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RESUMO

A clonagem por meio da transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) € uma
biotecnologia da reproducdo com varias aplicagdes e ja em uso comercial. No
entanto, ainda € uma técnica com baixa eficiéncia devido a alta frequéncia de
anormalidades fetais e placentarias. Para que o embrido se desenvolva
normalmente, o perfil epigenético do genoma somatico da célula doadora de nucleo
deve ser reprogramado corretamente apos a transferéncia nuclear. No entanto, nos
embrides clones essa reprogramacao nao ocorre de forma eficiente, o que leva a
alteragdes no padrdao de metilagdo do DNA, e consequentemente, alteragcdes no
perfil de expressdo génica de genes importantes durante o desenvolvimento
embrionario e fetal. Nesse estudo, nds determinamos os niveis de mRNA para 6
genes alvos (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1, TET2 e TET3) relacionados a
reprogramacao da metilagdo do DNA em cotilédone fetal de 13 bezerros
provenientes de TNCS. O RNA total foi extraido das amostras de cotilédone fetal e
submetido a transcricdo reversa para analises em PCR em tempo real. Os
resultados mostraram padrbes de expressao génica diferentes entre os clones e os
animais controles produzidos por inseminacao artificial para todos os genes
avaliados, exceto para a TET3. Os niveis de mRNA de DNMT1 (p=0,0044),
DNMT3A (p=0,0044) e TET2 (p=0,0044) foram maiores nos controles, enquanto
que, para DNMT3B (p=0,0308) e TET1 (p=0,0308) os niveis foram maiores nos
clones. Além disso, foi identificado que os clones que morreram na primeira semana
de vida apresentaram diferengas de expressédo génica em relagdo aos controles
para os genes DNMT1 (p=0,0244), DNMT3A (p=0,0279), DNMT3B (p=0,0364),
TET1 (p=0,0103) e TET2 (p=0,0184), enquanto que os que sobreviveram foram
diferentes dos controles somente para TET1 (p=0,0344). Esses resultados
mostraram que os animais clones que sobrevivem nao sdo apenas fisicamente
mais saudaveis, mas também relativamente mais préximos dos controles no nivel
molecular. Isto sugere que uma expressao adequada das enzimas relacionadas
com a reprogramacao epigenética do DNA na placenta é essencial para a
sobrevivéncia do animal proveniente de TNCS.

Palavras-chave: transferéncia nuclear de células somaticas, clonagem, expressao

génica, epigenética, metilagdo do DNA, placenta, DNMT, TET.
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ABSTRACT

Cloning by somatic cell nuclear transfer (SCNT) is an assisted reproductive
technique with several applications in livestock. However, it is still a technique that
shows low efficiency due to the high frequency of fetal and placental abnormalities.
The somatic genome must be correctly reprogrammed after nuclear transfer to
achieve normal embryo development. However, in cloned embryos this
reprogramming does not occur efficiently, leading to changes in DNA methylation
patterns and consequently alterations in gene expression profile of important genes
for embryo and foetal development. In this study, we determined the mRNA levels
for six target genes (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1, TET2 and TET3) related
to DNA methylation reprogramming in the placental cotyledon of 13 calves produced
by SCNT. Total RNA was extracted from the placental cotyledon samples and
subjected to reverse transcription for real-time PCR analysis. Results showed
different gene expression profiles, comparing placenta from cloned calves and
placenta from animals produced by artificial insemination, except for TET3. The
MRNA level of DNMT1 (p=0.0044), DNMT3A (p=0.0044) and TET2 (p=0.0044)
were higher in the controls, while DNMT3B (p=0.0308) and TET1 (p=0.0308) were
higher in the clones. In addition, it was identified that clones that died in the first
week of life had differences in gene expression compared to the controls for the
genes DNMT1 (p=0.0244), DNMT3A (p=0.0279), DNMT3B (p=0.0364), TET1
(p=0.0103) and TET2 (p=0.0184), while those that survived were different from
controls only for TET1 (p=0.0344). These results showed that surviving clones are
not only physically healthier but also relatively closer to the controls at the molecular
level. This suggests that an adequate expression profile of enzymes related to

epigenetic reprogramming is essential for the survival of cloned animals.

Key-words: somatic cell nuclear transfer, cloning, gene expression, epigenetics,
DNA methylation, placenta, DNMT, TET.
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1. INTRODUGCAO
1.1 Clonagem

A clonagem animal por meio da transferéncia nuclear de células somaticas
(TNCS) é uma biotecnologia da reprodugdo com um vasto campo de aplicagdes,
estando ja em uso comercial. Essa técnica envolve a transferéncia de um nucleo
doador para um ovdcito no qual os cromossomos foram removidos, criando entéo,
animais geneticamente idénticos (WILMUT; BAI; TAYLOR, 2015). O primeiro
estudo a demonstrar que a TNCS era capaz de gerar animais viaveis a partir de um
animal adulto foi publicado em 1997 quando foi divulgado o nascimento da ovelha
Dolly, o primeiro mamifero clone (WILMUT et al., 1997). Desde entdo, essa
tecnologia vem sendo utilizada em outras espécies, dentre elas, camundongos
(WAKAYAMA et al., 1998), gado (KATO et al., 1998), suino (POLEJAEVA et al.,
2000), coelho (CHESNE et al., 2002), cavalo (GALLI et al., 2003), cachorro (LEE,
B. C. et al., 2005), bufalo (SHI et al., 2007) e em primatas (LIU et al., 2018).

A partir do nascimento da ovelha Dolly, juntamente com o crescente dominio
da técnica ao longo dos anos de pesquisa, as razdes para o estudo da clonagem
evoluiram. Na agropecuaria, a transgenia associada a clonagem abriu novas
perspectivas para a produgcdo de gado com resisténcia a ataque de patdgenos
(CHENG et al., 2015; WANG, Y. S. et al.,, 2015), expressando proteinas
recombinante no leite (LUO et al., 2015) e até a producédo de embrides clones
transgénicos por meio da TNCS interespécies (GUPTA et al., 2013). Além da
transgenia, a clonagem também permite a produgcdo de copias de animais com

caracteristicas produtivas desejaveis (FABER et al., 2004).

No entanto, a clonagem ainda € uma técnica com baixa eficiéncia; em
bovinos somente 1-5% dos embrides transferidos para as receptoras se
desenvolvem e nascem a termo, existindo também uma alta frequéncia de perda
pos-natal (SU, J. et al., 2015). A maioria das perdas geralmente ocorre muito
precocemente durante o desenvolvimento, levando a reabsor¢ao embrionaria no
utero (SMITH et al., 2012). Nas gestagdes de clones varias anormalidades podem
ocorrer, como a sindrome do bezerro gigante, crescimento anormal dos 6rgaos,

anormalidades placentarias, corddo umbilical grosso, dentre diversas outras



(BUCZINSKI et al., 2009; FARIN; PIEDRAHITA; FARIN, 2006). Esses fendtipos
aberrantes, possivelmente resultantes de uma interacdo materno-fetal anormal,

levam a insuficiéncia placentaria e consequentemente, na maioria das vezes, a
perda da gestagao (HILL, J. R. et al., 2000; KOHAN-GHADR et al., 2008).

Dentre as principais causas responsaveis pelo desenvolvimento anormal da
maioria dos animais clones esta um padrao anormal de metilagdo do DNA nos
estagios iniciais da embriogénese (BOURC'HIS et al., 2001; ZHANG, S. et al.,
2016). Uma reprogramacao incompleta do nucleo doador pode resultar em
mudangas no perfil de expressdo génica e consequentemente alteragcdes de
desenvolvimento durante a gestacédo (SAINI, M. et al., 2017). Assim, estudos de
expressao génica ja encontraram genes com expressao diferencial entre animais
produzidos por TNCS e animais produzidos por fecundacgao in vitro (MIN et al.,
2016), e também quando compararam clones com animais provenientes de
inseminacao artificial (IA) (WANG, G. N. et al.,, 2017). No entanto, analises de
metilacdo do DNA em espermatozoides e ovocitos bovinos ndo encontraram
diferencas entre animais clones e ndo-clones (KANEDA et al., 2017). Isto sugere
que, como a causa das alteracdes encontradas nos clones é de falhas durante a
reprogramacao epigenética, o genoma do animal foi reprogramado eficientemente
durante a gametogénese, garantindo a saude da progénie dos clones (KANEDA et
al., 2017).

1.2 Epigenética

Epigenética € a area da genética que estuda as mudangas herdaveis na
funcao génica e/ou fenotipo que nao estado relacionadas a mudangas na estrutura
primaria do DNA (DUPONT; ARMANT; BRENNER, 2009). Embora todas as células
de um organismo contenham a mesma informagao genética, nem todos os genes
sdo expressos igualmente em todas as células. O perfil de expressao génica é
controlado por mecanismos epigenéticos em uma grande variedade de células e
tecidos em organismo multicelular (MOORE, L. D.; LE; FAN, 2013). As marcas
epigenéticas sao modificagdes quimicas herdaveis presentes na cromatina,
transmitidas e mantidas nas células-filhas apdés uma divisao mitética ou meiética,
influenciando a atividade transcricional (NAGY; TURECKI, 2015). Em mamiferos, o

estabelecimento dessas marcas ocorre durante os periodos de embriogénese e
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gametogénese, possuindo um papel importante durante o desenvolvimento
embrionario (BOURC’HIS et al., 2001; ROSS et al., 2008; SANTOS et al., 2003).

As modificagdes epigenéticas sao reversiveis, podendo ser moduladas por
fatores ambientais como a exposicdo a fatores quimicos, nutricionais,
comportamentais, estresse e efeitos estocasticos, alterando a expressdo génica
devido a modificagdo dessas marcas. Esses fatores funcionam individualmente e
em conjunto afetando o epigenoma (FAULK; DOLINQY, 2011).

Os principais mecanismos ou fatores epigenéticos sado: metilagdo do DNA,
modificagdes covalentes pds-traducionais principalmente nas caudas de histonas
(metilagdo, acetilagao, ubiquitinagdo, ADP-ribosilacdo, sumoilagéo, fosforilagao,
etc) e RNAs nao codificantes (SMOLLE; WORKMAN, 2013). Assim, o epigenoma
refere-se ao conjunto de marcas epigenéticas sobre o genoma que regulam a
estrutura da cromatina e a acessibilidade da maquinaria de transcricdo ao DNA
(HEIUMANS et al., 2009).

1.3 Metilacao do DNA

Dentre as modificagdes epigenéticas, a metilagdo do DNA é a mais estudada
e caracterizada. A metilagado ocorre a partir da doagédo de um grupo metil no ciclo
da metionina pela S-adenosil-metionina (SAM), sendo que este grupo metil é
adicionado covalentemente ao carbono 5 do anel de uma citosina com maior
frequéncia em um contexto de dinucleotideos CpG, criando uma base chamada 5-
metilcitosina (5mC). Essa marca € a principal candidata a coordenar a herancga
epigenética entre as geracdes e é geralmente associada com silenciamento
transcricional e estabilidade cromossomal (DEAN; SANTOS; REIK, 2003).

A metilacdo do DNA em eucariotos ocorre principalmente em sitios CpG
(PORTELA; ESTELLER, 2010) distribuidos ao longo do genoma e que estao
predominantemente metilados (70-80%) (LARSEN et al., 1992; RASMUSSEN,
KASPER DINDLER; HELIN, 2016). No entanto, as regides com alta densidade de
CpG, chamadas de ilhas CpG, se encontram em maior parte nos promotores
génicos e sao pouco metiladas (DEATON; BIRD, 2011; LARSEN et al., 1992; SU,
J. etal., 2014).



A metilacdo do DNA pode estar envolvida tanto na repressdo quanto na
ativagao da transcri¢ao génica (SPRUIJT; VERMEULEN, 2014). Quando os sitios
CpGs localizados nos promotores génicos estdo metilados os fatores de transcrigao
nao conseguem acessar ao seu sitio no DNA para iniciar a transcricdo. Além disso,
a presencga do grupo metil no DNA atrai proteinas de ligagdo a DNA metilado
(MBD1, MBD2, MBD3 e MeCP2) que irdo compactar a cromatina, levando entéo, a
repressao da transcricido génica (ATTWOOD; YUNG; RICHARDSON, 2002;
BUCK-KOEHNTOP; DEFOSSEZ, 2013). No entanto, a metilagao no corpo do gene
€ uma caracteristica dos genes transcritos, pois essa metilagdo ndo impede o
acesso dos fatores de transcricdo ao seu sitio, e consequentemente, ocorre a
transcricdo génica (WOLF et al., 1984). O corpo génico, apesar de possuir menos
sitios CpG, ¢ altamente metilado e contém multiplas regides repetitivas e elementos
transponiveis (JONES, 2012). A metilagdo desses elementos é importante para a
estabilidade cromossdmica, portanto, essas regides tendem a ser fortemente
metiladas para suprimir a sua expressao e dar estabilidade ao genoma (BESTOR,;
EDWARDS; BOULARD, 2015). Dessa forma, a metilagdo no corpo do gene
bloqueia a iniciagao da transcricdo de elementos transponiveis e, ao mesmo tempo,

permite a transcricdo do gene hospedeiro (JONES, 2012).

A metilagdo do DNA desempenha um papel fundamental para que o
desenvolvimento embrionario e a diferenciagdo celular ocorram da forma correta.
Durante o desenvolvimento, a metilagdo do DNA esta relacionada com o controle
da expressdao g@énica, regulagdo do imprinting gendmico, inativagdo do

cromossomo X e a manutencgao da integridade do genoma (DEAN et al., 2003).

1.4 Maquinaria enzimatica para metilagao do DNA

As enzimas responsaveis por transferir o grupo metil para o DNA sdo as DNA
metiltransferases (DNMTs). Essas enzimas metilam o DNA por dois mecanismos
distintos, metilacdo de manutencao e metilagdo de novo. No processo de metilagao
de manutencdo, apds cada ciclo de replicacdo do DNA a enzima reconhece o
padrdao de DNA hemi-metilado e copia os padroes de metilacdo preexistentes para
a nova fita recém-sintetizada. Portanto, esse processo ocorre em células
mitoticamente ativas (Figura 1A) (CHEN; LI, 2004; KISHIKAWA et al., 2003). Ja a
metilacdo de novo estabelece novos padroes de metilagdo durante a
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gametogénese e embriogénese (Figura 1B) (REIK; WALTER, 2001), além de estar
envolvida com algumas patologias (WANG, X. M. et al., 2010).

|l c Q oom

Q@ Metilagio O DNMT3A/ Metilaciio de

DNMT3B manutencio

° DNA polimerase o _
3

Metilagdo de

manuten¢io

ﬁ
Metilagiio
WX —

Figura 1. Atividades das DNA metiltransferases. (A) Mecanismo de metilacdo de
manutencéo pela DNA metiltransferase 1 (DNMT1). Durante cada ciclo de replicagdo do
DNA a DNA polimerase sintetiza uma nova fita de DNA sem o padrdao epigenético de
metilacdo. A DNMT1 reconhece o DNA hemi-metilado e copia os padrdes pré-existentes
na nova fita. (B) Mecanismo de metilacdo de novo pelas DNA metiltransferases 3A/3B.
Durante a gametogénese e a embriogénese as enzimas DNMT3A/3B estabelecem um

novo padrdo de metilagdo no DNA. Fonte: a autora (2018).

Em mamiferos, as enzimas que pertencem ao grupo das DNMTs séao
DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L. A atividade dessas enzimas é
essencial para o desenvolvimento embrionario, visto que mutagcdes nesses genes
levam a uma reducao de metilagdo no DNA, causando desenvolvimento anormal e
letalidade embrionaria (LI; BESTOR; JAENISCH, 1992). A DNMT1 é responsavel
principalmente pelo processo de metilacdo de manutencdo (JURKOWSKA,
JURKOWSKI; JELTSCH, 2011), mas também possui um papel descrito na
metilacdo de novo (SHIRANE et al., 2013), participando também da metilacdo do
DNA mitocondrial (SHOCK et al., 2011) (SAINI, S. K. et al., 2017). ADNMT1 € uma

proteina composta por uma grande regidao N-terminal reguladora e uma regiao



catalitica C-terminal, na qual existem dominios cataliticos essenciais para a
interacdo com a SAM (Figura 2) (HERVOUET et al., 2018). Nas células
germinativas, o RNA do gene da DNMT1 sofre um splicing alternativo nos primeiros
éxons controlando a expressdo e/ou localizacdo das isoformas geradas em
periodos especificos do desenvolvimento (MERTINEIT et al.,, 1998; TUREK-
PLEWA; JAGODZINSKI, 2005). Trés isoformas s&@o geradas a partir de splicing
alternativos, DNMT1s, DNMT1p e DNMT10 (RUSSELL; BETTS, 2008). A DNMT1s
€ expressa em células somaticas, enquanto as DNMT1p e DNMT 10 s&o expressas
em células germinativas masculinas e femininas, respectivamente (MERTINEIT et
al., 1998).

A DNMT2 nao possui um papel de DNA metiltransferase (RADDATZ et al.,
2013), mas estudos relatam seu papel na metilacdo de RNA transportador (GOLL
et al., 2006) (TUORTO et al., 2015). Essa enzima apresenta na regiao C-terminal
as sequéncias dos motivos que estao presentes nas outras metiltransferases, no

entanto, ndo possui o0 dominio N-terminal (Figura 2) (BESTOR, 2000).

N-terminal C-terminal
DMAPD PBDNLS RFTD CXXC BAH1 BAH2 IV VI IXX
DNMT1 [ [ ] [ N [ w1 Il
I IV _Vivil IXX
DNMT2
PWWP ADD | IV VIVl IXX
DNMT3A |
PWWP ADD | IV VIVl IXX
DNMT3B |
ADD IV_VIVII

DNMT3L W HI TN

Figura 2. Representacdo da estrutura das DNA metiliransferases. DMAPD - DNA
methyltransferase associated protein 1 interacting domain; PBD - Binding domain; NLS -
Nuclear localization signal, RFTD - Replication foci targeting domain; CXXC - Domain
CXXC; BAH1 e BAH2 - Bromo-adjacent homology domains 1 and 2; PWWP - Proline—
tryptophan motif, ADD - ATRX-DNMT3-DNMT3L domain. Dominios cataliticos na regido C-
terminal representados como [, IV, VI, VIII, IX e X. Adaptado de (HERVOUET et al., 2018)
(JELTSCH; JURKOWSKA, 2016).

As DNMT3A DNMT3B e DNMT3L sao responsaveis pela metilacdo de novo
durante o desenvolvimento embrionario e gametogénese (BOURC'HIS et al., 2001;

OKANO et al., 1999). Por isso sao altamente expressas em células indiferenciadas
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e células germinativas, apesar de também estarem presentes em células somaticas
em niveis mais baixos (JELTSCH; JURKOWSKA, 2016). Essas enzimas n&o
apresentam nenhuma preferéncia significativa entre DNA hemi-metilado e nao-
metilado (GOWHER; JELTSCH, 2001; OKANO; XIE; LI, 1998). Além da metilagao
ocorrer predominantemente nas citosinas no contexto de dinucleotideos CpG,
essas enzimas também podem metilar o DNA em um contexto ndo-CpG (AOKI et
al., 2001; RAMSAHOYE et al., 2000). As estruturas das proteinas DNMT3A e
DNMT3B sao muito semelhantes, sendo compostas por uma regiao N-terminal com
dominio PWWP essencial para a ligagcdo ao DNA, um dominio ADD rico em
cisteina, que media uma interacdo proteina-proteina e uma regidao C-terminal
responsavel pela atividade catalitica (Figura 2) (HERVOUET et al., 2018)
(JURKOWSKA et al., 2011).

Apesar da alta homologia de sequéncia, os fenotipos observados dos
nocautes para as duas enzimas demonstram que estas possuem funcdes
biolégicas que nao se sobrepde. Em camundongos, a DNMT3A, juntamente com a
DNMT3L, sdo necessarias para o estabelecimento adequado dos padrées de
imprinting gendmico durante a gametogénese (JURKOWSKA et al.,, 2011)
(KANEDA et al., 2004). Enquanto isso, a DNMT3B é especificamente responsavel
pela metilacdo de regides satélites menores centromeéricas e pericentroméricas
(JURKOWSKA et al., 2011; OKANO et al., 1999). Adicionalmente, em humanos,
um estudo sugeriu que a DNMT3B também pode estar envolvida na metilagdo do
retrotransposon LINE-1 (HE, Z.-M. et al., 2014). O recrutamento das enzimas
DNMT3 para a cromatina durante a gametogénese e embriogénese pode ser
controlado pelas histonas. O dominio ADD, presente nas trés isoformas de DNMT3,
€ capaz de interagir com as caudas das histonas H3 ndo modificadas na lisina 4,
sendo que a identificacdo da auséncia de metilagdo na histona promove o
recrutamento de DNMT3A/3B para se ligar a cromatina (HERVOUET et al., 2018;
OOl et al., 2007; ZHANG, Y. et al., 2010). Isso indica que este dominio pode guiar
a metilacdo do DNA em resposta a modificagdes especificas de histonas
(JURKOWSKA et al., 2011).

Na estrutura da DNMT3L néo estao presentes o dominio PWWP de ligagao

ao DNA e residuos cataliticos importantes no dominio C-terminal (Figura 2)



(JURKOWSKA et al., 2011). Portanto, a DNMT3L n&o tem atividade catalitica, mas
atua como um fator regulatério estimulando as DNMT3A/3B, mostrando capacidade
de reconhecimento de cromatina (MARGOT; EHRENHOFER-MURRAY;
LEONHARDT, 2003; WIENHOLZ et al., 2010). O estimulo da DNMT3L depende
da interagao dos dominios cataliticos das DNMT3A e 3B com o dominio C-terminal
da DNMT3L (GOWHER et al., 2005; SUETAKE et al., 2004). Especificamente para
a DNMT3A, a formagao do complexo DNMT3L-DNMT3A leva a uma mudanga na
conformagao da DNMT3A tornando sua estrutura mais aberta, e dessa forma,
facilitando a ligagdo ao DNA. Apds a ligagao desse complexo ao DNA, a afinidade
entre as duas enzimas é reduzida levando a liberacdo da DNMT3L (GOWHER et
al., 2005).

A DNMT3L é expressa especificamente em células germinativas durante a
gametogénese e durante os estagios embrionarios iniciais (BOURC'HIS; BESTOR,
2004; HATA et al., 2002). Durante a espermatogénese, contribui para a aquisigao
de metilagdo em regides de imprinting paterno, sequéncias de heterocromatina ndo
pericéntricas e elementos de transposi¢cdo (HATA et al., 2002; WEBSTER et al.,
2005). Dessa forma, camundongos machos knockout para a DNMT3L mostraram
reativacdo de retrotransposons, causando assim uma desordem na meiose,
levando a perda de todas as células germinativas e tornando esses animais estéreis
por ndo conseguirem produzir espermatozoides maduros (BOURC'HIS; BESTOR,
2004; WEBSTER et al., 2005). A perda dessa enzima em ovocitos leva a
hipometilacdo especifica de genes maternalmente imprinted, resultando em sua
expressao bialélica (BOURC'HIS et al., 2001).

Além dessas principais DNA metiltransferases que ja estao identificadas em
varias espécies, uma nova DNA metiltransferase denominada DNMT3C foi
recentemente identificada no genoma de roedores, sendo que essa enzima possui
um papel essencial na metilagcdo de retrotransposon em linhas germinativas
masculinas (BARAU et al., 2016; JAIN et al., 2017).

1.5 Maquinaria enzimatica para desmetilagcao do DNA

Inversamente ao processo de metilagdo do DNA, existe uma atividade de
desmetilagdo do DNA que ocorre nas células de mamiferos (GEHRING; REIK;
HENIKOFF, 2009). A desmetilacdo do DNA se deve a retirada do grupo metil que
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esta ligado ao DNA, e isto pode ocorrer de duas formas, passiva ou ativa. A
desmetilacdo passiva ocorre quando a célula perde a maquinaria de metilacdo de
manutencgao, ou seja, as fitas de DNA recém-sintetizadas durante a replicagao nao
sao metiladas, resultando na diminui¢ao de 5mC a cada ciclo de replicagao do DNA
(WU; ZHANG, 2017). Ja o processo de desmetilagdo ativa é realizado por um

mecanismo enzimatico (GUO, J. U. et al., 2011).

A familia das Ten-eleven translocation (TET), que inclui TET1, TET2 e TETS,
desempenha um papel importante no processo de desmetilagdo ativa. Essas
enzimas oxidam o grupo metil convertendo 5-metilcitosina (5mC) sequencialmente
em 5-hidroximetilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina (5fC) e 5-carboxicitosina (5caC)
(HE, Y. F.etal., 2011; ITO etal., 2010; ITO et al., 2011; TAHILIANI et al., 2009).
As bases oxidadas 5fC e 5caC podem ser reconhecidas pela proteina de reparo
DNA timina glicosilase e substituidas por uma citosina ndo modificada por meio da
via de reparo por excisdao de base (HARDWICK; LANE; BROWN, 2018). A
desmetilacdo ativa do DNA, portanto, ocorre devido a uma série de reagodes
quimicas que modificam a 5mC e o produto final é reconhecido pela via de reparo
de DNA para substituir a base modificada por uma citosina (MOORE, L. D. et al.,
2013; WEBER et al., 2016; WU; ZHANG, 2017). Além disso, essas enzimas
também atuam na oxidagdo de 5mC somente a 5ShmC, como € possivel observar
pela alta abundancia de 5hmC em alguns tecidos (DOEGE et al., 2012; HAHN et
al., 2013). Devido a uma perda passiva de 5hmC, esses niveis sdo diluidos no

genoma apos cada ciclo de replicagao (INOUE; ZHANG, 2011).

A familia das enzimas TET compartilha um alto grau de homologia dentro de
seu dominio catalitico C-terminal, na qual contém um dominio de hélice- de cadeia
dupla (double-stranded B-helix - DSBH), um dominio rico em cisteina e locais para
ligagao dos co-fatores Fe (ll) e 2-oxoglutarato, que juntos formam o nucleo catalitico
(RASMUSSEN, KASPER DINDLER; HELIN, 2016; TAHILIANI et al., 2009). No
dominio N-terminal de TET1 e TET3 é encontrado o dominio de dedo de zinco
CXXC, sendo que em TET2 este dominio é perdido (Figura 3) (TAN; SHI, 2012).



N-terminal C-terminal

CXXC Cys-rich DSBH

TET1 | [ ] HE I |
Cys-rich DSBH

TET2 | I I |

CXXC Cys-rich DSBH

TET3 [ HE I |

Figura 3. Representacgéo da estrutura das enzimas TETs. CXXC - CXXC domain; Cys-rich
- Cysteine rich domain; DSBH - Double-stranded B-helix Adaptado de (KOHLI; ZHANG,
2013; YIN; XU, 2016).

Analises bioquimicas indicam que o dominio CXXC de TET1 se liga ao DNA
em CpG metiladas e ndo metiladas (XU et al., 2011). Enquanto um outro estudo
indicou que o dominio CXXC de TET3 se liga preferencialmente em citosinas nao
metiladas em contexto CpG ou nao-CpG (XU et al., 2012). O dominio CXXC de
TET1 pode se ligar em CpG nao metilada dificultando o acesso das DNMTs. A
ligacdo em CpG metiladas, em um estado de eucromatina, permite que a enzima
converta 5mC a 5hmC (XU et al., 2011), enquanto que em regides ricas em CpGs
metiladas, em um estado heterocromatico, a acessibilidade de TET1 esta
bloqueada (XU et al., 2011). Como a enzima TET2 nao apresenta este dominio,
para exercer sua funcédo ela associa-se a IDAX (/nhibition Of The Dvl And Axin
Complex), uma proteina independente contendo o dominio CXXC (KO, M. et al.,
2013).

A desmetilacdo ativa do DNA nos estagios iniciais do desenvolvimento é
dependente de TETS3, visto que sua expressao em ovacitos e zigotos € alta (GU et
al., 2011; WOSSIDLO et al,, 2011). Dessa forma, TET3 parece mediar a
desmetilacédo ativa do genoma paterno durante a embriogénese em estagios mais
precoces (IQBAL et al., 2011). Por outro lado, TET1 e TET2 sao mais expressas
em células-tronco embrionarias, sendo essenciais para o controle da pluripoténcia
e potencial de diferenciacdo celular (KOH et al.,, 2011; WALTER, 2011). Em
conjunto, o triplo nocaute dessas enzimas (Tet1/2/3) leva ao silenciamento de
genes especificos e como consequéncia a reducdo do potencial de
desenvolvimento de células-tronco embrionarias (DAWLATY et al.,, 2014). As

proteinas TET também s&o altamente expressas no cérebro, com funcdes
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importantes no desenvolvimento do sistema nervoso (HAHN et al., 2013; KAAS et
al., 2013). Além disso, a atividade dessas enzimas esta envolvida em importantes
mecanismos de supressado de tumores. TET2 € um dos genes frequentemente
mutados em malignidades hematopoiéticas (RASMUSSEN, KASPER D et al,,
2015). Portanto, a metilacdo e desmetilagdo do DNA s&o processos epigenéticos
dindmicos que regulam a expressdao génica sendo essenciais para o
desenvolvimento (HOANG et al., 2017).

1.6 Imprinting genémico

O imprinting genbmico resulta na expressao monoalélica de genes
dependendo de sua origem parental (BARLOW; BARTOLOMEI, 2014). As marcas
imprinting s&o caracterizadas por um padrao de metilagao diferencial no DNA que
ocorrem nas chamadas regides diferencialmente metiladas da linhagem
germinativa (QDMR), que sao classificadas em transientes (tDMR) e imprinted
(iDMR). As marcas de imprinting, ou seja, o padrdo de metilagdo das gDMRs é
estabelecido durante a gametogénese, na primeira onda de reprogramagao
epigenética (MACDONALD, W. A.; MANN, M. R. W., 2014)

Os genes que possuem essa marca, 0s genes imprinted, possuem um papel
importante durante o desenvolvimento placentario e crescimento fetal (GUNTRUM,;
VLASOVA; DAVIS, 2017). De acordo com a “hipotese do conflito parental”’, o
imprinting gendmico evoluiu em mamiferos criando um conflito entre os interesses
dos genes maternos e paternos na distribuigdo de recursos a prole (MOORE, T.;
HAIG, 1991; PERVJAKOVA et al., 2016). Outra teoria, chamada de “bomba-relégio
ovariana” sugere que a evolugdo do imprinting ocorreu para evitar o
desenvolvimento de embrides partenogenéticos dentro do ovario, protegendo a
fémea de doencgas trofoblasticas ovarianas (VARMUZA; MANN, 1994). Dessa
forma, o estabelecimento de marcas imprinting permite um balanco da expressao
dos genomas materno e paterno, sendo isso crucial para o desenvolvimento
embrionario (GUNTRUM et al., 2017).

1.7 Reprogramacao epigenética no desenvolvimento inicial

A reprogramagdo epigenética durante o desenvolvimento inicial em

mamiferos ocorre em dois diferentes estagios de desenvolvimento (MAYER et al.,
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2000). A primeira onda acontece durante a gametogénese, a partir da formacgao
das células germinativas primordiais (CGP) ainda na fase fetal (REIK; DEAN;
WALTER, 2001). Nesse estagio, inicia-se uma perda do padrao de metilagao global
DNA, inclusive nas regides imprinted. Essa desmetilacdo do DNA envolve a
oxidacao de 5mC a 5hmC seguido por uma perda passiva de 5hmC por meio da
replicacgo do DNA (HILL, P. W.; AMOUROUX; HAJKOVA, 2014). Apés a
desmetilacao, ocorre uma subsequente metilacao de novo nas células precursoras
dos gametas, com o estabelecimento de novos padrdes imprinted, especificos de
acordo com o sexo do individuo (Figura 4) (LEE, J. et al.,, 2002; UNGERER,;
KNEZOVICH; RAMSAY, 2013).

Gametogénese Embriogénese

Nascimento

Niveis de metila¢io
.. Fecundagao Y ..

Ovécito

Vet T T
Figura 4. Dinamica de metilagdo do DNA em bovinos durante a reprogramacao epigenética
em células germinativas e embriées. Gametogénese: Nas células primordiais germinativas,
0s genomas paterno e materno (linhas azul e vermelha, respectivamente) sofrem uma
desmetilacdo global do genoma, inclusive também nas gDMRs (linha preta). Em fetos
machos, a metilacao de novo comeca ainda durante a vida fetal e ao nascimento o genoma
paterno ja tem um alto nivel de metilagéo (linha azul). Em fémeas, a aquisicdo da metilagao
de novo inicia-se sempre que um ovocito € recrutado para prosseguir na ovogénese, mas
sO se completa apds a puberdade, com estimulos hormonais adequados (linha vermelha).
Embriogénese: Apds a fecundacdo e antes da replicacdo do DNA, as enzimas TET
desmetilam ativamente o genoma paterno (linha azul), enquanto que o genoma materno é
desmetilado apés varias divisbes celulares por um mecanismo passivo (linha vermelha).
Em embrides bovinos, a metilagado de novo dos dois genomas parentais comega em torno
do estagio de 8-16 células. A linha roxa representa os embriées clones, mostrando que

apos a transferéncia nuclear ocorre uma ineficiente perda de metilacdo e a metilacédo de
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novo iniciando-se precocemente. A linha cinza tracejada no topo representa as iDMRs que
sdo protegidas da desmetilacio global. O grafico ndo esta representado em escalas e ndo

mostra a proporgéo exata de metilagdo. Fonte: a autora (2018).

Durante a gametogénese, as CGP masculinas e femininas seguem
caminhos divergentes em diregdo a maturacao dos gametas, que resultam na
producao de epigenomas distintos (MACDONALD, W. A.; MANN, M. R. W., 2014).
Nos fetos femininos, apds a desmetilagcdo, as CGP param de se multiplicar por
mitose, iniciam a meiose e permanecem retidas na préfase | até a puberdade,
quando a estimulagdo hormonal ovulatoria leva a conclusdo da primeira divisao
meiotica (EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009; EWEN; KOOPMAN, 2010). Ja
nos fetos masculinos, as CGP se multiplicam por mitose formando as
proespermatogonias, que diferente dos ovdcitos, ndo entram em meiose | até o
inicio da puberdade (EWEN; KOOPMAN, 2010). Nesse estagio, as
proespermatogdnias comegam a receber a metilacdo de novo no DNA (TANG et
al., 2014). Assim, ao nascimento, as proespermatogonias tém seu padrdo
especifico de metilagdo quase completamente estabelecido, enquanto os ovdcitos
estdo com niveis baixos de metilacao (MACDONALD, W. A.; MANN, M. R. W,
2014). Esta dindmica de metilacdo pode ser vista na Figura 4, na qual a metilagdo
de novo ocorre em periodos diferentes nas duas linhagens germinativas
(FERGUSON-SMITH; SURANI, 2001; MACDONALD, W. A.; MANN, M. R., 2014;
REIK et al., 2001).

A segunda onda de reprogramagdo epigenética ocorre durante o
desenvolvimento embrionario inicial, quando ocorre a perda de metilagcdo do DNA
mas algumas regides imprinted do genoma n&o sao afetadas (DEAN et al., 2003;
SMALLWOOD; KELSEY, 2012). As iDMRs sé&o as regides protegidas dessa onda
de desmetilagdo apds a fecundagdo (PROUDHON et al., 2012; SMALLWOOQOD;
KELSEY, 2012; THAKUR et al., 2016), enquanto que as tDMRs sao
reprogramadas (PROUDHON et al., 2012). Os dois genomas parentais sofrem
desmetilacdo global do genoma durante a embriogénese inicial, mas de forma
diferente. O genoma paterno é desmetilado por um mecanismo ativo, iniciado
imediatamente apds a fecundagao e antes da replicagdo do DNA (IQBAL et al.,
2011). Tem sido sugerido que a desmetilagdo do pronucleo masculino ocorre
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devido a atividade de TET3, que oxida 5mC a 5hmC, seguida por uma perda
passiva de 5hmC por meio da replicagdo do DNA (INOUE; ZHANG, 2011). Em
combinagdo com o achado acima, foi demonstrado que o DNA hemi-hidroxilado
nao é eficientemente reconhecido pela DNMT1 como substrato (VALINLUCK;
SOWERS, 2007). Por outro lado, a desmetilagdo do genoma materno ocorre mais
tardiamente, por um mecanismo passivo depende de replicagdo (Figura 4)
(MAYER et al., 2000; OSWALD et al., 2000). Acredita-se que a 5mC no pronucleo
materno esta protegida da desmetilagdo ativa pela proteina PGC7/Dppa3/Stella2
(BAKHTARI; ROSS, 2014; IQBAL et al.,, 2011; WOSSIDLO et al., 2011). No
entanto, alguns estudos relataram uma desmetilagdo ativa em uma proporg¢ao
significativa do genoma materno (GUO, F. et al., 2014; WANG, L. et al., 2014).

O mecanismo ativo de desmetilagdo € realizado pelas enzimas TETs
(WOSSIDLO et al., 2011). Dentre as TETs, a TET3 é a principal enzima a atuar no
processo de desmetilagdo ativa no genoma do embrido bovino (GU et al., 2011,
PAGE-LARIVIERE; SIRARD, 2014). Ja o mecanismo passivo de desmetilagcao
ocorre devido a retencdo da enzima DNMT1 no citoplasma (CARDOSO;
LEONHARDT, 1999; LODDE et al., 2009; UYSAL; OZTURK; AKKOYUNLU, 2017).
Apos a desmetilacdo do DNA, o processo de metilagdo de novo comega no estagio
de 8-16 células em embrides bovinos, coincidindo com a ativacdo de genoma
embrionario (Figura 4) (REIK; WALTER, 2001; YANG et al., 2007).

Em embrides clones, a reprogramacao epigenética durante a embriogénese
frequentemente nao ocorre de forma eficiente. Embora ocorra uma perda dos niveis
de metilagdo do DNA nesses embrides, essa perda € menos substancial do que
ocorre normalmente (PEAT; REIK, 2012). Isso talvez ocorra porque o nucleo
somatico contenha a isoforma somatica da DNMT1 (DNMTs), que é capaz de
manter os niveis de metilagéo (REIK et al., 2001; SONG et al., 2017). Além disso,
a metilacédo de novo ocorre precocemente, o que resulta em uma desregulagao
global da reprogramacao epigenética (Figura 4) (YANG et al.,, 2007). Essa
desregulagdo na reprogramacgao epigenética deve ocorrer porque o processo de
clonagem por transferéncia nuclear € um processo atipico para o ovdcito. No
processo natural, o ovdcito é fecundado por um espermatozoide, que possui um

padrao epigenético que é reconhecido por ele. Enquanto que, na clonagem as
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células somaticas doadoras de nucleo sao células diferenciadas, ou seja, ja
possuem um padréo de metilagado caracteristico de sua origem, que é diferente do
padrao dos gametas. Portanto, quando um nucleo somatico é inserido em um
ovaocito enucleado este ndo o reconhece, e entdo, a reprogramagao epigenética
nao ocorre de forma correta. Corroborando essas informagdes, a avaliagéo do perfil
de metilagdo de DNA em embrides clones de camundongos mostrou um perfil mais
semelhante ao fibroblasto doador do nucleo que de um zigoto (CHAN et al., 2012).
Essa reprogramacgao errbnea causa mudangas na expressao génica de varios
genes importantes para o desenvolvimento embrionario, e que consequentemente,
leva a alta incidéncia de anormalidades nos tecidos extraembrionarios (PARK, J. Y.
et al., 2009; WANG, D. et al., 2014). De acordo com isso, estudos ja identificaram
varios genes diferencialmente expressos em embrides e tecidos extraembrionarios
de bovinos clones (BIASE et al., 2016; MIN et al., 2015). Portanto, para que os
embrides clones se desenvolvam normalmente a célula doadora diferenciada deve
perder toda sua memdria e se desdiferenciar para um estado totipotente, para que
a reprogramacao epigenética ocorra de forma eficiente e possibilite a formacgao de

um novo individuo.

Como descrito, um correto estabelecimento de todos os eventos
epigenéticos envolvidos nos primeiros estagios de desenvolvimento sdo de
extrema importancia para o desenvolvimento normal do embrido e feto. Nos clones,
quando esses eventos nao ocorrem corretamente, levam a alteragcao da expressao
génica que afeta vias importantes do desenvolvimento. Portanto, para que
possamos compreender melhor como as alteragdes de reprogramacao epigenética
afetam o desenvolvimento embrionario e a viabilidade pds-natal em animais clones
€ importante e necessaria uma investigagdo do perfil de expresséo das enzimas
relacionadas com a reprogramacgao epigenética durante todos os estagios do

desenvolvimento.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Este estudo teve por objetivo quantificar os niveis de RNA mensageiro das
enzimas envolvidas na reprogramacdo da metilagdo do DNA DNMT1, DNMT3A,
DNMT3B, TET1, TET2 e TET3 na placenta (cotilédone fetal) de bezerros obtidos

por transferéncia nuclear de células somaticas.

2.2 Objetivos Especificos

= Avaliar se os animais produzidos por diferentes técnicas (clonagem ou
inseminacao artificial) apresentam diferentes niveis de RNA mensageiro dessas
enzimas.

» Avaliar se os niveis de RNA mensageiro dessas enzimas estao correlacionados

com a sobrevivéncia pds-natal na primeira semana de vida dos animais clones.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostra biolégica

O Comité de Etica em Uso Animal (CEUA-protocolo n° 078/16) da
Universidade Federal de Uberlandia, Brasil, aprovou todos os procedimentos

realizados.

Bidpsias de pele foram coletadas cirurgicamente de dois animais Nelore (Bos
taurus indicus) machos. Os fibroblastos foram cultivados in vitro e posteriormente
utilizados em procedimentos de TNCS (Geneal Genética e Biotecnologia Animal,
Uberaba, Minas Gerais, Brasil). Os embrides produzidos por TNCS foram
transferidos para vacas receptoras e amostras de placenta (cotilédone fetal) de
treze bezerros clonados (Tabela 1) foram coletadas durante os partos cesariana.
Como controle, foram utilizadas amostras de placenta (cotilédone fetal) de trés

bezerros Nelore saudaveis (machos) produzidos por IA.

Na Tabela 1 esta descrito as principais alteragdes fenotipicas que afetam
cada um dos clones, como: placentoma grande, edema de placenta, cordao
umbilical grosso, tingimento de mecénio (indicacdo de sofrimento fetal) e sindrome
do bezerro gigante (cria com o tamanho acima do normal). Os bezerros clones que
nao sobreviveram a primeira semana de vida foram considerados inviaveis,
enquanto que o0s bezerros que sobreviveram além desse periodo foram
considerados vivos. As amostras de placenta foram coletadas em triplicata durante
as cesarianas, imediatamente congeladas em gelo seco e posteriormente

armazenadas em ultrafreezer a -80°C até a extragdo do RNA.
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Tabela 1. Lista dos animais estudados e seus fendtipos.

Animal Animais
doador de Clones Identificagdo | Fenétipos Alteragdes Fenotipicas
nucleo

1 1 1.1 Inviavel Edema de placenta; Corddo umbilical grosso
Placentoma grande; Edema de placenta;

1 2 1.2 Inviavel Tingimento de mecdnio; Corddo umbilical grosso;
Sindrome do bezerro gigante
Placentoma grande; Edema de placenta;

1 3 1.3 Inviavel Tingimento de mecdnio; Corddo umbilical grosso;
Sindrome do bezerro gigante

. Placentoma grande; Edema de placenta; Cordao

1 4 14 Inviavel o N .
umbilical grosso; Sindrome do bezerro gigante
Placentoma grande; Edema de placenta;

1 5 1.5 Inviavel Tingimento de mecdnio; Corddo umbilical grosso;
Sindrome do bezerro gigante
Placentoma grande; Edema de placenta;

1 6 1.6 Inviavel Tingimento de mecdnio; Corddo umbilical grosso;
Sindrome do bezerro gigante

2 7 17 Inviavel P!acgntoma granfig; Edema de placenta;
Tingimento de mecénio

1 8 2.1 Vivo Placentoma grandes; Cord&do umbilical grosso

1 9 2.2 Vivo Nenhuma alteragéo

1 10 23 Vivo Placg_ntoma gra.ndcla; Edema de placent_a; Cordao
umbilical grosso; Sindrome do bezerro gigante
Placentoma grande; Edema de placenta;

1 11 24 Vivo Tingimento de mecdnio; Corddo umbilical grosso;
Sindrome do bezerro gigante

2 12 25 Vivo Nenhuma alteragéo

2 13 2.6 Vivo Cordao umbilical grosso
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3.2 Extracao de RNA total

A extracdo do RNA total das 16 amostras de cotilédone fetal foi realizada
utilizando o kit TRIzol™ Plus RNA Purification Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Inicialmente, cerca de 50-100 mg de amostra foi macerada em nitrogénio liquido.
O po resultante foi transferido para um microtubo de 1,5mL e adicionado 1mL de
TRizol™ Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para cada 50-100 mg de tecido.
Os préximos passos do protocolo seguiram as recomendagdes do fabricante,
optando-se pelo tratamento com 10U de DNAse durante a extracdo do RNA (Anexo
II). Ao final, o RNA total obtido foi quantificado e armazenado em ultrafreezer a -
80°C.

3.3 Tratamento com DNase

As amostras de RNA total foram novamente tratadas com DNase
imediatamente antes da sintese de cDNA. Foi realizado o tratamento para 1ug de
RNA utilizando 1U da RQ1 RNase-Free DNase® (Promega, Madison, WI, USA) a
37°C por 30 minutos. A solucao de parada foi adicionada seguindo de um passo de
incubacado a 65°C por 10 minutos para a inativacdo da enzima. O protocolo foi

seguido conforme as recomendagdes do fabricante.
3.4 Sintese de cDNA

O RNA tratado com DNase (1ug) foi submetido a sintese de cDNA utilizando
o kit SuperScript™ Il First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) para um volume final de 20uL de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. As reag¢des foram realizadas a 25°C por 10 minutos,
50°C por 30 minutos e 85°C por 5 minutos. Posteriormente, foi adicionado 1uL de
RNase H seguido de um passo de incubagao a 37°C por 20 minutos. O material
resultante foi armazenado a -20°C até o uso.

3.5 PCR em tempo real

Seis genes relacionados com a reprogramacao da metilagdo do DNA foram
selecionados para ter seus niveis de mRNA analisados por RT-gPCR. Séo eles,
DNA methyltransferase 1 (DNMT1), DNA methyltransferase 3 alfa (DNMT3A), DNA
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methyltransferase 3 beta (DNMT3B), Ten eleven translocation 1 (TET1), Ten eleven
translocation 2 (TET2) e Ten eleven translocation 3 (TET3). As analises de RT-
gPCR foram realizadas no equipamento 7500 Fast Real Time PCR System (Applied
Biosystem, Foster City, Califérnia, USA), usando o Fast SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems).

O SYBR Green é uma das moléculas reporter fluorescente mais utilizadas
para monitorizar o progresso da reacdo de amplificacdo, devido a sua ligagao ao
sulco menor de qualquer DNA dupla fita. Quando ocorre a excitacdo do corante
SYBR Green ligado ao DNA este produz um sinal fluorescente muito mais forte do
que quando o corante n&o esta ligado. No entanto, como esse corante se acumula
em qualquer DNA dupla fita, a curva de dissociagdo ou curva de melting € uma

estratégia para avaliagdo da especificidade da reagao.

A curva de melting consiste em aumentar gradualmente a temperatura (65°C
a 95°C), e a medida em que o DNA é submetido a uma temperatura elevada ocorre
a sua desnaturacéo, ou seja, a separagao das duas fitas. Com isso, o SYBR Green
que estava ligado ao DNA dupla fita formado durante a PCR comeca a se perder,
levando a uma reducgdo da emissao de sua fluorescéncia. As temperaturas de
melting séo especificas para cada produto especifico de PCR gerado, ou seja, cada
amplicon possui uma temperatura de melting (Tm) especifica que é usada para
identificar o alvo. Além disso, a amplificacdo especifica de um produto é

caracterizada por um unico pico na curva.

A determinagao da eficiéncia de amplificacdo de cada par de iniciadores
utilizados foi realizada por meio de uma curva de diluicdo seriada. Para isto,
amostras de cDNA foram diluidas em H20 nuclease-free de forma seriada (1:4), e
foram utilizadas quatro diluigdes em duplicata como moldes para amplificacdo. As
reacoes foram otimizadas para promover a efici€éncia maxima de amplificagcao para
cada gene e foram utilizados pares de iniciadores com eficiéncias de amplificagéo
entre 90-115%. Posteriormente, cada amostra foi analisada em ftriplicata e a
especificidade de cada produto de PCR foi determinada pela analise da curva de

melting e pelo tamanho do amplicon em gel de agarose.

20



As reacdes de PCR foram preparadas utilizando-se 12,5uL de SYBR Green;
0,5uL do iniciador foward (0,2uM); 0,5uL do iniciador reverse (0,2uM); 1uL de cDNA
e 10,5uL de H20 nuclease-Free. As condicbes do PCR foram 95°C por 20
segundos, seguido de 40 ciclos de desnaturagdao a 95°C por 3 segundos e de
anelamento/extenséo a 60°C por 30 segundos. As informagdes sobre os iniciadores
como sua sequéncia, tamanho do amplicon e numero de acesso ao GenBank estao

descritos na Tabela 2.

Foram utilizados dois genes enddgenos, Glyceraldehyde-3- phosphate
dehydrogenase (GAPDH) e B-Actin (ACTB) para a normalizagao dos dados. Para
isso foi usado a média geométrica do Ct (cycle threshold) de ambos, bem como a
média geométrica das suas eficiéncias. Como amostra referéncia foi utilizado o
grupo controle (animais produzidos por IA), que recebeu entao o valor de ratio igual
a 1. A quantidade relativa de mRNA para cada gene foi calculada e comparada
entre os grupos experimentais utilizando o método de AACt, com corregédo da
eficiéncia pelo método de Pfaffl (PFAFFL, 2001).
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Tabela 2. Identificacdo do gene, sequéncia dos iniciadores, tamanho do fragmento

amplificado em pares de base (pb), eficiéncia dos iniciadores e numero de acesso ao

Genbank.
Tamanho . Numero de
a s . . Eficiéncia de
Genes Sequéncias dos iniciadores amplicon amplificagdo (%) acesso ao
(pb) P ¢ ¢ GenBank
F:5 TTG GCT TTA GCACCT CATTTGCCG 3
DNMT1 82 91,244 NM_182651.2
R: 5 TCC TGC ATC ACG CTG AAT AGT GGT 3
F: 5 TTT CCA ATG TGC CAT GAC AGC GAC 3’
DNMT3A 82 114,726 NM_001206502.1
R:5 GGG CCCACTCGATCATTT GTT TGT 3’
F: 5 CAA CAA GCA ACC AGAGAATAAGZ3
DNMT3B 161 112,048 NM 181813.2
R: 5 CAACAT CCGAAGCCATTTGJ -
F: 5 GTATGC TCCAGC TGCTTATC 3
TET1 167 108,166 XM_015469834.1
R:5 CCACTG TGC TCC CAT TATTC 3
F: 5 GTAGGGACATTTCCTCCTTATTC 3
TET2 157 105,302 XM_010828077.2
R: 5 CAGCTG CAC TGT AGT TAT GG 3
F: 5 GTAACC CAG GTGATT CTGATAC 3
TET3 200 101,853 XM 0154653171
R: 5 CAG CAGCCTATCTGC TAATC 3’ -
F: 5 GGC GTG AAC CAC GAG AAG TATAA 3
GAPDH 119 101,988 NM_001034034.2
R: 5 CCCTCCACGATGCCAAAGTZJ
F: 5 GGC ACC CAG CAC AAT GAA GAT CAA 3
ACTB 134 109,929 NM_173979.3

R: 5 ATC GTACTC CTG CTT GCT GAT CCA 3’

F: iniciador foward; R: iniciador reverse

22



3.6 Analise Estatistica

Inicialmente foi feita uma avaliagdo descritiva para todos os genes, e
posteriormente, uma comparacgao da quantidade relativa de mRNA entre os grupos.
Nesta primeira avaliagdo, um animal (2.5), foi identificado como um outlier. Devido
a isso, este foi retirado das analises de comparagao de expresséo génica entre os

grupos.

As andlises de comparagdo da expressdo dos genes foram realizadas
utilizando-se testes estatisticos paramétricos e ndo paramétricos. Para analise dos
dados paramétricos foi utilizada ANOVA, seguido pelo pds-teste de Tukey. Para os
dados nao paramétricos foram utilizados o teste de Mann-Whitney para analise
comparativa entre duas amostras, enquanto que para as comparagdes multiplas se
usou o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunn. Todas as analises
estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism 6 (GraphPad

Software, La Jolla, CA, USA), considerando-se o valor de p<0,05.
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4. RESULTADOS

A especificidade dos ensaios de RT-qPCR pode ser observado devido a
presenca de um unico pico nas curvas de melting para todos os genes analisados

(Anexo ).

Uma analise descritiva, para cada animal clone individualmente, foi realizada
para apresentar o comportamento de todos os genes estudados. Como os valores
de expressao estdo apresentados como log fold change, valores acima de 0 estéao
aumentados, enquanto que os valores abaixo estdo diminuidos em relagédo ao
grupo controle (Figura 5). Os clones que n&o sobreviveram foram identificados com
os valores de 1.1 a 1.7, enquanto que os clones que sobreviveram foram
identificados de 2.1 a 2.6 (Figura 5). Observa-se que o padrao de regulagao up e
down dos genes se mantém o mesmo para a maioria dos animais, com exceg¢ao de
dois animais (2.4 e 2.5), na qual o padrdo de comportamento dos genes se
diferenciou dos demais (Figura 5).

101
DNMT1

DNMT3A
DNMT3B
54 - TET1

- TET2
TET3

Fold change of expression

1.1 1.2 1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 21 2.2 23 24 2.5 2.6

Figura 5. Valores de fold change para os genes DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1, TET2
e TET3 para cada animal clone individualmente em comparagéo ao grupo controle (valor
0). Numeragao de 1.1 a 1.7 representa os animais clones que nao sobreviveram, enquanto

que de 2.1 a 2.6 representam os animais clones que sobreviveram.

Os mRNA para todos os genes avaliados, DNMT1, DNMT3A, DNMT3B,
TET1, TET2 e TET3 foram detectados em todas as amostras analisadas. A primeira
comparagao entre os niveis de mRNA para esses genes foi realizada entre os

animais clones e os animais controle produzidos por IA.
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A quantidade de transcritos para os genes DNMT1 e DNMT3A foi maior nos
animais controle quando comparados aos animais clones (p=0,0044) (Figura 6).
Diferentemente, para o gene DNMT3B, os niveis de transcritos foram maiores nos
animais clones quando comparados aos controles (p=0,0308) (Figura 6). Para o
gene TET1 a abundancia relativa de mRNA foi maior nos animais clones
(p=0,0308), enquanto que para TET2 os niveis foram maiores nos animais controle
(p=0,0044) (Figura 6). Para o gene TET3, diferentemente dos outros genes, néo

houve diferenca significativa entre os dois grupos analisados (Figura 6).
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Figura 6. Quantidade relativa de mRNA para os genes DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1,
TET2 e TET3 quantificados por RT-gPCR em cotilédone (placenta) fetal bovino. Analise
comparativa entre animais produzidos por inseminagao artificial (controle) e animais
produzidos por transferéncia nuclear de células somaticas (clone). Os dados foram
analisados pelo teste de Mann-Whitney. As diferencas foram consideradas significativas
quando p<0,05.

De acordo com a classificacdo dos animais clones, com relacdo aos seus
fendtipos e a sobrevivéncia ou nao na primeira semana de vida (Tabela 1),
comparagdes multiplas também foram realizadas com esses grupos para cada

gene especifico.

O grupo de animais clones que sobreviveram nao apresentou diferencas
para nenhum dos genes das DNMTs quando comparados com os animais controle

e 0s animais clones que nao sobreviveram (Figura 7). No entanto, para o gene
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Abundancia relativa de mRNA

Abundancia relativa de mRNA

1

DNMT1, a abundancia relativa de mRNA foi diferente entre os controles e os clones
que nao sobreviveram, no qual o grupo controle apresentou niveis de transcritos
maiores em relacao aos clones que nao sobreviveram (p=0,0244) (Figura 7). Da
mesma forma, para o gene DNMT3A, os niveis de mRNA foram maiores no grupo
controle em comparagao com o grupo dos clones que nao sobreviveram (p=0,0279)
(Figura 7). Os niveis de mRNA para o gene DNMT3B também apresentou
diferenca para os mesmos grupos, no entanto, ao contrario dos outros genes, os
niveis de transcritos foram maiores no grupo dos clones que nao sobreviveram em

relacéo ao grupo controle (p=0,0364) (Figura 7).

Para o gene TET1, a abundancia relativa de mRNA do grupo dos clones que
nao sobreviveram foi maior que para os outros dois grupos, clones que
sobreviveram (p=0,0344) e grupo controle (p=0,0103) (Figura 7). Por outro lado, os
niveis de mRNA para o gene TET2 foi diferente somente entre o grupo controle e
o grupo dos clones que nao sobreviveram, sendo que os niveis maiores para esse
gene foram encontrados no grupo controle (p=0,0184) (Figura 7). Ja para o gene

TET3 nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos analisados (Figura 7).
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Figura 7. Quantidade relativa de mRNA para os genes DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET1,
TET2 e TET3 quantificados por RT-gPCR em cotilédone (placenta) fetal bovino. Analise
comparativa entre os animais produzidos por inseminacéo artificial (controle), clones que

sobreviveram a primeira semana de vida (vivos) e clones que nao sobreviveram a primeira
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semana de vida (inviaveis). Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. As

diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.

Comparando-se os niveis de mRNA entre as diferentes isoformas das
DNMTs observa-se que os niveis de mRNA de DNMT3B foram maiores que para
DNMT1 (p=0,0006) e DNMT3A (p=0,0001) (Figura 8). Com relacdo as TETs, os
niveis de mRNA de TET1 foram maiores que para TET2 e TET3 (p=0,0001). Dessa
forma, € possivel observar que existe um predominio da expressdao de DNMT3B e
TET1 nas placentas dos animais clones (Figura 8). Diferente do que é observado
na placenta dos animais controle, na qual o predominio € somente da isoforma
TETZ2 (Figura 8).
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Figura 8. Quantidade relativa de mRNA nos animais clones e controles em uma analise
comparativa entre as DNMTs e TETs. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis para as DNMTs e ANOVA para as TETs. As diferencas foram consideradas
significativas quando p<0,05.
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5. DISCUSSAO

Animais produzidos pela técnica de TNCS frequentemente apresentam
alteragdes fenotipicas, possivelmente devido a expressdo alterada de genes
importantes para o desenvolvimento. A principal causa dessas alteragbes na
expressao génica e consequentemente das anormalidades de desenvolvimento
apresentadas por esses animais € uma incompleta reprogramacao epigenética do
genoma da célula somatica doadora de nucleo. Dentre as modificaces
epigenéticas que podem ser alteradas esta o padrao de metilagédo do DNA. Estudos
ja demonstraram que a reprogramacgao anormal do perfil de metilacdo do DNA é
encontrada em embrides, fetos e placentas de clones (ARNOLD et al., 2006;
EVERTS et al., 2008; SU, J.-M. et al., 2011).

A expressao das enzimas relacionadas com a reprogramacgao epigenética,
especificamente relacionadas a metilagdo de DNA, ja foi avaliada na placenta de
camundongos (RAKOCZY et al., 2017), suinos (KO, Y.-G. et al., 2014) e humanos
(HE, Z.-M. et al., 2014; ROBERTSON et al., 1999). Em bovinos, no entanto, ainda
existe pouca informacdo na literatura sobre a expressdo dessas enzimas em
placenta, principalmente em placenta de bovinos clones. Devido a isso, muitas
informacdes de outras espécies de mamiferos sao utilizadas para tentar entender

o comportamento dessas enzimas em bovinos.

Alteracdes do perfil de metilacao durante a reprogramacéao epigenética em
embrides e fetos clones pode levar a uma expressédo génica global alterada. Em
estagios iniciais do desenvolvimento do embrido, alteragbdes do perfil de expresséo
génica ja vem sendo descrita. No estagio de pré-implantagdo, o concepto bovino
produzido por TNCS apresenta uma desregulagao do transcriptoma, no qual mais
de 5000 genes foram diferencialmente expressos quando comparados com animais
controles produzidos por IA (BIASE et al.,, 2016). Além disso, em bovinos a
expressao de genes envolvidos no desenvolvimento do trofectoderma é diferente
entre embrides produzidos in vitro (PIVE) e por TNCS (MIN et al., 2015). Esses
resultados s&o corroborados por BIASE et al. (2016) e SALILEW-WONDIM et al.
(2013), que mostraram altera¢des do transcriptoma na placenta de clones. Além
disso, expressao alterada de micro-RNAs também ja foi mostrada em placenta de
bovinos produzidos por TNCS (HOSSAIN et al., 2014; SU, JIANMIN et al., 2015).
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Como descrito nos estudos acima, € consenso na literatura de que os
animais clones possuem problemas de reprogramacgéo epigenética e expressao
génica. Entretanto, existem comportamentos variados entre os animais. Devido a
esse aspecto particular, a primeira analise qualitativa foi realizada por animal, na
qual observamos que 0 mesmo padrado de expressao dos genes em relagdo ao
controle foi mantido na maioria dos animais clones (Figura 5). No entanto, dois
desses animais (2.4 e 2.5) apresentaram um padrao diferente (Figura 5). Com isso,
pode-se aferir que a desregulacdo da expressdo génica de cada clone

individualmente pode apresentar padrdes de expressao distintos.

Em outras espécies, essas alteracbes da expressao génica associada a
TNCS também sao encontradas. Analises de microarranjo em placentas de
camundongos clones encontraram 206 genes com expressao aberrante em relagao
aos controles (SIM et al., 2017). Em suinos, a expressao génica também é alterada
nos tecidos extraembrionarios de animais provenientes de TNCS quando
comparado aos controles (CHAE et al.,, 2009; PARK, M.-R. et al., 2013). Por
exemplo, nesses tecidos, a enzima DNMT1 é altamente expressa nos controles
quando comparada com os clones (KO, Y.-G. et al., 2014). Em contraste, a
expressao de DNMT3A e DNMT3B ¢ alta nos suinos provenientes de TNCS e baixa
nos controles (KO, Y.-G. et al., 2014). Apesar dos dados serem em suinos, estes
estdo em concordancia com os resultados desse trabalho, nos quais detectamos
maiores niveis de DNMT1 nos controles e maiores niveis de DNMT3B nos clones,
no entanto, para DNMT3A os resultados sao discordantes. Da mesma forma, os
menores niveis de DNMT1 encontrados na placenta dos clones nesse trabalho
corroboram com os baixos niveis de transcricdio de DNMT1 encontrados em
embrides bovino clones (GOLDING et al., 2011). Estes niveis mais baixos de mRNA
para a DNMT1 e DNMT3A observados nos clones (Figura 6) pode sugerir que a
desregulacdo dessas enzimas esta relacionada a um estado hipometilado da
placenta de clones, como foi encontrado para os genes imprinted SNRPN, H19 e
IGF2R (SMITH et al., 2012) e em regides repetitivas (satellite |) (dados de nosso
laboratério sob revisao para publicagéo). Além disso, analises em outros tecidos de
fetos bovinos clones também apresentam niveis globais de citosinas metiladas
diminuidos (CEZAR et al., 2003).
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Além da funcdo de metilagdo de manutencédo global do DNA, a DNMT1
também é necessaria para a manutencao da metilagao de regides imprinted (WEI
et al., 2011). Portanto, alteragdo nos niveis de DNMT1 nos clones € um fator
importante que pode afetar o desenvolvimento embrionario, como é visto em
embrides clones mutante nulo para DNMT1, que ndo conseguem se desenvolver a
termo e chegam somente até o estagio de blastocisto (GOLDING et al., 2011).
Assim como a DNMT1, a enzima DNMT3A também possui um papel importante na
metilacdo de genes imprinted (KANEDA et al., 2004), que s&o fundamentais para o
desenvolvimento placentario. Devido a isso, alteracbes no padrao de expressao
desses genes pode levar a problemas desde o periodo do desenvolvimento inicial,
até o periodo pos-parto. Portanto, de acordo com os esses resultados, nos quais
encontramos menores niveis de DNMT1 e DNMT3A nas placentas dos clones
(Figura 6), e a funcédo dessas enzimas, estudos também identificaram alteracdes
no controle do imprinting genémico. Em embrides bovinos produzidos por TNCS,
uma regido de controle do gene imprinting H19 se mostrou hipometilada em relagao
ao controle (ZHANG, S. et al., 2016). Além disso, em varias espécies a alteracao
de genes imprinted € encontrada em placenta de animais clones. Em suinos, a
expressao de 18 genes imprinted com papel importante no desenvolvimento

embrionario estavam alterados na placenta de clones (ZHANG, X. et al., 2014).

Visto isso, além da quantidade de mRNA para a DNMT1 e DNMT3A estarem
diminuidas nos clones (Figura 6), quando a analise é realizada comparando-se 0s
controles com os clones que sobreviveram e 0s que nao sobreviveram, a diferenca
€ entre os controles e os clones que nao sobreviveram (Figura 7). Em concordancia
com esses resultados, estudos relatam que clones que nao sobreviveram
apresentaram-se com expressao de quatro genes imprinted (IGF2, H19, PEGS,
GRB10) diminuida na placenta quando comparados com clones que sobreviveram
e animais controle (WEI et al., 2010). Da mesma forma, o gene imprinted IGF2 se
mostrou hipometilado na placenta de bezerros clones que nao sobreviveram (SU,
J. et al., 2014). Essa perda do imprinting correto também foi detectada em varios
tecidos de clones que nao sobreviveram (ZHANG, SHOUQUAN et al., 2004).

Em concordancia com esses resultados da literatura mostrando que animais

clones que n&o sobreviveram apresentaram padroes aberrantes de expressao
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génica e metilagdo de DNA, os resultados desse trabalho mostrou niveis de mRNA
significativamente alterados para todas as trés formas de DNMTs nos clones que
nao sobreviveram quando comparados aos controles (Figura 7). Portanto, é
possivel observar que os clones que sobrevivem ndo sdo apenas fenotipicamente
normais, mas também semelhantes aos controles no nivel molecular (Figura 7).
Esses resultados indicam que as alteragdes epigenéticas encontradas nesse
estudo podem estar associadas a viabilidade de animais clones, podendo ser
utilizado como uma potencial ferramenta de diagndstico para a sobrevivéncia pos-

natal.

Diferente do papel descrito para as outras DNA metiltransferases, a
DNMT3B ¢é especializada na metilacdo de partes especificas do genoma, como
sequéncias repetitivas (OKANO et al., 1999). Essa funcao especifica da DNMT3B
esta mais bem documentada em camundongos (OKANO et al., 1999). Portanto, é
necessario extrapolar para a espécie de estudo devido a escassez de informagdes.
Dessa forma, de acordo com os resultados nos quais maiores niveis de mRNA do
gene DNMT3B foi encontrado em clones (Figura 6), uma analise de metilagdo
global em embrides bovinos clones demonstrou que genes de pluripoténcia
(POU5F1 e NANOG) e regides de DNA repetitivo (satélite | e a-satélite) estado
hipermetilados nos embrides clones (ZHANG, S. et al., 2016). Além disso, regides
repetitivas a-satélite apresentaram-se hipermetiladas em tecidos extraembrionarios
(COULDREY; WELLS, 2013). No entanto, uma analise da regido repetitiva a-
satélite em cotilédone fetal bovino de clones ndo demonstrou diferencas de
metilagdo, enquanto que, a regido satélite | se mostrou hipometilada em relagao
aos controles (dados de nosso laboratério sob revisdo para publicagdo). Da mesma
forma, enquanto nesse trabalho foi identificado niveis maiores de mRNA para o
gene DNMT3B nos clones que nado sobreviveram (Figura 7), um estudo
demonstrou que a metilagado na placenta de clones que sobreviveram foi maior em
comparagao com clones que nao sobreviveram, para a regiao satélite | (dados de
nosso laboratério sob reviséo para publicagao). Considerando-se esses resultados
aparentemente contraditorios, vale ressaltar que cada clone individualmente pode
apresentar padroes de expressao e epigenéticos distintos, como é possivel

observar na analise dos clones individuais (Figura 5). Além disso, observa-se que
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dentre as DNMTs, a DNMT3B é aquela que possui os maiores niveis de mRNA nas
placentas de bovinos clones (Figura 8). Portanto, apesar das particularidades dos
animais clones, essa alta expressao pode sugerir que a DNMT3B possua um papel

importante que nao esteja bem caracterizado na placenta de bovinos clones.

Além das DNMTs, as enzimas da familia TET também participam do
processo de reprogramacgado da metilagdo do DNA, atuando no mecanismo de
desmetilacdo do DNA, sendo assim também essenciais para a regulacdo da
expressao génica durante o desenvolvimento. Nesse trabalho os resultados
mostraram maiores niveis de mRNA para TET1 nos clones, enquanto que TET2 foi
maior nos controles (Figura 6). Extrapolando para outras espécies, esses achados
podem estar relacionados com o papel dinamico que essas enzimas desempenham
na regulagao da atividade transcricional na placenta de camundongos e humanos
(RAKOCZY et al., 2017). Além disso, estudos recentes em humanos identificaram
que a expressao de TET2 e TET3 sdo mais abundantes nas placentas comparados
a outros tecidos (HERNANDEZ MORA et al., 2018).

Os resultados desse trabalho demonstraram que, os niveis maiores de TET1
em conjunto com os menores niveis de DNMT3A/3B na placenta de bovinos clones
(Figura 6), podem estar relacionados com os baixos niveis de metilagdo
encontrado em placentas de clones (SU, J. et al., 2014). No entanto, ao contrario
de TET1, os niveis de mRNA de TET2 foram menores nos clones quando
comparados ao controle (Figura 6), demonstrando a expressédo dindmica dessas

enzimas em placenta de bovinos.

Diferente das outras TETs, a expressé&o alta de TET3 em ovdcitos e zigotos
demonstra um papel fundamental dessa enzima nos primeiros estagios de
desenvolvimento (GU et al., 2011). No entanto, sua importancia em estagios mais
tardios ainda nao foi demonstrada (TAN; SHI, 2012). Nas analises desse trabalho
nao foi identificada nenhuma diferenca significativa nos niveis de mRNA de TET3
entre os controles e os clones, bem como entre os clones que nio sobreviveram,
0s que sobreviveram e os controles (Figuras 6 e 7). Esses resultados podem
sugerir que essa isoforma talvez ndo tenha um papel fundamental no
desenvolvimento placentéario, pelo menos nesse estagio da gestacao, e que a

técnica de TNCS nao afeta sua expressao.
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Nesse trabalho os resultados mostraram que nenhum gene apresentou
diferenca significativa nos niveis de transcritos entre os animais clones que n&o
sobreviveram e 0s que sobreviveram, exceto para a TET1 (Figura 7). Além disso,
dentre as TETs, TET1 é o gene com maior quantidade de mRNA na placenta
(Figura 8). Isto demonstra que os altos niveis de mRNA de TET1 podem ter um
papel importante na placenta de bovinos. Além disso, se os niveis de transcrito
desse gene diferem entre os clones viaveis e os nao viaveis, como foi mostrado
nesse estudo (Figura 7), este resultado sugere a TET1 como uma potencial

ferramenta de diagnostico para viabilidade de clones.

Além disso, os resultados desse trabalho mostram que existe uma diferenca
nos niveis de transcritos entre os animais clones que nao sobreviveram e 0s
controles (Figura 7), demonstrando que é essencial um controle transcricional
correto dessas enzimas para a sobrevivéncia dos clones. Dessa forma, sugere-se
que os animais clones que sobrevivem sao aqueles que possuem um perfil de
expressao da maquinaria enzimatica relacionada com a reprogramagao
epigenética mais proximo do perfil apresentado pelos animais produzidos por

inseminacgao artificial.

De forma geral, é valido ressaltar que esses resultados corroboram com a
literatura ao demonstrar que o0s principais genes relacionados com a
reprogramacgao da metilagdo do DNA estdo desregulados. Independente se os
niveis de mMRNA desses genes aumentaram ou diminuiram em relagao ao controle,
€ possivel sugerir que essas alteracbes estejam relacionadas as falhas na
reprogramacao epigenética frequentemente observadas quando se utiliza a técnica
de TNCS.
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6. CONCLUSAO

Em conjunto, os dados desse trabalho demonstram que existe uma
desregulagdo na maquinaria de reprogramacao da metilacdo do DNA na placenta
dos animais clones e que o perfil de expressdo de mRNA de TET1 pode ser
utilizado como uma provavel ferramenta de diagnostico entre clones viaveis e

inviaveis.
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ANEXOS

ANEXO I: Curvas de melting da reacdo de qPCR para cada gene. (A) DNMT1 (B)
DNMT3A (C) DNMT3B (D) TET1 (E) TET2 (F) TET3 (G) GAPDH (H) B-ACTINA.
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ANEXO |I: Extracdo de RNA total.

TRIzol™ Plus RNA Purification Kit

Para tecido:
1. Cortar (biodpsia) aproximadamente 200 mg:

a. Usar placa de petri estéril, apoiada sobre o gelo; lamina bisturi estéril e

microtubo 1,5 mL estéril.

b. Pesar microtubo vazio — tarar balanca com o microtubo vazio antes de

colocar a amostra.
2. Maceracao do tecido:
a. Usar cadinho e espatula.

b. Colocar 200 mg do tecido no cadinho, ir colocando nitrogénio liquido aos

poucos € amassando a amostra, até tornar-se po, transferir para o microtubo.

c. Pesar amostra macerada. Os 200mg da amostra inicial, devem gerar

aproximadamente 100mg finais.

3. Homogeneizar as amostras de tecido em 1mL de TRizol Reagent para cada 50-

100mg de tecido.

a. Para homogeneizar melhor e facilitar desfazer os grumos, pode-se cortar

a ponta da ponteira P1000.

4. Incubar por 5 minutos no gelo para permitir a completa dissociagdo dos

complexos nucleoproteicos.

5. Add 0,2 mL de cloroférmio gelado por 1 mL de TRizol usado na lise, misture no

vortex por 15 segundos e incube por 2-3 minutos no gelo.
6. Centrifugar as amostras por 15 minutos a 12000 g a 4°C.

A mistura ira se separar em uma fase mais baixa rosa que contém fenol-cloroférmio,

uma interfase e uma fase aquosa transparente superior.

7. Transferir 600 uL da fase superior que contém o RNA para um novo tubo.
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8. Add um volume igual de etanol 70% gelado e misturar no vortex. Inverter o tubo

para dispersar qualquer precipitado visivel que se forme apds a adicdo do etanol.
9. Transferir 600 uL da amostra para a coluna spin cartridge com tubo coletor.

10. Centrifugar a 12000 g por 15 segundos. Descartar o fluxo e reinserir a coluna

no mesmo tubo coletor.

11. Transferir os outros 600 uL da amostra para a coluna e centrifugar a 12000g

por 15 segundos. Descartar o fluxo e reinserir a coluna no mesmo tubo coletor.

12. Add 350 uL de Wash Buffer | na coluna contendo o RNA ligado, centrifugar por
12000 g por 15 segundos. Descartar o fluxo e o tubo coletor, reinserir em um novo

tubo coletor.

13. Add 80 uL do MIX DNase na membrana e incubar em temperatura ambiente

por 15 minutos.

a. O mix é preparado da seguinte forma:

10 uL RQ1 RNase-free DNase (1U/uL).
8 uL RQ1 RNase-Free DNase 10X Reaction Buffer.
62 uL RNase-free Water.

14. Add 350 uL de Wash Buffer | na coluna e centrifugar a 12000 g por 15 segundos.

Descartar o fluxo e o tubo coletor, reinserir em um novo tubo coletor.

15. Add 500 uL de Wash Buffer Il na coluna e centrifugar a 12000 g por 15

segundos. Descartar o fluxo e reinserir a coluna no mesmo tubo coletor.
16. Repetir o passo 15.

17. Centrifugar a 12000 g por 1 minuto para secar a membrana. Descartar o tubo

coletor e inserir a coluna em um novo tubo.
18. Add 30-100 uL RNase-free Water no centro da coluna.
19. Incubar por 1 minuto e centrifugar a 12000 g por 2 minutos.

20. Descartar coluna e estocar RNA a -80°C.
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ANEXO IlI: Layout das placas de qPCR.

DNMT1  DNMT3A DNMT3B  TET1  TET2  TET3 | GAPDH [BSACTINAT

PLACA 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A| 0736 | 0736 | 0736
B | 0639 | 0639 | 0639
C| 0435 | 0435 | 0435
D| 146 | 146 | 146
E| 19c | 19c | 19C
F
5 *‘
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