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“A vida € uma peca de teatro que ndo permite
ensaios. Por isso, cante, chore, dance, ria e
viva intensamente, antes que a cortina se
feche e a peca termine sem aplausos.”
Charles Chaplin
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EFEITOS DE AGENTES DESMETILANTES SOBRE A VIABILIDADE
CELULAR E EXPRESSAO GENICA EM FIBROBLASTOS BOVINOS
CULTIVADOS IN VITRO

RESUMO - Durante o processo de clonagem por transferéncia nuclear, as
marcas epigenéticas existentes nas células devem sofrer um processo de
reprogramacado, para que o desenvolvimento embrionario ocorra de forma
correta, porém, essa reprogramacao ndo é completamente eficaz. Assim, a
utilizacdo de substancias desmetilantes, como a Procaina e SAH, podem ser
de grande valia para facilitar essa reprogramacéo. Ao avaliar a viabilidade
celular e a expressdo de genes relacionados a pluripoténcia e alteracdes
epigenéticas, nos permitiu verificar a atuagéo de drogas desmetilantes como a
Procaina e a SAH em cultivo de células somaticas. Essas drogas podem
auxiliar a desprogramacao epigenética e serem Uteis para uma melhoria do
processo de clonagem por TN. Os fibroblastos bovinos tratados com 1mM de
Procaina apresentaram menor viabilidade celular em relacdo ao grupo nao
tratado (controle), enquanto que as células tratadas com 2mM de SAH nao
apresentaram diferenca em sua viabilidade entre os grupos experimentais. Os
genes OCT4 e NANOG foram detectados tanto nas células controle como nas
tratadas com 1mM de Procaina. Os genes HDAC2 e DNMT1 foram detectados
nos mesmos niveis, tanto nas células tratadas com 1mM de Procaina quanto
nas tratadas com 2mM de SAH. Com os resultados obtidos nesse estudo,
concluimos que os genes OCT4 e NANOG nao sao marcadores moleculares
para pluripoténcia celular em bovinos e que com possiveis modificacdes no
cultivo celular, podemos alterar os padrdes epigenéticos do DNA das células
doadoras de nucleo para a clonagem por TN, contribuindo para o incremento

dos resultados da técnica.

Palavras-Chave: clonagem, epigenética, expressdo génica, pluripoténcia

celular, substancias desmetilantes
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EFFECTS OF DEMETHYLATING AGENTS IN THE BOVINE FIBROBLASTS
IN VITRO CULTURE ON CELL VIABILITY AND GENE EXPRESSION

ABSTRACT - During the process of cloning using nuclear transfer,
epigenetic marks in cells must go through a reprogramming process, so that
embryonic development can occur appropriately. However, during TN this
reprogramming process is not completely efficient. Analysis of cell viability and
expression of genes related to pluripotency and epigenetic changes, allowed us
to evaluate the action of demethylation drugs such as Procaine and SAH in
somatic cell cultures. These substances are potencial inducers of epigenetic
reprogramming and they could be used to improve the process of cloning by
TN. The bovine fibroblasts treated with 1 mM Procaine had lower cell viability
compared to the control group (non trated), while the group treated with 2 mM
of SAH did not differ from the controls. OCT4 and NANOG genes were detected
in control group as well as in the group treated with 1mM Procaine, while
HDAC2 and DNMT1 genes were expressed in cells treated with 1 mM of
Procaine as in those treated with 2 mM of SAH, showing no significant
difference between the experimental groups. In this study we concluded that the
OCT4 and NANOG genes are not molecular markers for cellular pluripotency in
bovines and we can modify the epigenetic patterns of DNA of the nucleus donor
cells for cloning by TN process, contributing to the improving of the results of

this technique.

Key-words - cloning, epigenetic, gene expression, cell pluripotency,

demethylation substances



1 - INTRODUCAO

O processo de clonagem através da transferéncia nuclear (TN) de
células sométicas foi executado com éxito em uma variedade de espécies de
mamiferos (camundongos, ovelhas, bovinos, suinos, entre outros) e tem
aplicacdes potenciais para a saude humana, melhorias nos indices produtivos
e reprodutivos dos animais de producdo e preservacdo de espécies
ameacadas de extincdo. A geracdo de animais viaveis através desta técnica,
demonstra que o ndcleo de células somaticas diferenciadas de mamiferos pode
ser reprogramado quando transferido a um ovécito enucleado. Apesar disto, a
eficiéncia da produc@o de animais vivos e viaveis € bastante baixa (2 — 5%)
(GORDON, COLMAN, 1999). Isso ocorre em funcdo de uma elevada perda
durante o desenvolvimento embrionario e fetal. Aléem disso, muitos animais
apresentam anormalidades de desenvolvimento como: aumento do peso
corporal, placentomegalia, hipertensao pulmonar e problemas respiratorios.

E rotineira a utilizacdo de fibroblastos de pele como célula doadora de
nucleo. As caracteristicas que determinam que uma célula é diferenciada sao
comandadas por diferentes padroes de metilacdo de DNA e alteracbes pos-
traducionais das histonas que formam a eucromatina (menos metilada e mais
transcricionalmente ativa) e a heterocromatina (mais metilada e menos
transcricionalmente ativa) sendo que cada tipo celular tem seu proprio padréo
de metilacdo de DNA e de modificacdes nas histonas. Para a utilizacdo desse
tipo celular na producdo de clones, € necessario que a célula sofra uma
reprogramacao epigenética, ou seja, € preciso que ela perca sua memoria
epigenética de célula somatica e se torne uma célula capaz de gerar todos os
tipos celulares de um novo individuo.

Atualmente, o grande entrave que dificulta alcancar melhores indices de
sucesso na clonagem por TN € a ocorréncia de uma reprogramacao
epigenética incompleta do nucleo das células somaticas doadoras. A estrutura
responsavel por essa ‘reprogramacao” ou “desprogramacdo” € o ovocito
enucleado, que precisa desmetilar o nucleo transferido até certo ponto em que
ele seja capaz de gerar qualquer tipo celular. Porém, este processo ndao pode

afetar os genes imprinted, que sdo genes de expressdao monoalélica, marcados



de forma sexo-especifica, necessérios para um desenvolvimento embrionario
normal.

Como o ovécito ndo consegue desprogramar corretamente o nucleo das
células doadoras, o tratamento das células somaticas com substancias
desmetilantes de DNA, pode ser de grande ajuda antes da transferéncia
nuclear. O uso da Procaina e da S-adenosil-L-homocisteina (SAH), que séo
substancias consideradas desmetilantes de DNA, durante o cultivo celular das
células doadoras de nucleo € uma alternativa para melhorar o processo de
reprogramacao nuclear, tendo em vista que varios genes da célula diferenciada
necessitam ser silenciados e outros do programa embrionario serem ativados.

Entre estes genes do “programa embrionario”, estdo inclusos alguns
fatores de transcrigdo como “Octamer binding protein 4” (OCT4) e NANOG,
responsaveis pela aquisicdo e manutencdo do estado pluripoténcia da célula e
de genes relacionados com modificacbes no padrédo de metilacdo do DNA e
acetilacdo das histonas (DNMT1 e HDAC, respectivamente). E possivel que o
tratamento de células com substancias desmetilantes de DNA altere a
expressao desses genes podendo favorecer o desencadeamento de um estado
de pluripoténcia com maior facilidade. Assim, acreditando que um processo de
desmetilacdo do DNA anterior a transferéncia nuclear possa melhorar a
eficiéncia da técnica de clonagem, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
expressdo de genes relacionados com a totipoténcia celular e alteracdes
epigenéticas em fibroblastos bovinos cultivados com substancias

desmetilantes, na busca por marcadores moleculares para a eficiéncia da TN.



2 — REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Epigenética

As células sométicas de organismos multicelulares possuem um DNA
gendmico praticamente idéntico entre si, porém, estes organismos produzem
tipos celulares distintos, muitas vezes de forma clonal e hereditaria. As
diferencas entre os varios tipos celulares, em relacdo a morfologia, expressao
génica e consequentemente a funcéo, podem ser explicadas por caracteristicas
epigenéticas. Essas caracteristicas podem ser definidas como “fenétipos
herdaveis, resultantes de mudan¢cas nos cromossomos sem alteracfes na
sequéncia primaria do DNA” (BERGER et al.,, 2009). Estas mudancas
cromossomais incluem modificagbes quimicas no DNA e nas proteinas
cromossomais, que podem ser propagadas por mitose e em alguns casos por
meiose (BHAUMIK et al., 2007; LANGE, SCHNEIDER, 2010).

Os eventos epigenéticos mais conhecidos sdo metilacdo de DNA,
metilacdo, acetilacdo, fosforilagéo, ubiquitinacdo, sumoilacdo, nitrilagcdo, ADP-
ribosilacdo, glicosilacdo, entre outras modificacbes poés-traducionais (PTMs)
gue as histonas sofrem (EILERTSEN et al.,, 2007). Essas alteracdes sé&o
marcas reversiveis e podem ser afetadas por estimulos ambientais como o
estado nutricional, no caso de animais, e a temperatura, no caso de plantas
(JAENISCH, BIRD, 2003).

O DNA genbmico pode ser modificado por metilacdo e hidroximetilacéo
da citosina, predominantemente no dinucleotideo CpG (HENDRICH,
TWEEDIE, 2003; KRIAUCIONIS, HEINTZ, 2009; TAHILIANU et al., 2009). A
metilacdo do DNA interfere na atividade gendmica, reduzindo a atividade
transcricional. Um efeito importante sobre a transcricdo é mediado pelo
reconhecimento especifico de DNA metilado por proteinas com dominio tipo
Zinc Finger que se ligam ao grupo metil do dinucleotideo CpG, causando
represséao transcricional (KLOSE, BIRD, 2006). Os padrdes de metilacdo do
DNA variam de acordo com o0s estagios de desenvolvimento e entre tecidos
diferentes (BOGDANOVIC, VEENSTRA, 2009). As proteinas ligadas ao

grupamento metil dos dinucleotideos CpG, possuem varias funcdes na



repressao transcricional, em interacbes de longo alcance na cromatina, na
estabilidade gendmica e na sinalizacdo neural (BOGDANOVIC, VEENSTRA,
2009).

Outro tipo de modificagcdo epigenética envolve as proteinas
cromossomais como as histonas. No nucleo, o DNA esta disposto em torno de
octameros de histonas para formar particulas nucleossémicas, sendo que cada
estrutura contem duas cépias de cada tipo de histona: H2A, H2B, H3 e H4
(Figura 1). As caudas N-terminais das histonas sao altamente conservadas e
se projetam a partir dos nucleossomos, estando sujeitas as varias modificacdes
poés-traducionais (CHI et al.,, 2010). Essas alteracbes sdo encontradas em
regides funcionalmente distintas do genoma, como regides codificadoras,
promotoras e enhancers. As modificagbes das histonas sdo reconhecidas
especificamente por proteinas reguladoras, que mediam os efeitos de
compactacdo e acessibilidade da cromatina aos fatores de transcricéo.
Portanto, as interagcdes entre proteinas podem ajudar a estabelecer um estado
ativo ou inativo da cromatina (BHAUMIK et al., 2007; TAVERNA et al., 2007;
CHI et al., 2010).

A cromatina € convencionalmente dividida em duas grandes categorias
de acordo com sua atividade, ativa e menos enovelada (eucromatina), e
compactada e silenciada (heterocromatina). Entretanto, o perfil de expresséo
de 53 proteinas da cromatina e quatro marcas nas histonas associados com
estados distintos da cromatina em células de Drosophila, resultou em uma
subdivisdo mais precisa da cromatina baseado na sua atividade (FILION et al.,
2010). O primeiro tipo e mais abundante dos cinco tipos de cromatina, cobre
cerca de 48% do genoma da Drosophila, e tem funcéo no silenciamento génico
e esta associada a outras proteinas. O segundo e o terceiro tipos de cromatina
também estdo ligados ao estado heterocromético. A marca do segundo tipo € a
presenca da SU (VAR) 3-9 (KMT1- H3K9 metiltransferase) juntamente com a
Heterocromatin Protein 1 (HP1), enquanto que o terceiro grupo € caracterizado
pela presenca do grupo Polycomb de proteinas de ligacédo (PcG) e sua marca €
a trimetilacdo da lisina 27 da histona 3 (H3K27me3). O quarto e o quinto tipos
pertencem a eucromatina e sao enriquecidos com marcas permissivas a
transcricdo como a metilagdo da H3K4, porém apresentando diferencas

significantes no tempo de replicacéo (FILION et al., 2010).
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Figura 1-Modelo de um nucleossomo com caudas de histonas proeminentes. Cada
nucleossomo é composto por 147 pares de base de DNA envolto a um octamero de
histonas, duas de cada (H2A, H2B, H3 e H4). (Adaptado de BOGDANOVIC et al.,
2011)

As modificagbes epigenéticas afetam a maioria, sendo todos o0s
processos dependentes do DNA. Por marcacdo génica para ativacdo ou
repressado da transcricdo, 0s mecanismos epigenéticos dividem o genoma de
organismos multicelulares em varios “epigenomas” para dar origem a tecidos
distintos. Esses diferentes “epigenomas” fornecem explicacbes para a
estabilidade celular, seu potencial e suas limitacdes na sua competéncia para
responder a sinais de inducdo. Genes reguladores tém que agir dentro das
limitacbes epigenéticas ou supera-las para impor modificacbes nas células
(BOGDANOVIC et al., 2011). A possibilidade de reprogramar células somaticas
a um estado pluripotente através de uma rede de genes que regulam a
transcricdo e regem a pluripoténcia e auto-renovacao celular, foi um grande
avanco nos ultimos anos (BOYER et al., 2005). A inducdo da expresséo de
varios major reguladores como Oct4 e Sox2 juntamente com c-myc e Klf4 pode
induzir células somaticas diferenciadas a pluripoténcia (TAKAHASHI,
YAMANAKA, 2006). A expressao ectopica de genes reguladores de
pluripoténcia € uma quebra da barreira epigenética. Em células somaticas, o
gene Oct4 / POU5SF1 enddgeno € normalmente reprimido através de metilacao
do DNA e metilacéo da lisina 9 da histona 3 (H3K9me) (FELDMAN et al., 2006;
ATHANASIADOU et al., 2010). Além disso, pequenas moléculas que inibem

enzimas que modificam a cromatina como as histonas desacetilases (HDACS),



histonas metiltransferases (HMTs) ou DNA metiltransferases (DNMTSs), podem
melhorar a eficiéncia com que células somaticas sao reprogramadas para
induzir a pluripoténcia (FENG et al., 2009; GONZALEZ et al., 2011).

2.2 — Metilagdo de DNA

O padrao de metilacdo do DNA é uma marcacdo epigenética herdavel,
gue envolve a transferéncia covalente de um grupo metil na citosina localizada
na sequéncia 5’-CG-3’, conhecida como dinucleotideo CpG, através das DNA
metiltransferases (DNMTs) (ROBERTSON, 2005). Mais de 98% da metilagédo
do DNA ocorre em dinucleotideos CpG em células soméaticas, ao contrario das
células tronco embrionarias, onde um quarto da metilacdo total aparece em
citosinas nao ligadas a guaninas (LISTER et al., 2009).

A metilagdo do DNA é normalmente removida durante a formacgdo do
zigoto e entdo reestabelecida no embrido aproximadamente no periodo de
implantacdo em camundongos (ZHU, 2009). A metilacdo do DNA € essencial
para o desenvolvimento embrionario normal, e tem um papel importante em
processos chave como no imprinting gendémico, na inativacdo do cromossomo
X, e possiveis anormalidades durante esse processo, contribuem para o
desenvolvimento de doencas como o cancer (ROBERTSON, 2005;
GOPALAKRISHNAN et al., 2008; JIN et al., 2009).

A metilacdo do DNA é regulada pela familia das DNMTs: DNMT1,
DNMT2, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L (BESTOR et al.,, 1988; BESTOR,
2000). A DNMT1 preferencialmente metila DNA hemimetilado in vitro e esta
localizada em éareas de replicacdo durante a fase S (JIN et al.,, 2011). Tem
como funcdo a manutencédo do padrdo de metilagdo durante a replicacdo do
DNA nas fitas recém formadas (PROBST, 2009). A auséncia dos dois alelos de
DNMT1 é letal para embribes de camundongos (LI et al.,, 1992; LI, 2002).
DNMT2 é uma metiltransferase homologa que ndo metila DNA, mas tem como
alvo a citosina 38 no anticodon localizado no loop do RNA de transferéncia do
acido aspartico (GOLL et al., 2006; JELTSCH et al., 2006; JURKOWSKI et al.,
2008; SCHAEFER et al., 2009; MOTORIN et al.,, 2010; SCHAEFER et al.,
2010). AS DNMT3A e DNMTS3B, diferente da DNMT1, possui preferéncia por



dinucleotideos CpG desmetilados em ambas as fitas, portanto atuando na
metilacdo de novo durante o desenvolvimento embrionario. Camundongos com
auséncia de DNMT3A morrem por volta da quarta semana de idade, enquanto
que a falta da DNMT3B provoca morte embrionaria entre os dias 14,5 e 18,5 de
gestacdo (OKANO et al., 1999; LI, 2002). Homéloga as DNMT3A e DNMT3B, a
DNMT3L auxilia estas aumentando suas habilidades de se ligarem ao grupo
doador de metil, a S-adenosil-L-metionina (SAM), estimulando sua atividade in
vivo (KARETA et al., 2006). No entanto, ela ndo possui atividade catalitica
independente. Camundongos homozigotos nulos para DNMT3L sé&o viaveis,
porém embrides heterozigotos derivados de ovécitos DNMT3L nulos morrem
por volta do nono dia de desenvolvimento e apresentam metilacdo imprinted
materna anormal sendo que, a expressdo bialélica de genes imprinted é
originada do alelo paterno, pois a DNMT3L é um regulador de metilacdo dos
[6cus imprinted de células germinativas (BOURCHIS et al.,, 2001). A
cooperacao entre os diferentes tipos de DNMTs também € necessaria para
metilar algumas regides do genoma, principalmente em locais com elementos
repetitivos (JIN et al.,, 2011). Como ja mencionado anteriormente, a DNMT1
atua como uma metiltrasferase de manutencao durante a sintese de DNA e as
DNMT3A e DNMT3B atuam na metilacdo de novo no desenvolvimento.
Entretanto, evidéncias mostram que a DNMT1 também pode ser necesséria
para a metilacdo de novo do DNA genémico (EGGER et al., 2006) e que as
DNMT3A e DNMT3B contribuem para a manutencdo da metilacdo durante a
replicacdo (RIGGS, XIONG, 2004). Em mamiferos, a maioria dos
dinucleotideos CpG sé@o metilados nas citosinas, enquanto que dinucleotideos
CpG dentro de promotores ativos tendem a ser protegidos contra metilacao
(JIN et al., 2011).

Alteracfes nos padrdes de metilagcdo do DNA estdo estreitamente relacionados
com cancer, apesar de nenhuma mutacdo ou deficiéncia em qualquer DNMT
terem sido identificadas como responsaveis por desenvolvimento tumoral.
Provavelmente isso pode ocorrer em funcdo do seu papel critico durante a

embriogénese (JIN et al., 2011).



2.3 — Codigo de histonas

Cromossomos eucariotos sao altamente organizados. A cromatina
consiste em DNA, histonas e varios complexos de proteinas nao histonas que
auxiliam na dinamica das alteragdes que ocorrem durante a replicagdo do DNA,
progressdo do ciclo celular, eventos transcricionais e poés-transcricionais,
reparo do DNA e recombinagéo (VERDONE et al., 2006).

As proteinas histonas desempenham um papel estrutural e funcional
importante em todo processo nuclear. Os nucleossomos sdo as unidades
estruturais basicas da cromatina e sao evolutivamente conservados em todos
0s organismos eucariotos (LUGER et al., 1997). As particulas de nucleossomos
consistem em duas copias de cada proteina histona H2A, H2B, H3 e H4, com
aproximadamente 146 pb de DNA dispostos ao seu redor. Para o0s
nucleossomos, a fita da cromatina contém uma grande variedade de proteinas
acessorias adicionais e inumeras variacbes de histonas que néo estdo
distribuidas aleatoriamente, mas sdo expressas em eventos especificos do
desenvolvimento e em padrbes de alguns tipos especificos de células
(PERSEGHIAN et al., 2000). No centrémero de mamiferos existe uma variacao
da histona H3 denominada Cse4 / CENP-A, que € essencial para sua
montagem e funcdo (HENIKOFF et al., 2000; MELUH et al., 1998). Também &
relatado, uma variacdo da histona H2A, denominada H2A.Z, com uma
localizacdo central no nucleossomo e mostrou ter um papel essencial na
estabilizacao estrutural da cromatina (CLARKSON et al., 1999).

A porcdo amino-terminal das histonas possui um regido da cauda
altamente flexivel e basica, que é alvo de varias modificacbes (VERDONE et
al., 2006). As modificacbes poOs-traducionais das caudas amino-terminais das
histonas incluem metilacdo e acetilacdo de lisinas, fosforilacdo de serinas e
metilacdo de argininas entre outras, que desempenham importantes funcées de
regulacdo em varios eventos genéticos como na ativacdo e elongacdo da
transcricdo, silenciamento e memodria epigenética (STRAHL, ALLIS, 2000;
TURNER, 2002). Tais modificacdes, isoladas ou em combinacdo, fornecem
informacfes que podem ser usadas para a traducdo de sinais durante

processos em curso ou como marcas epigenéticas (VERDONE et al., 2006).



Todas as mudancas na cromatina que ndo envolvem alteracbes na
sequéncia primaria do DNA sé&o definidas como marcas epigenéticas. Além do
codigo genético em si, as funcdes da cromatina e a expressao génica, estdo
sob o controle epigenético do cddigo das histonas. As modificacbes das
histonas podem ser consideradas como ‘“letras” do “alfabeto” histona.
Diferentes combinacdes de modificacbes, formulam diferentes “palavras’
dotadas de diferentes significados biolégicos (FISCHLE et al., 2003).

Varias modificagBes de histonas possuem efeitos funcionais distintos, e
sdo mediados e reconhecidos por proteinas transcricionais regulatorias
conservadas (MARMORSTEIN, 2001). Um fato que ainda ndo esta bem
esclarecido € como as modificacdes nos residuos de aminoacidos da regido
amino-terminal das caudas das histonas e a conservacdo dos mddulos
transcricionais regulatorios, sdo coordenados (VERDONE et al., 2006). Entre
essas modificacbes, a acetilacio ¢é mais estudada (KURDISTANI,
GRUNSTEIN, 2003). As lisinas localizadas na regidao amino-terminal das
histonas sofrem acetilacdo ou desacetilacdo dependendo das condicOes
fisiologicas (KORNBERG, LORCH, 1999). O equilibrio entre essas
modificacbes € alcancado através da acdo das enzimas histona
acetiltransferases (HATs) e histona desacetiltransferases (HDACSs). Essas
enzimas catalisam a transferéncia de um grupo acetil a partir de moléculas de
acetil-CoA, para as lisinas do grupo e-amino na cauda N-terminal das histonas
ou sua retirada (YANG, 2004).

A desacetilacdo de histonas reprime a transcricao, através de diferentes
mecanismos. Por um lado, esse processo aumenta a densidade das cargas
positivas presentes na parte N-terminal das histonas reforcando as interacdes
entre as caudas das histonas e o DNA, bloqueando o acesso da maquinaria
transcricional presente no nucleo (YANG, 2004). Além disso, as modificacdes
das histonas sédo especificamente reconhecidas por proteinas que interagem
com a cromatina. Bromo-dominios sdo encontrados em varias proteinas
associadas a cromatina, assim como em alguns membros da familia HAT, e
sdo usados para o reconhecimento de lisinas acetiladas (YANG, 2004). A
desacetilacdo de lisinas, pode permitir futuras modificacbes por histonas
metiltransferases (MARTIN, ZHANG, 2005). A proteina HP1 possui um dominio

cromo que reconhece especificamente a trimetilacdo da lisina 9 da histona 3
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(H3K9me3), favorecendo a montagem da heterocromatina (LACHNER et al.,
2001; BANNISTER et al.,, 2001; NAKAYAMA et al.,, 2001). O aumento da
heterocromatizagdo ocorre com o0 recrutamento de enzimas DNA
metiltransferazes (DNMTs) que ir&do metilar especificamente a citosina
localizada na posicdo 5 a uma guanina (ROBERTSON, 2005). Juntamente
com essas modificacdes poOs-traducionais nas histonas, ha uma diminuicéo
progressiva da acessibilidade da maquinaria de transcricdo ao DNA, e

consequentemente, um aumento do silenciamento transcricional (Figura 2).

Histone K DNA
HDAC methylation methylation
HAT Histone ?

demethylase

DNA

Core
Histones

iptional inactivation

Figura 2-Modificacdes da cromatina que induzem progressivamente o aumento do
silenciamento transcricional. Nota-se que a modificagdo por acetilagdo € totalmente
reversivel (Modificado de GALLINARI et al., 2007).

Além disso, um numero crescente de proteinas nao ligadas as histonas,
também estéo relacionadas a acetilacdo da lisina, varias dessas proteinas séo
fatores de transcricdo, proteinas ligadas ao estresse celular e proteinas
estruturais. Geralmente, a acetilacdo tem importante influéncia no equilibrio
metabolico e na funcéo bioldgica das proteinas, semelhante a fosforilacdo em
termos de ser um mecanismo pos-transcricional amplamente utilizado no
controle da funcéo protéica (GALLINARI, 2007).

As HATs foram organizadas em familias de acordo com a homologia da
sua estrutura primaria. Quatro familias sdo as mais estudadas: familia GNAT,
familia p300/CBP, familia MYST e a familia Rtt109(NAGY, TORA, 2007;
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HODAWWADEKAR et al., 2007; MARMORSTEIN et al., 2009). Outras familias
ja foram identificadas, mas nao tdo bem caracterizadas como as anteriores. As
HAT, PCAF e GCN5, sdo membros da familia GNAT e possuem 73% de
homologia entre suas sequéncias. A HAT PCAF acetila a lisina 14 da histona
H3 e a lisina 8 da histona H4, esta ultima no entanto, com menos eficiéncia
(SCHILTZ et al., 1999). Deve-se observar, no entanto, que as HATs sao muitas
vezes parte de um complexo de proteinas que determinam sua ligacdo
preferencial e sua atividade catalitica (NAGY, TORA, 2007). A familia
p300/CBP composta pelas HATs p300 (El-associated protein p300) e CBP
possuem 60% de homologia entre suas sequéncias. A HAT p300
preferencialmente acetila as lisinas 12 e 15 da histona H2B, as lisinas 14 e 18
da histona H3 e as lisinas 5 e 8 da histona H4 (SCHILTZ et al., 1999). A familia
MYST esta intimamente relacionada com o desenvolvimento de cancer
(AVVAKUMOV, COTE, 2007). As enzimas p300 e PCAF possuem minima
homologia entre suas sequéncias e também pouca homologia estrutural (18). A
falta de homologia sugere que estas enzimas possuem diferentes fungoes.

Por outro lado, os membros da familia HDAC foram divididos em quatro
grupos de acordo com suas estruturas: classe | (HDAC1, 2, 3, e 8), classe Il
(HDAC4, 5, 6, 7 e 10) e classe IV (HDAC11). As HDACs classicas sao
estruturalmente relacionadas e necessitam de uma molécula de Zn?* para se
tornarem ativas (deRUIJTER et al., 2003), enquanto que a classe lll, sirtuins
(SIRT1-7), € um grupo de enzimas dependentes de NAD" e estruturalmente
diferentes das HDACs classicas (MICHAN, SINCLAR, 2007). Trés membros
deste grupo, Sirt4, 6 e 7, assim como a variante C da HDAC9 nado possuem
atividade de desacetilacdo (HAIGIS et al., 2006; ZHOU et al., 2000).

As HDACs remodelam a cromatina através da remoc¢ao de grupos acetil
da cauda das histonas (deRUIJTER et al., 2003; MICHAN, SINCLAR, 2007).
Isso favorece a arquitetura da cromatina condensada, limitando o acesso de
fatores de transcricio ao DNA. Assim, as HDACs controlam a atividade
transcricional através de suas fungBes epigenéticas, mas também por
regulacdo ndo epigenética (YAO, YANG, 2011). As HDACs podem desacetilar
uma grande quantidade de fatores de transcricdo, assim como outras
proteinas, modulando assim suas atividades. Além da atividade de

desacetilagdo, dois membros do grupo sirtuin, Sirt2 e 3 podem atuar como
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mono-ADP-ribosil transferases (FRYE, 1999; SHI et al., 2005). Outros dois,
Sirtd e 6 possuem somente essa atividade e o Sirt7 ndo possui atividade
conhecida (VOELTER-MAHLKNECHT, 2006).

Algumas HDACs podem desacetilar histonas e remodelar a cromatina,
porém, sua localizagdo subcelular nem sempre é compativel com essa funcéao.
HDACS3 e a classe lll, variam sua localizacdo entre o nucleo e o citoplasma,
sendo que a HDAC1 e o Sirtl estdo presentes no nucleo, no entanto, sob
algumas circunstancias podem ser exportadas para o citoplasma. A HDACG6 e o
Sirt2 séo predominantemente encontrados no citoplasma, e os Sirt3 e 5 estédo
relacionados as fungbes da mitocéndria (deRUIJTER et al., 2003; MICHAN,
SINCLAR, 2007). Além disso, a Sirt4 também é encontrada na mitocondria e a
Sirt7 dentro do nucléolo (MICHAN, SINCLAR, 2007). Para ter essa localizacéo
as HDACs precisam de um sinal de localizacdo nuclear (NLS) ou alguma outra
estrutura ligada a ela que o possua. Da mesma forma, as HDACs que possuem
esse sinal de exportacdo nuclear podem ser exportadas para o citoplasma
(MCKINSEY et al., 2001) utilizando o fator de exportacdo CRM1 (MCKINSEY et
al., 2000; KIM et al., 2010). Mesmo com localiza¢do nuclear as HDACs néao se
ligam diretamente ao DNA, mas desacetilam as histonas através de interacdes
com complexos proteicos ligados ao DNA (JACOB et al., 2011).

Em um estudo recente de Wang et al. (2010), foi relatado que tanto as
HATs como as HDACs sdo responsaveis por manter 0S genes
transcricionalmente ativos e propfe que a funcdo das HDACs € redefinir as
modificacdes da cromatina para estabelecer um nivel adequado de acetilacdo e
manter os genes ativos. Além disso, baixos niveis de HATs e HDACs foram
encontrados em promotores de genes, agindo em conjunto para aumentar e

melhorar a ativacéo génica.

2.4 — Substancias desmetilantes de DNA

A descoberta e o desenvolvimento de drogas antagonistas as DNMTs
enfrenta desafios significantes. Estas dificuldades incluem: identificacdo de
inibidores que se incorporam ou se ligam ao DNA, efeitos de competicdo com

SAM ou outros cofatores, especificidade dessas drogas e como se
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comportardo em ciclos celulares dependentes das fungbes das DNMTs, do
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a tumores e se alteragdes
globais na metilagdo causardo instabilidade génica, desequilibrio alélico e
reativacdo de retrotransposons (FOULKS et al., 2011).

Historicamente, 0s primeiros compostos que demonstraram atividade de
hipometilacdo de DNA em células foram os anélogos da citidina: 5-
Azacitidina/VIDAZA (AZA) e 5-Aza-2’-deoxicitidina/DACOGEN (DAC) (JONES,
TAYLOR, 1980). Esses dois compostos sdo absorvidos pelas células e
convertidos a trifosfato ativo (5-Aza-dCTP) e posteriormente incorporados ao
DNA. A presenga de um nitrogénio na posi¢céo 5 da azacitidina resulta em um
complexo covalente, ligado irreversivelmente & DNMT1 (SAINT et al., 1984) e
inicia sua degradacéo através de proteossomas (GHOSHAL et al., 2005).

Outros analogos de citidina possuem atividade inibitéria de DNMT
guando incorporados ao DNA. O 5,6-diidro-AZA, 5-fluor-2-deoxicitidina e o
Zebularine demonstraram atividade hipometilante em células, embora com
poténcia varias vezes inferior ao AZA (JONES, TAYLOR, 1980). A baixa
atividade desmetilante desses agentes pode ser atribuida a sua ineficiente
converséao a trifosfato ativado, levando a uma reduzida incorporacdo ao DNA
(McGREGOR et al., 1989).

O MG98, um oligonucleotideo antisense de 20pb, foi desenvolvido para
inibir a tradugdo da DNMT1. Sua sequéncia € complementar a regidao 3’-UTR
do mRNA da DNMT1 e tem demonstrado atividade inibitéria de DNMT em
modelos pré-clinicos de xenotransplantes (AMATO, 2007).

Apesar da eficiéncia do AZA e DAC, existem importantes inibidores de
DNA que nado necessitam estar incorporados ao DNA para realizarem o
processo de desmetilacdo. Esses inibidores oferecem uma grande janela
terapéutica em relacdo a dose-resposta, quando comparados com a AZA e o
DAC, que séo limitados pela sua toxicidade e queda de incorporacdo ao DNA
guando utilizados em altas concentracdes (QIN et al., 2007; HOLLENBACH et
al.,, 2010). Uma série de pequenas moléculas tém sido relatadas como
inibidoras de metilacdo de DNA, tanto in vitro, tanto em estudos bioquimicos,
guanto em ensaios utilizando células.

A hidralazina, uma droga cardiovascular, foi demonstrada por

Cornacchia et al. (1988) como sendo um agente desmetilante em células,
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porém, sua atividade ndo foi comprovada in vitro através de ensaios
bioquimicos (DENG et al.,, 2003). A Procainamida, uma outra droga
cardiovascular, possui aparente acdo contra DNMTSs, assim como a hidralazina
(SEGURA-PACHECO et al., 2003). No entanto, a inibicdo da metilagdo de DNA
pela Procainamida ainda é discutivel (CHUANG et al., 2005). A Procaina, uma
molécula semelhante a Procainamida, também vem sendo reportada como um
agente desmetilante (VILLAR-GAREA et al.,, 2003), no entanto seus efeitos
ainda ndo estdo confirmados por estudos independentes (STRESEMANN et
al., 2003).

A Epigalocatequina-3-galato (ECGC), um dos principais componentes de
extratos de cha verde, tem sido reportado como um desmetilante de DNA in
vitro, possivelmente em funcédo da sua ligacdo com a DNMT1 (FANG et al.,
2003). O RG108, uma pequena molécula inibidora de DNMT1, foi descoberta
utilizando uma abordagem de triagem computacional (SIEDLECKI et al., 2006).
Essa molécula bloqueia a atividade da DNMT in vitro e em células inibiu a
metilacdo da regido promotora de alguns genes supressores de tumor. Ao
contrario dos nucleosideos analogos AZA, DAC, Zebularine e ECGC, o0 RG108
nao demonstrou efeitos citotoxicos ou genotoxicos nas células, mesmo quando
utilizado em altas concentracbes (STRESEMANN et al., 2006).

O antibiotico Mitramicin A foi relatado como um redutor de metilacdo nas
ilhas CpG de genes supressores de tumor, favorecendo a reativacdo desses
genes (FOULKS et al., 2011). Além disso, o tratamento com essa droga
resultou na delecdo da DMNT1, bem como na diminuicdo da mobilidade
cancerigena das células (LIN et ali.,2007). A Nanaomicin A, um outro
antibiotico, foi relatado recentemente como um inibidor seletivo da DNMT3A,
inibindo a metilacdo de citosinas nas células, resultando na reexpressdo do
gene supressor de tumor RASSF1A (KUCK et al., 2010).

O SGI-1027, um composto derivado da quinolina, mostrou acdo contra
as DNMT1, DNMT3A e DNMT3B em ensaios bioquimicos com consequente
reducdo da metilacdo nas ilhas CpG de genes supressores de tumor (DATTA
et al., 2009). Compostos que contém brometo de etideo se ligam fortemente as
DNMTs em ensaios enzimaticos, porém ainda existe a necessidade de uma
caracterizacdo cuidadosa (FOULKS et al.,, 2011). A abordagem da inibicdo

direta de DNMTs através de inibidores ndo nucleosideos oferece uma



15

oportunidade de se selecionar os membros da familia DNMT que se deseja
inibir (FOULKS et al., 2011).

2.4.1 - Procaina

A procaina (para-amino-benzoil-dietilamino-etanol) foi sintetizada pela
primeira vez em 1898 pelo cientista alem&o Alfred Einhorn. Ela sofre hidrolise
pela procainesterase ou pela pseudocolinesterase, a qual € sintetizada no
figado e possui atividade enzimatica no plasma e no figado (USUBIAGA,
WIKINSKI, 1964). ApGs a degradacao, os produtos liberados séo o acido para-
aminobenzéico (PABA) e o élcool dietilamino (principio ativo da procaina)
(FIALHO, 1986; MASSONE, 1988; FANTONI et al., 2006).

De acordo com Abu-Salah e Gambo (2005), a procaina € capaz de inibir
em 50% ATPases dependentes de NA*, K (modo competitivo) e Ca**, Mg**
(modo ndo competitivo) nas concentracbes de 155mM e 130mM
respectivamente, em membranas de eritrocitos humanos. Esse farmaco inibe a
acao dessas enzimas de maneira dose dependente. Além disso, foi capaz de
inibir em 92% o transporte de fosfato na concentracdo de 150mM. A Procaina
inibe a acdo enzimatica das ATPases por mudar a conformacdo dessas
proteinas, diminuindo também a fluidez de membrana das células (ABU-
SALAH, GAMBO, 2005).

Essa substancia foi utilizada pela primeira vez como agente desmetilante
em linhagem celular MCF7 (VILLAR-GAREA et al., 2003). Por ndo ser
incorporada ao DNA nao precisa de uma replicacdo para comecar a interferir
no processo de metilacdo do DNA. Além disso, € uma substancia que
apresenta baixa toxicidade, sendo capaz de reativar genes silenciados por
hipermetilacdo (VILLAR-GAREA et al., 2003). Em células cancerosas ela induz
a parada do ciclo celular em mitose (VILLAR-GAREA, 2005) e induz
desmetilacdo de DNA a medida que se aumenta o periodo de tratamento e a
concentracdo utilizada. Estudos com células de carcinoma hepatocelular
humano tratadas com procaina também resultaram na inibicdo da proliferacéo
celular e reducdo da metilacdo de DNA (TADA et al.,, 2007). A procaina

também possui efeito desmetilante de DNA em ensaios celulares e em tumores
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xenoenxerto em camundongos. Contudo, sdo necessarias concentracdes em
torno de 100-150uM para que a desmetilagédo seja eficiente (LYKO, BROWN,
2005).

No sistema in vitro, a procaina se intercala no DNA exposto alterando a
estrutura da forma B para a forma Z. Essa ligacao, no sistema fisiol6gico, deve
interferir com a interacdo estrutural entre proteinas e DNA, incluindo a ligacédo
de DNMTs (ZACHARIA, KOOPMAN, 1990). No entanto, parece que o anel
benzeno e o grupo de nitrogénio da procaina também inibem o sitio ativo das
DNMTs. AplOs essa descoberta, novas substancias analogas utilizando a
estrutura da procaina vém sendo sintetizadas para inibir as DNMTs e causar
desmetilacéo global no genoma (CASTELLANO et al., 2008).

2.4.2 — S-Adenosil-L-homocisteina (SAH)

A S-adenosil-L-metionina (SAM) e a S-adenosil-L-homocisteina (SAH)
sdo produtos intermediarios do ciclo bioquimico da metionina/homocisteina.
Neste ciclo, a metionina € convertida em SAM através da acdo da enzima
Metionina Adenosiltransferase (MAT). O SAM é o principal doador de
grupamento metil, necessario para a sintese de DNA, RNA, fosfolipideos,
poliaminas, creatina e outras moléculas biologicamente importantes. Esse
grupamento esta ligado ao atomo de enxofre e € quimicamente reativo, o que
permite a doacdo desse grupo para substratos aceptores em reacfes de
transmetilacdo (SCRIVER et al., 2001).

A SAH é o produto desmetilado das reacdes de transmetilacdo da SAM
e é hidrolizado a homocisteina e adenosina pela enzima SAH hidrolase. A
homocisteina pode ser tanto remetilada a metionina, através da via da
transmetilacdo, como pode ser removida irreversivelmente do ciclo pela enzima
cistationa sintetase ou ser transulfurada a cisteina, na via de transulfuracdo e
ser biossintetizada (Figura 3) (SCRIVER et al., 2001). Uma interrup¢ao no ciclo
da metionina pode causar alteracbes importantes no metabolismo celular, a
diminuicdo de SAM pode afetar a atividade normal de metilacdo e a diminuicao
da sintese de cisteina e glutationa pode prejudicar atividades antioxidantes
normais (PANAYIOTIDIS et al., 2009).
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A SAH é um inibidor de varias reacfes de metilacdo, pois se liga a
regido catalitica das metiltrasferases com muito mais afinidade que a SAM,
diminuindo as reacdes de metilacdo. Alteracdes na propor¢cdo SAM/SAH,
podem causar mudancas no padrdao de metilacdo de DNA e proteinas, na
expressdo génica em genomas de mamiferos e desequilibrio na fungéo normal
das células. Um desequilibrio dessa relacdo em direcdo ao aumento nos niveis
de SAH, esta associado a hipometilacdo do DNA no figado, comprovado em
estudos que utilizaram tetracloreto de carbono (VARELA-MOREIRAS et al.,
1995), ingestéo crbnica de etanol (HALSTED et al., 1996) e exposi¢cao cronica
a nicotina (GODIN, CROOKS, 1986). A inibicdo da enzima SAH hidrolase
causa aumento dos niveis intracelulares de SAH e consequentemente um
desequilibrio da relagdo SAM/SAH (ROUNDS et al., 1998). Assim, a razéo
entre SAM e SAH celular tem sido frequentemente utilizada como um indicador
do potencial de metilagdo do DNA (Yl et al. 2000, CAUDILL et al. 2001,
CASTRO et al. 2005).
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Figura 3- Via da transmetilagéo e transsulfuracdo (PANAYIOTIDIS et al., 2009).
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2.5 -0 gene OCT4/POU5F1

O fator de transcricdo OCT4 codificado pelo gene Oct4, também
conhecido como Oct3/4 ou Pou5fl, pertence a classe V da familia POU de
fatores de transcricdo (SCHOLER, 1991).

O gene Oct4 foi descrito primeiramente em camundongos e nesta
espécie é composto por 5 éxons e esté localizado no cromossomo 17 entre as
regiboes Q e T dentro de um complexo de histocompatibilidade principal
(JAMES et al., 2005; CHEW et al., 2005; SCHOLER et al., 1989; YEOM et al.,
1991). Estudos da estrutura e localizagdo cromossomal do Oct4 em humanos e
em outros mamiferos mostrou um alto grau de conservacdo molecular deste
gene. O gene Oct4 em camundongos, humanos e bovinos consiste em 5 éxons
e estdo localizados em uma regido sinténtica, dentro do complexo de
histocompatibilidade maior (TAKEDA et al., 1992; vanEIJK et al., 1999). O gene
Oct4 em bovinos esta mapeado no cromossomo 26 e em humanos no
cromossomo 6 (TAKEDA et al., 1992; vanEIJK et al., 1999). O nivel de
homologia entre as sequéncias de nucleotideos do gene Oct4 do éxon 1 ao
exon 5 entre bovinos e camundongos € de 71,0; 95,1; 95,4; 84,9 e 82,8%
respectivamente (vanElJK et al., 1999).

Em contraste com o gene Oct4 de bovinos e camundongos, duas
variantes transcricionais foram descritas em humanos: Oct3A e Oct3B. Elas
sdo formadas a partir de um splicing alternativo. Estes mRNAs sao traduzidos
em proteinas de 360 e 265KDa respectivamente (TAKEDA et al., 1992).

A importancia do gene Oct4 no desenvolvimento embrionario foi
comprovada através de estudos utilizando embribes de camundongos
mutantes (Oct4/), que morreram durante a implantacdo em funcdo da
incapacidade de formar ICM (MEDVEDV et al., 2008). Estes mesmos embrides
cultivados in vitro, mostraram que a queda da expressdo do Oct4 reduz a
capacidade das células em formar a ICM e causa sua diferenciacdo em células
trofodermais. Porém a supressdo das funcbes do gene Oct4 ndo afetou a
manutencdo da pluripoténcia dos blastémeros apds a formacéo do blastocisto.
Esse fato mostra que a transativacdo dependente de Oct4 nos primeiros
estagios embrionarios é necessaria para manter o estado indiferenciado das

células somente quando a primeira linhagem somatica (trofoderma) se separa
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do compartimento pluripotente (ICM). Assim, um aumento na expressao de
Oct4 nas células internas da morula e um decréscimo nas células externas é
aparentemente um evento decisivo no desenvolvimento embrionério inicial
(NICHOLS et al., 1998; PESCE et al., 1999). De acordo com Kehler e
colaboradores (2004), o fator OCT4 suporta a sobrevivéncia das células
germinativas de mamiferos, e a queda da sua expressao nessas células resulta
em apoptose.

In vivo 0 gene Oct4 é expresso durante o desenvolvimento embrionério
inicial (KIRCHHOF et al., 2000; HANSIS et al., 2000; MITALIPOV et al., 2003).
A expressdo materna deste gene ocorre em ovdcitos antes da fecundacdao.
Apés a fecundacdo, a expressao de Oct4 para, porém, mRNA e proteinas de
OCT4 podem ser detectadas até o estdgio de duas células. A expressao
embrionaria € ativada ap0s o estagio de duas células, aumentando a
guantidade de proteinas OCT4 nos blastdmeros. No estagio de morula, altos
niveis de expressao de Oct4 sdo observados. No entanto, quando as células
da parte externa da morula se diferenciam em trofoderma, o nivel de expressao
diminui acentuadamente. Ap0s a implantacdo, a expressdao de Oct4 é
estritamente restrita as células germinativas primordiais, que s&o precursoras
de gametas. Em camundongos, altos niveis de expressdao de Oct4 sao
detectados até o estagio de formacdo das células precursoras de gametas:
préfase da primeira divisdo meiotica, nas fémeas e inicio da espermatogénese
em machos recém-nascidos (KIRCHHOF et al., 2000; HANSIS et al., 2000;
OVITT, SHOLER, 1998).

A expressdo de Oct4 em bovinos e suinos é diferente quando
comparada a de camundongos (KIRCHHOF et al., 2000). Nestas espécies sua
expressao nao é restrita a ICM dos blastocistos, sendo observada também em
células trofodermais. Um padrdo similar de expressao também é observado em
humanos e cabras (CAUFFMAN et al., 2005; HE et al., 2006). Essas diferencas
de distribuicdo de expressdo do gene Oct4 estdo relacionadas com as
particularidades que cada espécie possui durante o desenvolvimento
embrionario (MEDVEDEV et al., 2008).

A expressao do gene Oct4 é regulada a niveis de transcricdo e pos-
traducdo. A regulacédo transcricional é mediada por elementos cis-reguladores

localizados na regido 5 do gene Oct4. A atividade destes elementos
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reguladores em diferentes tipos celulares depende de fatores epigenéticos,
como metilagdo de DNA e alteracdes na estrutura da cromatina. A repressao
da expresséo do gene Oct4 em camundongos hibridos, produzidos a partir de
células de carcinoma embrionario e fibroblastos € causada pela rapida
metilacdo das ilhas CpG nas regides promotoras e de enhancer proximal do
Oct4. A metilagdo de sequéncias regulatérias, nos enhancers proximal e distal,
pode desempenhar um importante papel no bloqueio da expressdo do gene
durante a gastrulacao, quando a metilacdo de novo do DNA ocorre nas células
somaticas do embrido. A separacdo das células germinativas primordiais dos
tecidos extra-embrionarios, como 0 mesoderma extra-embrionario, pode
prevenir a metilagdo do seu DNA e consequente diferenciacdo em células
germinativas (BEM-SHUSHAN et al., 1993).

Analisando a regido reguladora do gene Oct4 em camundongos,
observou-se que esta regiao é hipometilada nas células tronco embrionarias e
hipermetilada nas células tronco do trofoblasto, nas quais a expresséao de Oct4
€ ausente (HATTORI et al., 2004). A repressdo da metilacdo, em culturas de
células tronco do trofoblasto, através do tratamento com agentes desmetilantes
ativou o gene Oct4 (TSUJI-TAKAYAMA et al., 2004).

Estudos de imunoprecipitacdo de cromatina mostraram que as histonas
H3 e H4 das regides reguladoras do gene Oct4 estdo hiperacetiladas nas
células tronco embrionarias, quando comparadas com as células tronco de
trofoblasto, indicando que o status de acetilacdo do DNA esta intimamente
relacionado com a estrutura da cromatina do gene (HATTORI et al., 2004).

Além da regulacéo transcricional, modificacbes pos-traducionais, como
ubiquitinacdo e sumoilacdo, alteram a atividade da proteina OCT4. A enzima
ubiquitina-ligase WWP2, interage especificamente com a proteina OCT4 e
induz sua ubiquitinacdo tanto in vivo como in vitro. Essa modificacdo causa a
diminuicdo nos niveis de transcricdo do gene Oct4, por reduzir a capacidade de
transativacdo do fator OCT4 (WEI et al.,, 2007). Na sumoilacdo, a proteina
OCT4 interage com a enzima UBC9, que cataliza a ligacdo da proteina SUMO1
com a OCT4. O sitio de ligacao para a SUMOL1 é encontrado na posicdo K118,
no final da regido N-terminal do dominio de transativacdo da proteina OCTA4.

Contrastando com a ubiquitinacdo, a sumoilacdo aumenta consideravelmente a
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estabilidade e melhora a capacidade de ligacdo do DNA com OCT4 (ZHANG et
al., 2007; WEI et al., 2007).

2.6 — O gene NANOG

O gene que codifica o fator de transcricdo NANOG, foi primeiramente
descrito por Wang e colaboradores (2003) como Enk (por homologia aos genes
da familia Nk). O papel deste gene na manutencao da pluripotencia celular, foi
estabelecido por dois grupos de pesquisa independentes (CHAMBER et al.,
2003; MITSUI et al.,, 2003). Esses autores denominaram este gene como
Nanog baseado em um mito Céltico que retrata a vontade de se obter a
juventude eterna, chamado de Tir nan Og.

Ele foi descoberto como um gene de expressao seletiva, expresso nos
estagios de pré-implantacédo do desenvolvimento embrionario e em cultura de
células pluripotentes (WANG et al., 2003). Mais tarde seu importante papel na
manutencdo do estado indiferenciado das ceélulas tronco embrionarias foi
comprovado (CHAMBER et al., 2003; MITSUI et al., 2003).

O gene Nanog em camundongos possui quatro éxons e codifica um
MRNA de 2184 nucleotideos (MITSUI et al., 2003) e esta localizado no
cromossomo 6. Em humanos o Nanog esta localizado no cromossomo 12
(HART et al., 2004) e em bovinos no cromossomo 5 (NCBI). Através do BLAST
(NCBI), foi encontrado que o gene Nanog de camundongos possui homologia
de 87% com ratos, 58% com humanos e 59,6% com bovinos. Além disso, foi
descoberto no genoma de camundongos, pseudogenes processados, no
cromossomo X e no cromossomo 12 (HART et al., 2004). Em humanos, onze
pseudogenes Nanog foram encontrados e destes, dez sdo processados e um é
resultado da duplicacdo em tandem (BOOTH, HOLLAND, 2004; PAIN et
al.,2005). Ainda, uma variacdo por splicing alternativo dos transcritos deste
gene, chamada NANOG-delta-48 foi encontrada no mesmo genoma (KIM et al.,
2005).

O mRNA do gene Nanog, é primeiramente detectado no estagio de
moérula, e seu sinal € localizado na futura ICM em camundongos. No estagio de

blastocisto, a expressdo do Nanog é limitada a ICM, porém, existem tracos no
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trofoderma. Em blastocistos tardios, seu mRNA é detectado somente no
epiblasto e ndo é observado no endoderma primitivo (CHAMBERS et al., 2003).

Um padrdo incomum de distribuicdo das proteinas NANOG ¢é observado
em embribes de caprinos na fase de pré-implantacdo. No estigio de 8-16
células, a proteina estd localizada no nucleo. Um baixo nivel de proteinas
NANOG é detectado no nucleoplasma de células do trofoderma. Na fase de
blastocisto expandido, a localizagdo nucleolar das proteinas é observada na
ICM e nas células do trofoderma. Na ICM, além de estarem presentes no
nucléolo, as proteinas também sdo encontradas no nucleoplasma. A partir do
décimo dia de desenvolvimento, ndo sdo detectadas proteinas no
nucleoplasma das células da ICM, e no nucléolo tanto para as células da ICM
guanto para as do trofoderma a deteccéo é bem discreta (HE et al., 2006).

Células pluripotentes, como células tronco embrionarias e células de
carcinoma embrionario, expressam caracteristicamente o gene Nanog, no
entanto, esses niveis de expressdo diminuem drasticamente durante o
processo de diferenciacdo, como resultado da acédo do acido retindico (HART
et al., 2004). Em contraste com a expressao do gene Oct4, o Nanog inicia sua
expressao nos estagios tardios do desenvolvimento embrionario. A auséncia
deste gene causa a diferenciacdo em células do endoderma primitivo,
enquanto que a repressao da expressdo do Oct4, causa diferenciacdo das
células em derivados do trofoderma (HART et al., 2004).

A regulacéo da expressao do gene Nanog pode ser realizada através de
diferentes mecanismos, podendo envolver outros fatores de transcricdo ou
processos epigenéticos. O fator de transcricdo NANOG, forma um sistema de
auto-regulacdo e regulacdo mutua com outros fatores, como o OCT4 e o
SOX2, formando um complexo que ativa sua transcricdo (KURODA et al.,
2005; RODDA et al., 2005). O fator de transcricdo FOXD3, presente em células
tronco embrionéarias (SUTTON et al., 1996), ativa a transcricdo do gene Nanog
ligando-se a sua regido promotora (PAN et al., 2006). Enquanto que o fator de
transcricdo TCF3, assim como o FOXD3, também se liga a regido promotora
do gene Nanog, porém, atua de maneira contraria, impedindo a transcricao
(PEREIRA et al.,2006).

A partir de processos epigenéticos, o gene Nanog € regulado através de

mecanismos como metilacdo de DNA, acetilacdo e metilagédo de histonas. Uma
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regido diferencialmente metilada, descoberta por Hattori e colaboradores
(2007), encontra-se hipometilada nas células tronco embrionérias e
hipermetilada em células tronco do trofoblasto e fibroblastos de camundongos.
A metilagdo dessa regido in vitro suprime a atividade da regido promotora do
gene (HATTORI et al., 2007). Altos niveis de acetilagédo das histonas H3 e H4 e
hipermetilagdo da lisina 4 da histona H3 (H3K4), foi observada no l6cus do
gene Nanog em células tronco embrionarias, em contraste com as ceélulas
tronco do trofoblasto, em que se observou hipoacetilacdo das histonas e
hipometilacdo da H3K4. Nestas células também foi relatado hipermetilagdo da
H3K9 e H3K27 (HATTORI et al., 2007).

2.7—-0 gene DNMT1

A Dnmtl foi a primeira enzima com atividade DNA metiltransferase de
mamiferos a ser clonada (BESTOR et al, 1988) e bioquimicamente
caracterizada. Ela demonstra maior preferéncia por DNA hemimetilado em
relacdo ao DNA ndo metilado (FATEMI et al., 2001; GOYAL, REINHARDT,
JELTSCH, 2006) e esta localizada no local de replicacdo do DNA durante a
fase S do ciclo celular (LEONHARDT et al., 1992). Estas propriedades
conferem a ela o papel de metiltransferase de manutencéo, responsavel por
preservar os padrbes de metilacdo durante as divisdes celulares através da
metilacdo dos dinucleotideos CpG hemimetilados produzidos na replicacdo do
DNA.

Deficiéncias no gene Dnmtl em camundongos resultam em uma
extensa desmetilacdo do genoma e letalidade embrionaria logo apés a
gastrulacdo, indicando a funcédo essencial da Dnmtl no desenvolvimento
embrionario inicial (LI, BESTOR, JAENISCH, 1992). Além disso, mutacdes na
Dnmtl ou sua auséncia, leva a perda de imprinting genémico (LI, BEARD,
JAENISCH, 1993; HOWEL et al.,, 2001) e alteracbes na inativacdo do
cromossomo X (BEARD, LI, JAENISCH, 1995; SADO et al., 2000; PANNING,
JAENISCH, 1996), sugerindo que a Dnmtl é importante para a manutencéo

dos sinais imprinting e estabilidade da inativacdo do cromossomo X.
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Células tronco embrionérias que ndo possuem a Dnmtl ndo apresentam
crescimento ou morfologia anormais, apesar do seu estado de metilagdo ser
bastante reduzido (LI, BESTOR, JAENISCH, 1992). No entanto, estas células
morrem quando induzidas a diferenciacdo e também mostram instabilidade
gendmica, com elevados indices de recombinacdo mitética, levando a perda de
cromossomos e rearranjos (CHEN et al., 1998). A auséncia do gene Dnmtl em
células de carcinoma colorretal resulta em perda da proliferacdo e severos
defeitos mitéticos, seguido de morte celular progressiva (CHEN et al., 2007),
em fibroblastos provoca inimeras divisbes aberrantes seguida de apoptose
(JACKSON-GRUSBY et al., 2001) e células germinativas quando submetidas a
knockdown desse gene sofrem apoptose imediata (TAKASHIMA et al., 2009).
Estes fatos indicam o papel crucial da Dnmtl no desenvolvimento normal dos
mamiferos, assim como na proliferagdo e sobrevivéncia celular. Além disso, a
perda da fungdo da Dnmtl, estd diretamente ligada ao aumento da
susceptibilidade a tumores e instabilidade cromossémica, (GAUDET et al.,
2003; EDEN et al., 2003) o que leva a reativacdo de elementos retrovirais
endoégenos (HOWARD et al., 2008).

A Dnmtl esta altamente expressa nas células em estado de proliferacéo,
representando a maior atividade DNA metiltransferase em tecidos somaticos
durante o desenvolvimento dos mamiferos e nas células que ndo estdo em
divisdo esta presente, porém, em niveis muito baixos (ROBERTSON et al.,
1999). A guantidade de mRNA da Dnmtl varia de acordo com o ciclo celular,
alcancando sua maxima expressao durante a fase S (LEE et al., 1996;
KIMURA et al., 2003).

A localizacdo subnuclear se altera dinamicamente durante o ciclo
celular. Durante a intérfase esta distribuida difusamente no nudcleo, quando as
células ndo estao replicando. No inicio e meio da fase S localiza-se nas regides
de replicacdo, em células que estdo sintetizando ativamente DNA, criando uma
caracteristica padrdo (MERTINEIT et al., 1998). Diferentes isoformas da
Dnmtl ja& foram identificadas. Além da Dnmtl, que esta presente na maioria
das células somaticas (por isso, algumas vezes denominada Dnmtls), existem
duas variacfes tecido-especificas, a Dnmtlo (Dnmtl ovdcito) e a Dnmtlp

(Dnmtl paquiteno), descrita em espermatozoides (MERTINEIT et al., 1998).
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A Dnmtl é responsavel pelo reestabelecimento da metilacgdo do DNA
apos sua replicagdo, ou seja, ela possui um papel de manutencdo da
metilacdo. Além disso, sua atividade também é importante na metilacdo de
novo. Nessa funcdo, ela ap6ia a Dnmt3a e a Dnmt3b, usando sitios de CG
hemimetilados gerados pela enzima Dnmt3 como substrato, como acontece in
vitro. (FATEMI et al., 2002). Ela ainda desempenha fun¢gées em conjunto com
outros elementos da maquinaria epigenética, como as histonas desacetilases
(HDAC1 e HDAC2) (FUKS et al., 2000), fatores de transcricdo (E2F1 e Rb)
(ROBERTSON et al.,, 2000), histonas metiltransferases (Suv38H1, SET7/9,
G9a e EZH2) (VIRE et al., 2006) e efetores de silenciamento (HP1 e MeCP2)
(KIMURA, SHIOTA, 2003).

2.8 — O gene HDAC2

A classe | de histonas desacetilases (HDAC1, 2, 3 e 8) sdo enzimas
altamente conservadas, presentes no nucleos das células, que tém como
funcdo auxiliar a modulacdo dos niveis de expressdo génica (YANG, SETO,
2008). O substrato melhor caracterizado das HDACs sdo as caudas N-
terminais das histonas nucleares H2A, H2B, H3 e H4 (DOVEY et al., 2010). A
desacetilagdo da cauda destas histonas causa o “fechamento” da cromatina,
devido ao potencial eletrostatico de residuos de lisina ndo acetilados para
promover interacbes internucleossomais (LUGER, RICHMOND, 1998;
ROBINSON et al., 2008) e perda de um sitio de ligacdo para elementos
transcricionais que contém um bromo-dominio (JACOBSON et al., 2000).

As HDAC1 e 2 sdo as mais similares, com aproximadamente 83% de
aminoéacidos idénticos, compartilhando um sitio catalitico central praticamente
idéntico e uma cauda C-terminal conservada (BRUNMEIR, LAGGER, SEISER,
2009). Nas células de mamiferos as HDAC1l e HDAC2 interagem juntas
(TAPLIK et al., 2001) para formar um nucleo catalisador, juntamente com
outros complexos como, Sin3, NuRD, CoREST e NODE (YANG, SETO, 2008).
Esses complexos séo direcionados para a cromatina por fatores de transcricdo
sequéncia-especificos (as vezes, célula-especificos) para reprimir a

transcricdo, cooperando com outros modificadores de cromatina, como as
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deametilases lisina-especificas, no complexo CoREST (HUMPHREY, et al.,
2001; HAKIMI et al., 2002). Como parte desse complexo multiproteico, a
atividade das HDAC1 e HDAC2 tem sido associada a regulacdo da progressao
do ciclo celular, através de agentes supressores de tumor (BREHM et al., 1998;
LUO, POSTIGO, DEAN 1998), diferenciacéo (LIU et al., 2009; MONTGOMERY
et al., 2009), envelhecimento celular (PEGORARO et al.,, 2009), e cancer
(ROPERO et al., 2002).

A delecdo de HDAC1 em linhagens de células germinativas de
camundongos provoca desenvolvimento anormal e morte embrionéaria precoce
(MONTGOMERY et al., 2007). Em contraste, a auséncia de HDAC2 néo ¢ letal
aos embrides, porém, em alguns experimentos os produtos morreram logo
apos o nascimento (MONTGOMERY et al., 2007).

2.9 - Clonagem por Transferéncia Nuclear

Na clonagem por transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS),
uma célula doadora de nucleo ou um carioplasto (nucleo celular com um pouco
de citoplasma) é introduzido em um ovadcito enucleado e sofre uma ativacao
artificial para o desenvolvimento de um individuo geneticamente idéntico ao
gue doou o nucleo, com aplicacfes potenciais tanto na agricultura como na
medicina regenerativa, porém, sua ineficiéncia torna-se um fator limitante ao
uso mais amplo dessa técnica.

Em bovinos, as taxas de desenvolvimento dos embrides reconstruidos,
ainda durante o periodo de cultivo in vitro, ttm-se mostrado bastante variaveis,
desde inferiores a 5% até superiores a 65% (WESTHUSIN et al., 2001), e os
resultados de obtencéo de gestacdo a termo a partir de embrides reconstruidos
com células somaticas sdo, em geral, menores que 5% (CIBELLI et al., 1998,
WELLS et al., 1999). As falhas no desenvolvimento da placenta estdo entre as
causas mais comuns de perdas durante a gestacdo de clones (HILL et al.,
2000). Perdas iniciais sédo atribuidas a inadequada transi¢cdo de nutrientes do
saco vitelinico para o alantéide, em razdo da baixa vascularizacdo do mesmo
(De SOUZA et al., 2001), a rejeicao imune (HILL et al., 2002), e as alteracdes
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placentéarias (placentomegalia e reduzido niumero de placentémeros) (HILL et
al., 1999).

A viabilidade pés-natal dos animais oriundos de transferéncia nuclear é
igualmente reduzida. As disfuncdes mais observadas apds o nascimento sao:
problemas musculo-esqueléticos (WELLS et al.,, 2004), problemas cardiacos
(CHAVATTE-PALMER et al., 2004), disfun¢des imunes (RENARD et al., 1999),
distarbios renais (CHAVATTE-PALMER et al., 2004), alteracBes hepéticas e
respiratorias (HILL et al., 1999; HEYMAN et al., 2002), sindrome da cria gigante
(WILSON et al., 1995; YOUNG, FAIRBURN, 2000; HEYMAN et al., 2002), entre
outras.

No entanto, estas anormalidades ndo séo herdaveis (TAMASHIRO et al.,
2002; WELLS et al., 2004; WELLS et al., 2005); com isso percebe-se que
essas deficiéncias ndo residem em alteragcbes cromossémicas ou mutacdes do
DNA, mas em falhas de reprogramacao das caracteristicas epigenéticas das
células somaticas, causando alteracbes na expressdo génica global e nos
genes imprinted (WELLS et al., 2005).

A ineficiéncia e as alteragcdes encontradas podem ser causadas pela
reprogramacao epigenética incompleta (DEAN et al., 2001). Alguns trabalhos
relatam que bovinos clones que ndo sobreviveram apresentaram expressao
bialélica de genes imprinting como XIST, MAOA, H19, IGF2 e IGF2R, enquanto
gue o0s que sobreviveram apresentavam expressao normal (XUE et al., 2002;
YANG et al., 2005). O tipo de célula doadora de ndcleo ou de carioplasto que
se utiliza nessa técnica também pode influenciar no sucesso da técnica
(POWELL et al.,, 2004). Segundo e colaboradores (2001) as melhores
passagens pra a TN variam entre P5 e P10. A linhagem celular de fibroblasto
fetal de um clone apresenta um percentual da taxa de blastocisto maior do que
de fibroblasto adulto (DRIESSEN, 2008). Isso porque as células fetais
apresentam um padrdo de metilacdo menor que as células adultas para um
gene importante durante o desenvolvimento embrionario (MICHALCZECHEN-
LACERDA et al., 2009). Alem disso a célula doadora do nucleo e o citoplasma
receptor possuem heranca mitocondrial diferentes, que também pode
influenciar na competéncia do desenvolvimento (FU et al., 2008).

A coordenacéo do ciclo celular entre o carioplasto doador e o citoplasma

receptor € um ponto critico para a TNSC. O nucleo e o citoplasma devem estar
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na mesma fase do ciclo celular para garantir o sucesso da TN. Para isso, testes
com auséncia de soro (soroprivacao), e substancias como a roscovitina e o
nocodazol, que sincronizam o ciclo celular, j& foram utilizadas. No entanto, os
tratamentos ndo farmacéuticos como a soroprivacdo ou a subconfluéncia
celular em torno de 90-95% causam a parada do ciclo celular em GO, e essas
células mostram-se mais eficientes na TN. Além disso, o tipo de ativagéo
artificial a ser utilizado influencia no sucesso da técnica. ApGs a fecundacéo
natural ocorre um aumento de célcio, inibicdo de fosforilacdo e sintese de
proteinas que ativam o desenvolvimento embrionério. Substancias como a 6-
dimetilaminopurina ou ciclohaximida promovem o aumento de fatores que
promovem a maturacdo de proteinas quinases ativadas por mitégenos para
reconstruir o zigoto e formar os “pro-nucleos” e iniciar o desenvolvimento
embrionéario (KEEFER, 2008).

Diferente da clonagem reprodutiva, a clonagem terapéutica refere-se a
producéo de células tronco embrionarias a partir da transferéncia nuclear sem
a necessidade de envolver implantacdo uterina. Essa linhagem celular tem
capacidade de se diferenciar em qualquer tipo de célula adulta, com grande
potencial terapéutico (HOCHEDLINGER, JAENISCH, 2003). Em camundongos
e bovinos, células tronco embrionarias derivadas de transferéncia nuclear
foram obtidas a partir de blastocistos clonados (WAKAYAMA et al.,, 2001;
WANG et al., 2005). No entanto, esta derivacdo para humanos ainda provoca
grandes debates cientificos, éticos e religiosos, por envolver a producédo e
destruicdo de embrides. Além disso, a associacdo da clonagem com a
transgenia gerou varios avancos em diversos campos, como a producdo de
biofarmacos, melhoria de caracteristicas zootécnicas e geracdo de modelos
animais para estudo de doencas humanas e 0s xenotransplantes (KUES,
NIEMANN, 2004; SALAMONE et al., 2006).
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3 - OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade celular, a deteccéo de
genes relacionados a pluripoténcia celular (OCT4 e NANOG) e a expressao
dos genes HDAC2 e DNMT1 em fibroblastos bovinos cultivados com diferentes

substancias desmetilantes, na busca por marcadores moleculares.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Cultivo celular de fibroblastos para tratamento com Procaina

Foram utilizados fibroblastos bovinos cultivados in vitro, oriundos de
biopsia da inser¢cdo da cauda de uma fémea bovina, da raca Junqueira (Bos
taurus taurus), com oito anos de idade. As células foram cultivadas de acordo
com a técnica de cultivo primario, estabelecida no Laboratério de Reproducéo
Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Apds o cultivo
primério e duas repicagens (P2), as células foram congeladas em meio de
cultivo (DMEM (GIBCO) suplementado com 10% de dimetilsulféxido (DMSO),
acondicionadas em palhetas de 0,25mL, devidamente lacradas, identificadas
(quanto a passagem, data de congelacdo, raca e identificacdo do animal e

nome do manipulador) e armazenadas em nitrogénio liquido (Figura 4).

Figura 4 — Palheta de célula identificada e armazenamento em botijdo de nitrogénio

liquido (Arquivo Pessoal).

O descongelamento foi feito expondo a palheta a temperatura ambiente
por 5seg e imediatamente submergindo-a em agua destilada aquecida a 39°C
por 2min. O volume da palheta foi transferido para um microtubo de 1,5mL,
com auxilio de uma seringa (Figura 5), para retirar todo conteudo.
Posteriormente foi adicionado 1mL de DMEM (GIBCO) (Gibco), com auxilio de
uma pipeta e a amostra foi homogeneizada e depois centrifugada por 5min a

200xg para remocéo do DMSO (crioprotetor) que € téxico para as células.
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Figura 5 — Transferéncia das células da palheta para tubo de 1,5mL com auxilio de

seringa (Arquivo Pessoal).

O sobrenadante foi descartado e logo apés, 1mL de DMEM (GIBCO) foi
adicionado para ressuspender as células. O material foi transferido para uma
garrafa de cultivo (Corning®) de 25cm? contendo 3mL de DMEM (GIBCO). A
garrafa foi mantida em estufa de cultivo a 39°C, com 5% de CO,, 20% de O e
umidade saturada por 7 dias. Durante este periodo as células foram
observadas em microscépio invertido AXIOVERT 135M (ZEISS Germany) até

atingirem confluéncia (Figura 6).

.u

Figura 6 — Garrafa de cultivo contendo células, estufa de cultivo e microscopio para
observacéo de confluéncia (Arquivo Pessoal).

Apos entrarem em confluéncia, o meio de cultivo foi retirado e
adocionou-se 1mL de tripsina/EDTA (GIBCO™) previamente aquecida a 39°C,
durante 5min. Neste periodo, a garrafa permaneceu dentro da estufa, sob as
mesmas condi¢des de cultivo, para que as células aderidas a garrafa de cultivo

se soltassem. O material obtido (células + tripsina/EDTA) foi transferido para
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um microtubo de 1,5mL, centrifugado por 5min a 200xg, o sobrenadante foi
descartado e adicionou-se 1mL de meio DMEM (GIBCO) (Figura 7).

Figura 7 — Adicdo de 1mL de tripsina, material obtido apoés centrifugagdo, pellet de
células sem o sobrenadante e ressuspensao do pellet com 1mL de DMEM
(GIBCO) (Arquivo Pessoal).

Uma aliquota de 10puL foi diluida em azul de tripan 0,4% (SIGMA) na
proporcdo de 1:1 para realizagdo da contagem celular, em camara de
Neubauer 0,100mm e de profundidade e 0,0025mm? (Optik Labor) em
microscopio optico (Nikon Eclipse E200). As células brancas e azuis dos quatro
guadrantes externos foram contadas. As células brancas correspondem as
vidveis, pois as que se coram em azul possuem sua membrana celular
lesionada e permeavel ao azul de tripan (Figura 8). O restante do material
permaneceu na estufa. Posteriormente as células foram aliquotadas para o

cultivo com Procaina.
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Figura 8 — Diluicdo de 10uL do material celular em azul de Tripan e preparacdo da
placa de Neubauer para contagem de células Arquivo Pessoal).

A Procaina (SIGMA-ALDRICH®), encontrava-se a uma concentracado de
100mM, e para este ensaio, sua concentracao foi de 1mM, para isso, a solucao
estoque concentrada foi diluida. Foram usados 10uL da solucdo estoque a
100mM em 990uL de DMEM (GIBCO). Apds a diluicao, a solucao foi filtrada em
filtro (MILLEX®GV Filter unit) de 0,22um e armazenada até o momento do uso.

O cultivo foi realizado em placas de 4 pocos (Nunclon™ Surface) de
66x66mm, sendo 2 placas para cada réplica e dois tratamentos (controle ndo
tratado e tratado com 1mM de Procaina) e 4 réplicas. Apés a contagem das
células da garrafa, uma quantidade aproximada de 9.000 células foi transferida
para cada poco das placas e adicionado 500uL de meio DMEM (GIBCO),
sendo considerado o primeiro dia de cultivo (Figura 9). No segundo dia o meio
de cultivo de todos os pocos foi retirado e as células foram lavadas com 500uL
de PBS suplementado com gentamicina (NUTRICELL). Apds, retirou-se o PBS
e foi adicionado, para aqueles do grupo tratado, 500uL de DMEM (GIBCO)
suplementado com 1mM de Procaina, concentracdo esta que foi baseada em
trabalhos prévios realizados no Laboratério de Reproducédo Animal da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia e para os do grupo controle 500uL de
DMEM (GIBCO). O tratamento teve duracdo de 72h e neste periodo, apenas foi
observado a confluéncia das células, porcentagem de células suspensas e
presenca ou auséncia de contaminagdo. Ao fim do tratamento, observou-se o
grau de confluéncia das células de todos os pogos e o meio de cultivo

juntamente com as células suspensas foi eliminado.
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Figura 9 — Placa preparada para cultivo celular contendo meio de cultivo DMEM
(GIBCO) com 1 mM de Procaina (Arquivo Pessoal).

Posteriormente, foi adicionado 500pL de tripsina/EDTA (GIBCO™)
previamente aquecida a 39°C durante 5min. Neste periodo as placas
permaneceram dentro da estufa, sob as mesmas condi¢bes de cultivo, para
gue as células aderidas a garrafa de cultivo se soltassem. O conteudo dos
pocos foi transferido para microtubos de 1,5mL, adicionou-se 400uL de meio
DMEM (GIBCO) para inativacéo da tripsina e as amostras foram centrifugadas
por 5min a 200xg. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado
ao pellet 500uL de PBS (SIGMA®) (Figura 10).

Figura 10 - Para cada poco de cultivo,um microtubo de 1,5mL foi identificado de
acordo com o tratamento, as células tratadas foram transferidas para os
tubos e estes foram centrifugados (Arquivo Pessoal).

Uma aliquota de 10puL foi diluida em azul de tripan 0,4% (SIGMA®) na
proporcdo de 1:1 para realizagdo da contagem celular, em camara de
Neubauer 0,100mm e de profundidade e 0,0025mm? (Optik Labor) em
microscoépio optico (Nikon Eclipse E200), com o mesmo principio explicado

anteriormente. As amostras foram centrifugadas por 5min a 200xg, 0 maximo
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de sobrenadante foi retirado e adicionou-se o dobro do volume restante no tubo
de RNAlater (Applied Biosystems®), para armazenamento das células. O
material foi acondicionado a 4°C durante 24h e depois transferido para -20°C

ate o proximo procedimento. Todas as amostras foram mantidas a -20°C até a

producdo da ultima réplica (Figura 11).

Figura 11 — Pellet de células tratadas com Procaina apés centrifugacdo, adicdo de
RNAlater e estoque com todas as réplicas (Arquivo Pessoal).

4.2 - Cultivo celular de fibroblastos para tratamento com S-adenisil-
L-homocisteina (SAH)

As células utilizadas para o cultivo tratado com SAH, foram fibroblastos
de uma fémea da raca Nelore (Bos taurus indicus), a biépsia, cultivo primario,
armazenamento, descongelacdo e cultivo celular para obtencdo das células
utilizadas para o tratamento, mantiveram o mesmo padrdo descrito para as
células utilizadas no tratamento com Procaina.

O protocolo de cultivo celular para o tratamento das células com SAH foi
0 mesmo descrito no item anterior para a Procaina, mas foi usada a
concentracdo final de 2mM no cultivo celular. Este tratamento também teve a
duracdo de 72 horas, sendo que, a cada 24 horas os meios eram trocados,
tanto o meio do grupo controle quanto o meio suplementado com 2mM de SAH
do grupo tratado, pois 0 SAH sendo um substrato natural no metabolismo

celular, é degradado perdendo a sua acéo.
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4.3 - Extracao de RNA e Transcri¢ao Reversa

As células armazenadas em RNAlater (Applied Biosystems®) foram
descongeladas a temperatura ambiente e o RNA foi isolado utilizando o kit
RNeasy Plus Micro (Quiagen®), conforme as instrugbes do fabricante, com
algumas modificacdes j& estabelecidas no Laboratério de Reprodugcdo Animal
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Em seguida as extragdes, as
amostras de RNA total foram submetidas a transcri¢cao reversa utilizando 200 U
de SuperScript Il (200UuL-1; Invitrogen®) e 0,5 pg de Oligo-DTiz.18 primer
(0,5ug/uL; Invitrogen®). As reagdes foram realizadas utilizando 65°C por 5min,

42°C por 52min e 70°C por 15min para a inativagcao da enzima.

4.4 - PCR em Tempo Real (qPCR)

Para a andlise da expressédo génica foi realizado gPCR utilizando o
protocolo de amplificacdo do kit Power SYBR® Green PCR Master Mix Fast
(Applied Biosystems®) em um ABI Prism 7500 Sequence Detection System
Fast (Applied Biosystems®). As reacfes foram realizadas com volume final de
25uL e as condi¢cbes para a amplificacdo dos genes foram: 95°C por 5 min, 50
ciclos (desnaturacédo: 95°C por 15 seg; anelamento/extensdo: 1min), seguido
de curva de dissociacdo padrdo. As sequéncias dos primers, tamanho do
produto amplificado e temperatura de anelamento para cada gene estédo
apresentados na Tabela 1. Os dados de fluorescéncia foram coletados ao final
de cada extensdo. As reacOes foram otimizadas a fim de propiciar maxima
eficiéncia de amplificacdo para cada gene.

Os valores de expressado foram normalizados pela expressédo do gene
constitutivo GAPDH e calculados utilizando o método AACt com corregcao da
eficiéncia pelo método de Pfaff, 2001 (Figura 12). A identidade dos produtos da
gPCR foi confirmada primeiramente pela curva de melting no qPCR. Em
seguida pelo tamanho do amplicon em gel de agarose, onde uma aliquota do
produto amplificado no gPCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a

2% e corados com brometo de etidio (10mg/mL) utilizando o marcador de
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100pb DNA Ladder (Invitrogen®). O gel foi visualizado e fotografado utilizando
um fotodocumentador Image Capture 300 (GE).

Tabela 1. Sequéncia dos primers, tamanho do fragmento amplificado em pares de base (pb) e
temperatura de anelamento.

Gene Sequéncia Tamanho Temperatura
de anelamento

F: GGC GTG AAC CAC GAG AAG TAT AA

GAPDH 118pb 60°C
R: CCCTCCACGATGCCAAAGT
F: TTC AGC CAA ACG ACT ATC TGC CGT

OCT4 112pb 60°C

R: TCT CGT TGT TGT CAG CTT CCT CCA
F: ACA ACT GGC CGA GGA ATA GCAATG

NANOG 189pb 60°C
R: AGT GGT TGC TCC AAG ACT GAC TGT
F: TTATTT GAA AATTTACGC ATGTT

HDAC2 229pb 56°C
R: TTG CTC CTT TCT TAT GAT CAG TC
F: GCG AGA GCG CCT CAG CTA

DNMT1 72pb 60°C
R: AAA CAT GGG TGA TAG GAG GAG AGA

F: primer forward; R: primer reverse

ACP . (controle —amostra)

(E alvo)
Razédo =

ACP . (controle — amostra)
(E ref)

Figura 12- Modelo matemético para calculo da expresséao relativa derivada de dados obtidos
por PCR em tempo real. A razdo de um gene alvo é expressa em relacdo ao gene
constitutivo e normalizada em relagdo & amostra controle. E,y, € a eficiéncia do gene
alvo; Eref é a eficiéncia do gene referéncia; CP é o ciclo threshold; ACP,, € o0 desvio
de CP da amostra controle — amostra do gene alvo; ACP,s é desvio de CP da
amostra controle — amostra do gene referéncia.

45 - Analises Estatisticas

A viabilidade celular e a expressdao génica foram avaliadas utilizando
analise de variancia e teste de T (paramétricos) ou os testes de Kruskal-Wallis
e Mann-Whitney (ndo-paraméticos), dependendo das caracteristicas dos dados

gerados, utilizando o programa Prophet verséo 5.0.
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5 - RESULTADOS

5.1 — Cultivo celular com Procaina e S-adenosil-L-homocisteina
(SAH)

ApOGs as 72h de tratamento, foi observado que as células de todos os
pocos atingiram confluéncia e durante todo o cultivo ndo foram observadas

diferencas morfoldgicas, tanto no grupo tratado com 1mM de Procaina (Figura

13), quanto no grupo tratado com 2mM de SAH (Figura 14).

Figura 13 — Fotomicrografia de linhagem celular de fibroblastos apés 72h de cultivo
com Procaina. A- Grupo controle; B- grupo tratado com 1mM de Procaina
(Arquivo Pessoal).

Figura 14 - Fotomicrografia de linhagem celular de fibroblastos ap6s 72h de cultivo
com SAH. A- Grupo controle; B- grupo tratado com 2mM de SAH (Arquivo
Pessoal).
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ApoOs o cultivo, as células foram contadas utilizando azul de tripan 0,4%,
como explicado anteriormente no item 4.1 e analisadas quanto a sua
viabilidade. No experimento realizado com Procaina, todo o processo de cultivo
(producéo das 4 réplicas) foi realizado duas vezes, para a primeira repeticdo, o
cultivo foi realizado em apenas uma placa com quatro pogos, ou seja, 2 pogos
para cada tratamento experimental e a segunda repeticdo em duas placas de
quatro pogos, somando 4 pogos para cada tratamento. Para este tratamento,
foi observado uma diferenca significativa (P = 0,0254, para a primeira repeticéo
e P = 0,00119, para a segunda repeticdo), na quantidade de células viaveis
entre o0 grupo controle e o grupo tratado com 1mM (Figuras 15, 16). Esses
dados foram obtidos a partir da soma do numero de células viaveis. Para a
primeira réplica o grupo controle apresentou meédia de 85.125 células com
desvio padrdo de £12.236,1 células, enquanto que o grupo tratado apresentou
68.754 células de média e desvio padréo de £12.935 células. J4 a segunda
réplica apresentou no grupo controle média de 138.333 células com desvio
padrao de £31.968 células e o grupo tratado apresentou média de 103.817 com

desvio padréo de +14.673 células.

Ceélulas Viaveis
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Figura 15 — Média + desvio padrao do numero de células viaveis, na primeira repeticao
do tratamento com 1mM de Procaina. Letras diferentes entre as colunas
diferem estatisticamente entre si (P = 0,0254).
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Figura 16 - Média * desvio padrao do nimero de células viaveis, na segunda repeticao
do tratamento com 1mM de Procaina. Letras diferentes entre as colunas
diferem estatisticamente entre si (P = 0,00119)

Para as células tratadas com 2mM de SAH, nao foi observado diferenca
significativa entre os tratamento experimentais, o que esta mostrado na Figura
17. Esses dados também foram obtidos a partir da soma das células viaveis
presentes em cada réplica, o grupo controle apresentou média de 540.000
células e desvio padrédo de +238.596, ja o grupo tratado apresentou media de

361.000 células e desvio padrao de £207.007 células.
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Figura 17 — Média + desvio padrdo do numero de células viaveis, no tratamento com
2mM de SAH.
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Os genes Oct4 e Nanog foram detectados por qPCR, tanto nas células

controle quanto nas células tratadas com 1mM de Procaina (Figuras 18 e 19).

Os produtos da qPCR foram submetidos a eletroforese em gel de Agarose 2%

para confirmar o tamanho de cada amplicom especifico e os resultados estdo

mostrados nas Figuras 20 e 21.
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Figura 18 — AmplificacBes verificadas por q°PCR do gene Nanog, nas células do grupo
controle (1) e tratado (2) com 1mM de Procaina. A- primeira repeticéo, B-

segunda repeticéo.
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Figura 19 - Amplificacdes verificadas por gPCR do gene Oct4, nas células do grupo
controle (1) e tratado (2) com 1mM de Procaina. A- primeira repeticdo, B-
segunda repeticao.
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Figura 20 — Eletroforese em gel de Agarose 2%, mostrando a presenca do amplicon
para o gene Nanog. A- As bandas especificas com 189pb
correspondentes as células do grupo controle. B- As bandas com 189pb
correspondentes as células do grupo tratado com 1mM de Procaina.



43

200 p
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Figura 21 — Eletroforese em gel de Agarose 2%, mostrando a presenca do amplicon
para o gene Oct4. A- As bandas especificas com 112pb correspondentes
as células do grupo controle. B- As bandas com 112pb correspondentes
as células do grupo tratado com 1mM de Procaina.

A deteccdo da expressao dos genes HDAC2 e DNMTL foi realizada
tanto nas células tratadas com 1mM de Procaina como nas células tratadas
com 2mM de SAH e em seus controles (Figuras 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 e
29).
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Figura 22 - Amplificacdo verificada por q°PCR do gene HDAC2, nas células do grupo
controle (1) e tratado (2) com 1mM de Procaina.
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Figura 23 — Confirmacado da presenca do gene HDAC2, nas células do grupo controle
(1) e tratado (2) com 1mM de Procaina, através da curva de dissociacao
obtida na reacéo de qPCR. (TM = 81,9°C)
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Figura 24 - Amplificacdo verificada por gPCR do gene DNMT1, nas células do grupo
controle e tratado com 1mM de Procaina.
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Figura 25 — Confirmacao da presenca do gene DNMT1, nas células do grupo controle
e tratado com 1mM de Procaina, através da curva de dissociacdo obtida
na reacdo de gPCR. (TM = 76,2°C).
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Figura 26 - Amplificacdo verificada por qPCR do gene HDAC2, nas células do grupo
controle e tratado com 2mM de SAH.
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Figura 27 — Confirmacgéo da presenca do gene HDAC2, nas células do grupo controle
(1) e tratado (2) com 2mM de SAH, através da curva de dissociagdo obtida
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Figura 28 - Amplificacdo verificada por gPCR do gene DNMT1, nas células do grupo
controle (1) e tratado (2) com 2mM de SAH.
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Figura 29 — Confirmacéo da presenca do gene DNMTL1, nas células do grupo controle e
tratado com 2mM de SAH, através da curva de dissociacdo obtida na
reacdo de gPCR. (TM = 76,1°C).

As figuras 30 e 31 mostram os resultados da quantificacdo da expresséo

desses genes entre 0s grupos controle e tratados, para as duas substancias.
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Figura 30 — Expressao relativa de mRNA dos genes HDAC2 e DNMT1 em células do
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grupo controle e tratadas com 1mM de Procaina.
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Figura 31 — Expressao relativa de mRNA dos genes HDAC2 e DNMT1 em células do
grupo controle e tratadas com 2mM de SAH.
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6 — DISCUSSAO

Apos o tratamento de fibroblastos bovinos com as substancias
desmetilantes, foi observada uma queda na viabilidade celular para aquelas
tratadas com 1mM de Procaina. Constatou-se também, que 0os genes OCT4 e
NANOG, ndo sédo bons marcadores moleculares de pluripoténcia para bovinos,
pois foram detectados no grupo controle. Além do mais, mesmo nao havendo
diferenca significativa na expressdo dos genes HDAC2 e DNMT1 entre os
grupos de cada tratamento, para as células tratadas com 1mM de Procaina,
observamos claramente uma tendéncia de alteracdo na expressdo destes
genes.

A producgédo de animais clones pela técnica de TN, revela que nucleos de
células somaticas altamente metilados e diferenciados podem ser
reprogramados a um estado de pluripoténcia, capaz de gerar novos individuos.
No entanto, falhas gestacionais ou no desenvolvimento neo-natal resultantes
da clonagem, sugerem uma possivel desregulacéo do controle epigenético. Ha
de fato, padrdes aberrantes de metilacdo em animais clonados. O evento inicial
de desmetilacdo ocorre no nucleo da célula doadora logo apos a fusdo com o
ovécito enucleado de forma réapida e imediata (SANTOS, DEAN, 2004) e
durante esse processo, o padrdo epigenético das células somaticas que €
normalmente muito estavel deve ser revertido em um curto periodo de tempo,
antes da ativacdo do genoma zigético (ZUCCOTTI et al., 2000). No entanto,
somente a acao do ooplasma € pouco eficiente para desprogramar o ndcleo da
célula doadora. Por isso, a utilizacdo de agentes desmetilantes durante o
cultivo de células que serao utilizadas como doadoras de nucleo, pode iniciar o
processo de reprogramacao, melhorando a acdo do ooplasma apds a fusdo
com o nucleo somatico.

A utilizacdo da Procaina e do SAH como agentes desmetilantes de DNA
no cultivo de células doadoras de nucleo para utilizacdo na clonagem por
transferéncia nuclear € uma alternativa técnica ainda ndo muito utilizada, e com
poucos relatos na literatura. Embora ndo tenha sido observado diferencas
morfolégicas nas células tratadas com 1mM de Procaina em relacdo ao grupo
controle (Figura 13), a diferenca encontrada em relacdo ao niamero de células

viaveis entre os tratamentos experimentais (Figuras 15 e 16), esta de acordo
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com os resultados encontrados por Villar-Garea (2005). Estes autores,
trabalhando com cultivo de linhagem celular cancerosa de humanos MCF7
também suplementada com 1mM de Procaina, observaram uma diminui¢cdo de
aproximadamente 40% de células viaveis em relagdo ao grupo controle durante
o periodo de 72 horas de tratamento.

Tada e colaboradores (2007), utilizando cultivo de uma linhagem celular
de hepatoblastoma com a mesma concentracdo de Procaina, porém com
tempo de exposicao das células a droga de 96 horas, observaram uma reducéo
significativa na quantidade de células viadveis. No mesmo trabalho, foi
observado que a suplementacdo com 1mM de Procaina no meio de cultivo por
96 horas, aumentou a quantidade de células em fase S e diminuiu a populacdo
celular nas fases G2 e M. Esses resultados parecem contraditérios, pois se
existem mais células na fase S, isso significa que estdo duplicando seu DNA
para divisdo, mas esses autores encontraram menor numero de células no
cultivo celular. Ja Villar-Garea e colaboradores (2003), relataram que células
MCF7 tratadas com a mesma substancia interropem o ciclo celular em G2/M.
Esses autores sugerem que iSSO possa ocorrer porque a Procaina causa
parada do ciclo celular, pois genes supressores de tumor voltam a ser
expressos, impedindo a multiplicacdo celular tumoral e causando provavel
diferenciacao celular ou induzindo morte celular (VILLAR-GAREA, 2005).

Michalczechen-Lacerda e colaboradores (2010), utilizando fibroblastos
bovinos tratados por 72 horas com diferentes concentra¢gdes, observaram que
a suplementacédo com 0,1 e 0,5mM de Procaina aumentou a viabilidade celular
em relacdo ao grupo nao tratado e a outro tratado com 2mM, corroborando
com os resultados de Villa-Garea (2005), que relatam que o cultivo de MCF7
com 2mM de Procaina inviabiliza o crescimento celular. Nesta ultima
concentracgdo, ainda foi observado diferencas morfolégicas, como formacéao de
vacuolos (MICHALCZECHEN-LACERDA et al., 2010). Baseando-se nestes
resultados, podemos sugerir que acdo da Procaina no cultivo celular € dose-
tempo-dependente.

Em relacdo ao cultivo de fibroblastos com 2mM de SAH, néo
encontramos diferencas na viabilidade celular entre os grupos tratado e o
controle analisando o numero de células viaveis (Figura 14). Sipkens e

colaboradores (2011), utilizando células endotelias umbilicais humanas em
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cultivo por 6 horas e concentracbes de SAH inferiores, 0,001lmM, 0,01mM e
0,1ImM, também ndo observaram na viabilidade celular. Em dados néo
publicados deste mesmo autor, o cultivo celular de linfoblastos na presenca de
SAH, ndo aumentou os niveis de SAH intracelular, sugerindo que essa
substancia, quando adicionada ao meio extracelular ndo tem capacidade de
entrar na célula. Esses resultados sao contraditérios, pois o tempo de
exposicdo das células a droga e as concentracbes utilizadas foram bem
inferiores a outros trabalhos que utilizaram a mesma substancia. No entanto, o
SAH por ser um composto nao-nucleosideo, e ndo se agregar ao DNA, nao
possui efeitos citotéxicos (DE CABO et al.,, 1994; NIETO et al., 2004). Além
disso, € um subproduto natural do metabolismo celular, fazendo parte do ciclo
da metionina (PANAYIOTIDIS et al.,, 2009). Estas caracteristicas podem
justificar ndo termos encontrado diferencas na quantidade de células viaveis
entre 0s grupos tratado e controle neste trabalho (Figura 17; Tabela 4).

ApoOs o tratamento dos fibroblastos bovinos com Procaina e SAH, a
presenca de transcritos para os fatores de transcricio OCT4 e NANOG foi
testada nos grupos controle e tratados. O gene OCT4 é indispensavel para a
auto-renovacdo e manutencdo do estado indiferenciado das células
pluripotentes embrionéarias e das células germinativas em mamiferos
(TOLKUNOVA et al., 2007) assim como o NANOG (MITSUI et al., 2003). Em
camundongos, estes dois genes sdo marcadores moleculares ja estabelecidos
para a caracteristica de pluripoténcia celular (CHAMBERS et al., 2003;
CHAMBERS et al., 2007; EMA et al., 2008; FUJIKURA et al., 2002; MASUI et
al., 2007; NIWA et al., 2000; NIWA et al., 2005). Pela técnica de gPCR e
através de eletroforese em gel de agarose, confirmamos a presenca destes
dois genes, tanto nas células controle como nas células tratadas. Nossos
resultados contrariam os achados literarios, que afirmam que a expressao dos
genes OCT4 e NANOG é restrita as células da massa celular interna e
trofoblasto (HE et al., 2006). Especulamos que esses resultados conflitantes
sdo devidos a diferencas inerentes as espécies. Em funcdo desta deteccdo em
células somaticas, mesmo estes genes sendo relacionados como especificos
para pluripoténcia em outras espécies, para bovinos ndo podemos utiliza-los

como marcadores moleculares para a caracteristica de pluripoténcia celular.
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Isso mostra a necessidade de mais pesquisas para a descoberta de genes de
pluripoténcia especificos para bovinos.

Além dos genes OCT4 e NANOG, a expressao dos genes HDAC2 e
DNMT1 também foi avaliada. Esses dois genes sdo responsaveis por
alteracbes epigenéticas, no qual a DNMT1 é responsavel por preservar 0s
padrbes de metilacdo durante as divisdes celulares através da metilagdo dos
dinucleotideos CG hemimetilados produzidos na replicagdo do DNA
(JURKOWSKA et al.,, 2011) e a HDAC2 provoca repressao transcricional
através da deacetilacdo de histonas (BRUNMEIR et al., 2009). Os tratamentos
das células com 1mM de Procaina e 2mM de SAH ndo foram capazes de
alterar a expressao desses dois genes (Figuras 30 e 31). Porém, para as
células tratadas com 1mM de Procaina, acreditamos haver uma tendéncia de
alteracdo na expressao destes genes, como observado nas Figuras 30
representando dois experimentos distintos, além de que essa droga provocou
diferenca no numero de células viaveis. Acreditamos que a acdo desmetilante
dessa droga possa provocar uma queda na transcricdo do gene DNMT1 e
consequente queda na transcricdo do gene HDAC2. Isso porque existe uma
interrelacdo entre metilacdo de DNA e acetilacdo de histonas, através de
proteinas que se ligam a citosinas metiladas recrutando enzimas que
desacetilam histonas, provocando silenciamento transcricional (JONES et al.,
1998; NAN et al., 1998; NEWELL-PRICE et al., 2000).

O DNA metilado impede a transcricdo através de mecanismos de
silenciamento génico com promotores especificos (KASS, PRUSS, WOLFFE,
1997). Proteinas que se ligam ao DNA metilado, como a MePC2 (DNA methyl
CpG-binding protein 2), se ligam diretamente a citosina metilada e,
posteriormente, iniciam um recrutamento de complexos de histonas
desacetilases (HDACs), que séo importantes para manter os eventos de
remodelamento da cromatina e manter um ambiente transcricionalmente néo
permissivo (JAENISCH, BIRD, 2003). Assim, poderiamos especular que com a
gueda da quantidade de transcritos de DNMT1, em funcdo da acdo da
Procaina, provocando uma queda no numero de citosinas metiladas, haveria
uma diminuicdo na ligacdo de proteinas que possuem afinidade com essas
regides e uma consequente queda no recrutamento de histonas desacetilases,

diminuindo também o numero de transcritos de HDAC2. Demonstrando,
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embora ndo de maneira estatisticamente significativa, a razdo da diminui¢cao da
guantidade de transcritos destes dois genes analisados.

Quando analisamos a expressdo destes genes nas células tratadas com
2mM de SAH, observamos que o padrdo de expressdo é muito semelhante
entre os grupos controle e tratados. Isso faz sentido quando relacionamos 0s
resultados da expressao génica com a viabilidade celular, que também nao
apresentou diferenca entre os grupos. Podemos justificar esses resultados de
expressdo com as citacdes de Sipkens e colaboradores (2011) que sugerem a
incapacidade do SAH, quando adicionado no meio extracelular de entrar na
célula. No entanto, de acordo com Castro e colaboradores (2005), altas
concentragbes de SAH ou a diminuicdo da relagdo SAM/SAH induz
hipometilacdo global do DNA, RNA, proteinas e fosfolipideos de células e
tecidos, em funcdo da sua alta afinidade aos sitios de ligacdo das enzimas
metiltransferases, inativando sua acgao.

Jeon e colaboradores (2008), detectaram altos niveis de desmetilacéo
de DNA em fibroblastos quando cultivados durante dez dias com
concentracbes de até 1mM de SAH, cerca de 40% em relacdo ao grupo
controle. Hermes e colaboradores (2004), utlizando células HepGz2,
observaram a reducao de 30% no padrédo de metilacdo celular, quando tratadas
com 1mM durante 24 horas e Nieto e colaboradores (2004) observaram a
mesma queda em porcentagem, com a mesma concentracdo, porém, com
periodo de tratamento de trés dias. Portanto, baseando-se na maioria dos
trabalhos da literatura, nossos resultados sugerem que diferentes tipos
celulares, reagem de forma diferente ao tratamento com esta droga
desmetilantes dependendo também, da concentracao utilizada durante o cultivo

e do tempo de exposicao das células a droga.
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7 — CONCLUSOES

Baseado em nossos resultados, concluimos que os genes OCT4 e
NANOG n&o sado marcadores moleculares para pluripoténcia celular em
bovinos. Acreditamos que com possiveis modificacdes no cultivo celular, como
variacdes no tempo de cultivo e exposicdo das células as drogas, o uso de
diferentes concentragcbes ou mesmo a associacdo dessas duas drogas no
mesmo cultivo, podemos alterar os padrdes epigenéticos do DNA das células
doadoras de nucleo para a clonagem por transferéncia nuclear, contribuindo
assim para o incremento dos resultados da técnica de clonagem.
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