com a observacéo prévia realizada neste experimento quanto ao
mecanismo de acdo das drogas utilizadas.

Apesar de altas taxas de ativacdo artificial de ovocitos equinos
expandidos, utilizando extrato espermatico (72%) obtida por Choi et al. (2002a),
a porcentagem de embrides reconstituidos por meio de transferéncia nuclear e
clivados aos quatro dias foi baixa (6 a 22%), e em média dois a quatro nucleos
por embrido clivado foi observado (CHOI et al., 2002a). No presente
experimento somente 13,79% dos embrides clivados atingiram o
desenvolvimento até oito células. O blogueio embrionario ocorre em embrides
bovinos principalmente no estagio de 8 células e estd mais relacionado com a
qualidade citoplasmatica do ovocito (MEIRELLES et al., 2004). Acredita-se que

dois mecanismos sejam causadores do bloqueio embrionario: a inabilidade em
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superar a repressdo da cromatina e ativar importantes genes de
desenvolvimento e reacdo as injurias causadas pelo ambiente de cultivo
(BETTS e KING, 2001).

O cultivo de embrides equinos in vitro pode ser associado ao
desenvolvimento de prenheses anormais, nas quais 0 blastocisto apresenta
somente o trofoblasto, sem massa celular interna (MCI) (PRUITT, et al., 1991,
WOODS et al.,, 2002). Somente trés laboratorios obtiveram o nascimento de
potros a partir da transferéncia de blastocistos produzidos por ICSI e cultivados
in vitro (LI et al., 2001, GALLI et al., 2007, HINRICHS et al., 2007b). Woods et
al. (2002) em procedimentos de transferéncia nuclear também obtiveram
embribes sem MCI, em 2003 o mesmo grupo observou um aumento da
viabilidade embrionaria relacionado ao acréscimo em 3 e 6 vezes da
concentracdo de célcio no meio de cultivo. Niveis de célcio 39 vezes maiores
foram obtidos no fluido folicular de éguas quando comparado ao de vacas
(WHITE et al., 2004). Apesar dos indicios, Hinrichs et al. (2007b), observaram
que o acréscimo de célcio ao meio de cultivo (1,8mM para 4,9mM) piorou (13%
versus 23% para o controle) as taxas de producéo de blastocistos produzidos
por meio de ICSI e 80% dos embrides cultivados em alto calcio demonstravam
sinais de degeneracdo. As diferencas nos resultados obtidos por Woods et al.
(2003) e Hinrichs et al. (2007b) estao relacionadas principalmente as diferentes
metodologias utilizadas, Woods e colaboradores realizaram transferéncia
nuclear e provavelmente os meios com alta concentracéo de célcio podem ter
afetado principalmente a ativacao artificial (ionomicina + cicloheximide), onde
maior quantidade de calcio pode ter sido transportada para dentro da célula
durante a acdo da ionomicina, e talvez este tenha sido o maior fator
correlacionado ao aumento da viabilidade dos embrides produzidos (WOODS
et al., 2003). Nos resultados do presente experimento ndo houve diferenca
significativa entre as taxas de ativacdo e clivagem de ovocitos equinos quando
foram comparadas altas e baixas concentracfes de calcio dentro do mesmo
protocolo de ativagao artificial.

Quando foi avaliado o efeito de duas concentracfes de calcio sobre as
taxas de ativacdo artificial de ovécitos bovinos, diferente de outros
pesquisadores, para 0s quais 0 cultivo de ovdcitos bovinos em meio de

ativacdo com estréncio, sem a presenca de calcio e magnésio foi benéfica para



117

a taxa de descondensagdo da cromatina quando comparado a meios com
10mM de célcio (34,4% versus 6,5% respectivamente) (BOS-MIKICH et al.,
1995), os resultados do presente experimento apresentaram diferencas
significativas, indicando que o alto calcio foi benéfico para os grupos ionominica
+ cicloheximide (65,12% versus 34,78%) e ionomicina + estroncio (40, 82%
versus 19,05%). Segundo Bos-Mikich et al. (1995) os niveis baixos de calcio e
magneésio teriam um efeito benéfico sobre a diminuicdo da sintese protéica
descrita em ratos ap0s a reducéo das concentracfes de calcio e magnésio do
meio de cultivo.

E possivel que diferencas espécie especificas na sensibilidade de
receptores IP3 e a qualidade ovocitos maturados in vitro possam contribuir, ao
menos em parte, a baixa resposta de ovocitos equinos aos tratamentos de
ativacao artificial (BEDFORD et al., 2003).

O periodo ideal de maturacéo in vitro para que os ovoécitos equinos se
tornem totalmente competentes ainda é desconhecido. Estudos demonstraram
que ovocitos em MI, apresentam baixa resposta ao aumento de calcio durante
a ativacao artificial (SHIRAISHI et al., 1995, JONES e NIXON, 2000). Em
outras espécies existem alteragcbes na distribuicdo e sensibilidade dos
receptores IP3 durante a maturacdo ovocitaria (SHIRAISHI et al., 1995;
FISSORI et al., 1999). A direta exposicdo dos cromossomos no citoplasma €&
importante para a reprogramacao da cromatina e consequente
desenvolvimento embrionario (WAKAYAMA e YANAGIMACHI, 2001a). Altos
niveis de MPF em ovdcitos enucleados em MIl induzem a quebra do envelope
nuclear do nucleo transferido, resultando em condensacdo do cromossomo,
importante para a reprogramacao nuclear (COLLAS e ROLB, 1991). Estes
achados corroboram com os resultados obtidos no experimento V do presente
estudo, no qual independente da classificacdo dos ovocitos em cumulus
compactos e expandidos, do protocolo de ativacdo artificial utilizado e da
eXxposicao prévia ou ndo ao roscovitine, o percentual de ovécitos com formacéo
de nucleo descondensado foi significantemente maior para os ovécitos em
metafase Il (p = 0,033) quando comparados aos em metéafase I.

Muitos aspectos da reproducdo em equinos séo unicos, sendo que as
metodologias desenvolvidas em roedores e outras espécies domeésticas, como

a fusao celular ndo podem ser aplicadas automaticamente (LI et al., 2002). O
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uso do virus Sendai inativado tem se mostrado benéfico a fusdo celular em
roedores e ovinos (MCGRATH e SOLTER, 1984; WILLADSEN, 1986), mas néo
em bovinos (ROLB et al., 1987), pulsos elétricos fusionaram 60-90% das
células de ovinos, bovinos e suinos (WILMUT et al.; 1997; KATO et al., 1998;
POLEJAEVA et al.,, 2000) e 20-60% em equinos (CHOI et al., 2001b) em
procedimentos de transferéncia nuclear.

A mudanca do potencial elétrico durante a fusédo celular desestabiliza a
membrana plasmatica levando a alteragbes nos filamentos de actina
(PRATHER e FIRST, 1990; KAWAHARA et al., 2002). A clivagem mitotica €
dependente de uma distribuicdo normal dos filamentos de actina (WANG et al.,
2000) que formam os anéis contrateis responsaveis pela divisao celular (CAO
et al., 1990). Alem disso, as fragmentacdes formadas pela alteracdo dos
flamentos de actina interferem no contato célula-célula, alterando a
compactacdo e cavitacdo embrionaria (MINA et al., 2000). Também foram
reportadas dificuldades em ovadcitos suinos (KAWANO et al., 2004) e bovinos
(GALLI et al., 2002) quanto a injecdo da célula doadora de ndcleo no espaco
perivitelinico do citoplasto para a realizacdo da fusdo. Sendo assim no
experimento V do presente estudo foi preconizado a injecdo direta da célula
doadora de nucleo no citoplasto receptor.

Altas taxas de reconstituicdo foram produzidas em camundongos por
meio da injecdo intracitoplasmatica direta da célula doadora de nucleo (79 a
95%, (WAKAYAMA et al., 1998; WAKAYAMA e YANAGIMACHI, 2001b). Em
equinos, a injecdo direta por meio de Piezo drill, resultou em altas taxas de
reconstituicdo quando comparado a eletrofusdo (82% versus 20-67%, CHOI et
al., 2001b e 2002a).

Quando a injecdo nuclear direta é utilizada, existe a possibilidade de
uma quebra incompleta da membrana plasmatica da célula doadora de nucleo,
associado a isso meio de cultivo e membranas também séo injetadas, podendo
resultar em falhas na transferéncia nuclear (CHOI et al., 2002a). No entanto, os
resultados observados em reconstituicées interespécies (fibroblasto equinos
em citoplasto bovino) utilizando Piezo drill foram maiores (81%, CHOI et al.,
2002a) quando comparados a eletrofuséo (69%, HINRICHS et al., 2000). E os
resultados se mantiveram nas taxas de clivagem (88% versus 41%). Baseado

nestes achados fica evidente o melhor desenvolvimento inter espécies quando
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comparado ao equino - equino, e corroboram com resultados previamente
obtidos utilizando a eletrofusédo (REGGIO et al., 2001), confirmando
observacdes anteriores que a qualidade dos ovdcitos equinos € um entrave
para o sucesso da biotecnologia.

No presente experimento, ndo foi possivel a utilizacdo do Piezo drill na
transferéncia do nucleo doador, o que pode ter resultado em baixas taxas de
descondensacdo nuclear apds a reconstituicdo ovocitaria. Vale ressaltar que
todos os resultados positivos de reconstituicdo em equinos, por meio de injecao

direta, foram obtidos com a utilizag&do do Piezo drill.
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7 CONCLUSOES

Experimento I:

* A metodologia utilizada no cultivo e armazenamento de fibroblastos de
equinos de animais adultos se mostrou eficiente;

* Ambas as metodologias de obtencdo de quiescéncia celular (privacao de
soro e confluéncia) resultaram em altas taxas de integridade de
membrana;

e A privacdo de soro foi mais eficiente do que a confluéncia na
sincronizacdo do ciclo celular, apresentando porcentagens de células

em GO/G1 mais elevadas.

Experimento II:

* O roscovitine foi eficiente na inibicio da meiose por 24 horas,
sincronizando o0 inicio do processo e permitindo uma melhor
programacao das rotinas de transferéncia nuclear.

* As taxas de maturacdo nuclear obtidas nos grupos expostos e nao
expostos ao roscovitine demonstram a reversibilidade da inibicdo

meidtica promovida pela droga.

Experimento Ill:

A demecolcina foi eficiente na enucleagdo quimica e preparo de
citoplastos receptores bovinos e equinos por TN.

Experimento IV:
« A ativacdo partenogenética de ovoécitos bovinos foi mais eficiente

quando se utilizou a combinagdo de ionomicina com cicloheximide ou

ionomicina com roscovitine, independente dos niveis de célcio no meio.
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» A utilizacdo de altas concentracfes de calcio ndo foi benéfica para a
ativacdo partenogenética de ovocitos bovinos e equinos, nas condi¢des
estudadas.

A associacdo de ionomicina e roscovitine foi eficiente em induzir a
ativacdo partenogenética de ovoécitos equinos classificados como
expandidos.

e A producdo de embrides equinos partenogenéticos foi baixa,
independente do tratamento, ressaltando a baixa competéncia dos

ovocitos utilizados.

Experimento V:

« O estagio de maturacdo nuclear influenciou a descondensacdo da
cromatina do nucleo doador ap0és a reconstituicao.

* A técnica de injecao direta da célula doadora de nucleo no citoplasto
receptor resultou em indices insatisfatérios de producdo de embrides

clonados.
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