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Resumo

Fatores epigenéticos sdo responsaveis por controlar a expressdo de genes e a diferenciacdo durante a
vida celular. Entre eles, a metilagdo do DNA ¢ o mais estudado. Cada tipo celular possui um padrio epigenético
altamente especializado. Apos a fecundagdo natural ou a clonagem por transferéncia nuclear (SCNT), um padrao
epigenético preexistente deve ser apagado e restabelecido para garantir o correto desenvolvimento embrionario.
Porém, nos clones, essa reprogramagdo ¢ ineficiente, mas ¢ possivel que o uso de substincias desmetilantes de
DNA utilizadas durante o cultivo celular de células doadoras de nticleo possa desmetilar o DNA, aumentando a
eficiéncia da técnica.
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Abstract

Epigenetic factors are responsible for controlling gene expression and differentiation through the cell
life. Among them, DNA methylation is the most studied. Each cell type possesses a specific and highly
specialized epigenetic pattern. After natural fertilization or cloning by somatic cell nuclear transfer (SCNT), a
pre-existing epigenetic pattern must be erased and reestablished to ensure correct embryo development.
However, in cloning this reprogramming is inefficient and it is possible that the use of a DNA demethylating
substance can improve the efficiency of the technique.
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Introducao

A técnica da transferéncia nuclear, cujo principio consiste na fusdo de uma célula diploide com um
ovocito enucleado (Fulka et al., 1998), apresenta-se como poderosa ferramenta biotecnolégica. Mas apesar de o
uso dessa ferramenta ter aumentado de maneira significativa, sua eficiéncia ainda ¢ baixa (Westhusin et al.,
2001; Niemann et al., 2008).

Apods uma fecundag@o natural, um padrdo epigenético preexistente nos gametas tem que ser desfeito
para, em seguida, ser restabelecido. Essa reprogramagao epigenética também deve ocorrer na clonagem, apos a
transferéncia nuclear (TN), ou seja, a célula doadora necessariamente deve ter seu padrdo epigenético desfeito
para depois ocorrer a reprogramagao, o que, na clonagem, ndo acontece ou acontece de forma incompleta (Sasaki
e Matsui, 2008). Substancias desmetilantes de DNA tém sido utilizadas em estudos que mostram uma
significativa reducdo dos niveis de metilagdo existentes. Ao desprogramar o nucleo doador antes da TN, a
reprogramagao epigenética podera ocorrer de forma completa apos a fusdo, aumentando, assim, o sucesso da
técnica. No entanto, ¢ muito importante que substancias desmetilantes de DNA ndo apresentem citotoxicidade
celular, como, por exemplo, a S-adenosil-L-homocisteina.

Metilacao de DNA

A metilag@o ¢ uma ligacdo covalente ao DNA, estavel, que ocorre pela adicdo de um grupamento metil
(CH3), proveniente da S-adenosil metionina, no carbono 5 das bases nitrogenadas citosinas, localizadas na
posicdo 5° das guaninas na molécula de DNA, resultando na base modificada 5-metilcitosina (Ramchandani et
al., 1999; Gebert et al., 2009).

Em torno de 70 a 80% das 5-metilcitosinas do genoma dos mamiferos estdo concentradas em regides de
intensa repeti¢do conhecidas como ilhas CpG, localizadas principalmente nas regides promotoras de alguns
genes, ¢ um percentual muito menor esta localizado nas sequéncias CpNpG (N = qualquer nucleotideo)
(Ramchandani et al., 1999; Gebert et al., 2009).

As ilhas CpGs representam aproximadamente 3% do genoma total e sdo foco de pesquisas em céncer,
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no processo de diferenciacdo celular e na clonagem de mamiferos (Gebert et al., 2009).

A principal funcdo da metilacdo ¢ a repressdo da expressdo génica. De maneira geral, ocorre
silenciamento da transcricio de genes quando ha hipermetilacio de regides promotoras, enquanto a
hipometilacao esta associada a transcri¢ao desses genes (Ng et al., 1999; Lister et al., 2009).

Reprogramacio epigendmica

Apds uma fecundacdo natural, um padrdo epigenético preexistente nos gametas tem que ser desfeito
para, em seguida, ser restabelecido (Sasaki ¢ Matsui, 2008). O genoma do espermatozoide ¢ ativamente
desmetilado, enquanto no genoma proveniente do gameta feminino ocorre uma desmetilagdo passiva, deixando
de ser metilado durante as divisdes celulares (Reik et al., 2001; Szyf, 2007). Estudos mostram que na clonagem
essa reprogramacao nao acontece ou acontece de forma incompleta (Sasaki e Matsui, 2008), gerando embrides
com padrdo hipermetilado. Essas alteracdes podem afetar de maneira negativa a qualidade dos embrides,
causando alteragdes de genes imprinted e alteracdo de genes relacionados ao desenvolvimento embrionario,
como, por exemplo, o gene XIST (Shi e Haaf, 2002; Ludwig et al., 2004; Sato et al., 2007).

Clonagem por transferéncia nuclear

A clonagem por transferéncia nuclear consiste na producdo de individuos geneticamente idénticos
(Fulka et al., 1998) a partir da transferéncia nuclear de uma célula somatica (TNCS) para um ovdcito enucleado.
No entanto, a célula somatica é uma célula diferenciada, possuindo um padrdo epigénetico muito diferente dos
gametas e precisa se tornar indiferenciada novamente para o sucesso da técnica (Niemann et al., 2008).

Apesar da utilizagdo e do sucesso da clonagem em varias espécies, a eficiéncia dessa técnica ainda ¢
muito baixa. Em bovinos, ainda durante o periodo de cultivo in vitro, as taxas de desenvolvimento dos embrides
reconstituidos tém-se mostrado bastante variaveis, de 5 a 65% (Westhusin et al., 2001; Ding et al., 2008), e os
resultados de obtencdo de gestagdes a termo a partir de embrides reconstituidos com células somaticas sdo, em
geral, menores que 5% (Wells et al., 1999; Ding et al., 2008).

Na tentativa de melhorar a eficiéncia da técnica, alguns estudos tém buscado alterar o estado
epigenético da célula doadora de nucleo antes da reconstru¢@o, pois o embrido proveniente da TN, além de se
reprogramar em um espago de tempo mais curto que no sistema natural (Sasaki e Matsui, 2008), a remetilacao
do DNA ocorre mais cedo, no estagio de quatro células (Kang et al., 2001). Consequentemente, as células
mantém um padrao hipermetilado, inviabilizando o desenvolvimento. Apenas os embrides que conseguem se
reprogramar corretamente sdo capazes de se desenvolver até a fase adulta (Sasaki e Matsui, 2008).

Portanto, com a finalidade de se alcancar melhores indices de produgdo de embrides clones em animais,
torna-se muito importante entender ¢ controlar os mecanismos epigenéticos possivelmente susceptiveis as
agressoes dos sistemas de produgdo in vitro para que se obtenha um bom nucleo doador (Eilertsen et al., 2007).

Substincias desmetilantes de DNA

Alguns estudos vém adicionando ao cultivo celular diferentes substancias para desmetilar o genoma,
como, por exemplo, a 5-aza-2’-deoxicitidina (zdC), antibidticos (Mitramicin A e Nanomicin A), a procainamida,
a procaina, a epigalocatequina-3-galato (ECGC) e a S-adenosil-L-homocisteina (SAH). Algumas sdo
incorporadas a molécula de DNA, como as substancias analogas de nucleosideos, impedindo a acdo das DNMTs
e, consequentemente, a metilagdo do DNA (Villar-Garea, 2005). Outras interagem com enzimas transmetilases,
ou seja, impedem a metilagdo sem incorporar na molécula de DNA, as substancias ndo andlogas de nucleosideos
(Deng et al., 2003; Jeon et al., 2008). Entre as substincias ndo andlogas de nucleosideos esta a SAH.

A SAH ¢ uma substincia enddgena, um dos produtos do metabolismo da metionina na célula,
considerado por Jeon et al. (2008) um importante indutor de desmetilagdo do DNA.

SAM: S-adenosilmetionina/SAH: S-adenosil-L-homocisteina

A S-adenosilmetionina (SAM) ¢é formada a partir de adenosina trifosfato (ATP) e metionina pela
enzima metionina adenosiltransferase. As vias metabolicas que fazem o uso da SAM sdo transmetilagdo,
transulfuragdo e aminopropilagao.

O grupamento metil que esta ligado ao 4tomo de enxofre na SAM ¢é quimicamente reativo, permitindo a
doagdo desse grupo para um substrato receptor em reagdo de transmetilagdo. Mais de 40 reagdes metabdlicas
envolvem a transferéncia de grupos metil da SAM para varios substratos, como acidos nucleicos, proteinas e
lipideos (Cantoni, 1952).

A familia das DNA metiltransferases ¢ responsavel por catalisar a adicdo do grupamento metil na
maioria das reagdes de transmetilacdo. Apos a transferéncia desse grupamento metil, a SAM ¢ convertida em
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SAH (Mudd et al., 2001; Purohit et al., 2007; Fig. 1).

A SAH ¢ hidrolisada a adenosina e homocisteina. A homocisteina, por sua vez, pode ser metabolizada
por meio de duas vias: via da transulfuracdo e via da metionina sintetase (Mudd et al., 2001; Fig.1).

A via da metionina sintetase permite que a homocisteina seja remetilada. Existem duas vias bioquimicas
que recuperam a metionina a partir da homocisteina: a do acido folico e a da betaina. A SAH ¢, entdo,
recuperada em metionina e inicia-se o ciclo novamente (Klee et al., 1961; Selhub e Miller, 1992; Fig. 1).
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Figural. Representacdo esquematica do metabolismo da homocisteina (adaptado de Bydlowski., 1998).

Pesquisas mostram que a SAH (C4H,,NOsS) ¢ uma substancia desmetilante de DNA nao analoga de
nucleosideo, proveniente da reagdo de transmetilagdo catalisada por DNA metiltransferases (DNMTs; Purohit et
al., 2007). A SAH possui muita afinidade pelas metiltransferases, fazendo com que essa molécula se ligue ao
sitio ativo das DNMTs, diminuindo as reagdes de metilagdo (Jeon et al., 2008); portanto, mais metiltransferase
celular ¢ inibida pelo acimulo intracelular de SAH. Assim, a razdo entre SAM e SAH celular tem sido
frequentemente utilizada como um indicador do potencial de metilagdo do DNA (Castro et al., 2005). Um
importante fato ¢ que a SAH ¢ uma substincia endogena, que ndo ¢é incorporada a molécula de DNA e ndo
possui efeitos citotoxicos.

O gene XIST

Nos mamiferos, existe um mecanismo chamado “compensagdo de dose”, no qual um dos cromossomos
X esta inativado nas células de mamiferos do sexo feminino, proporcionando um equilibrio de dosagem entre
machos e fémeas em relagdo aos genes presentes no cromossomo X (Lyon, 1961).

Essa inativagdo ¢ controlada por uma regido gendmica conhecida como centro de inativagdo do
cromossomo X (XIC), que age no mesmo cromossomo, ou seja, em cis (Brown et al., 1991; revisto por Jeon et
al., 2012). Nesse centro, encontra-se o gene XIST (X inactive specific transcript), que ¢ fundamental para iniciar
0 processo de inativagdo de um dos cromossomos X nas fémeas (Kay,1998; Dvash et al., 2010). Em mamiferos,
a escolha de qual cromossomo X sera inativado ¢é aleatéria, ou seja, tanto o X materno quanto o X paterno tém a
mesma probabilidade de serem escolhidos para a inativa¢do. A partir desse momento, todas as células oriundas
de uma célula que ja inativou um dos cromossomos X mantém o mesmo padrdo da célula-mae, inativando o
mesmo cromossomo (Kay, 1998; Dvash et al., 2010).

O gene XIST possui um comprimento total de 36.535pb, e esta localizado no cromossomo X do
genoma bovino. Esse gene transcreve um RNAm ndo codante de 22.812 nucleotideos, portanto ndo sendo
traduzido em proteina (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/338325; Fig. 2).

Esse RNAm envolve o cromossomo a ser inativado, e sinaliza¢cdes bioquimicas determinam marcas
epigenéticas para manter um padrao de silenciamento local (Brockdorff, 2002; Liu et al., 2008), ou seja, o XIST,
isoladamente, nao é capaz de manter o processo de silenciamento nas linhagens celulares subsequentes, apenas
induz a inativagdo do X em células embrionarias. Portanto, ap6s induzir o processo de inativagdo do X,
mecanismos especificos devem ser estabelecidos para que esse estado seja mantido nos descendentes clonais
celulares. A metilagdo ¢ um dos mecanismos mais relevantes, ocasionando o silenciamento dos genes.

Na inativagdo do X ocorrera inicialmente a agdo do gene XIST, mas € por meio da metilagdo do DNA
que o padrdo de inativagdo determinado pelo XIST sera mantido (Fig. 3; Singer-Sam et al., 1990; revisto por
Jeon et al., 2012).
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Figura 2. Estrutura gendmica do gene XIST. Em verde o comprimento total do gene (36.535pb); em azul o RNA
mensageiro (22.812 nucleotideos). (Modificado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/338325).
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Figura 3. Modelo ilustrativo para o padrdo de metilagdo do gene XIST. Se a ilha CpG estiver metilada (CH3) a
expressdo do gene ¢ reprimida correspondendo ao padrdo do cromossomo X ativo. Se a ilha CpG estiver
desmetilada permite a expressdo do gene XIST que participa da inativagdo do cromossomo X inativado (Arquivo
pessoal).

A cromatina do X inativo sofre modificacdes geradas pela associagdo do RNA XIST e dos mecanismos
especificos, como a metilacdo, tornando-se heterocromatina, a qual permanece condensada ao longo da maior
parte do ciclo celular (De La Fuente et al., 1999).

Paralelamente a esses eventos, um outro gene, que estd localizado a 15 kb abaixo do XIST em
camundongos (Lee et al., 1999; Del Arenal et al., 2011), transcreve um RNA antisense. Este RNA antisense tem
a funcdo de manter o cromossomo X ativo, de modo que ele inibe a transcricdo do gene XIST em cis, impede
fisicamente o recrutamento de RNA polimerase para a transcricao (Luikenhuis et al., 2001) e recruta a DNMT3A
para metilar o promotor do XIST (Del Arenal et al., 2011).

Portanto, esses dois loci (XIST e TSIX) precisam interagir de maneira correta para manter um padrdo
fisiologico. A transcrigdo do TSIX ¢ regulada pelo gene XITE, ou seja, a transcricdo de XITE promove a
transcri¢do de TSIX, sendo assim considerado um dos responsaveis pela inativagdo do cromossomo X. Por isso,
informagdes entre os genes XIST e TSIX homdlogos devem ser trocadas para se estabelecer um padrdo de
regulagdo monoalélica de TSIX e de regulagdo do XIST em um cromossomo X ¢ ndo no outro (Heard e
Disteche, 2006; Del Arenal et al., 2011).

Consideracdes finais

Submeter a célula doadora de nucleo a um tratamento para sofrer uma desprogramagdo epigenética
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antes da clonagem pode aumentar a eficiéncia da técnica. Acredita-se que o SAH, desmetilando o genoma do
nucleo doador, seja capaz de aumentar a eficiéncia da clonagem de mamiferos, a produgdo de animais
transgénicos e a producdo de células-tronco a partir de células diferenciadas.

Os processos epigenéticos ainda sdo pouco conhecidos em varias espécies animais, inclusive na bovina.
Necessitam de mais estudos para melhor se entender a reprogramacdo epigenética e, assim, subsidiar o
desenvolvimento de protocolos mais eficientes de clonagem por transferéncia nuclear.
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