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Resumo

O processo de clonagem por transferéncia nuclear de células somaticas € uma biotecnologia com
aplicacfes potenciais para a saude humana, melhorias nos indices produtivos e reprodutivos dos animais de
producdo e preservacdo de espécies ameacadas de extingdo. No entanto, essa tecnologia é prejudicada por uma
reprogramacdo epigenética incompleta, o que resulta na repressdo ou superexpressdo de alguns genes que
provocam alteracOes genéticas placentarias e fetais. Para que esse processo ocorra de maneira satisfatoria, genes
relacionados a diferenciacdo celular devem ser silenciados, e outros, referentes ao programa embrionario,
ativados. A estrutura responsavel por essa “reprogramacao” é o ovocito enucleado, que precisa desmetilar o
nucleo das células doadoras sem afetar os genes imprinted, marcados de forma sexo-especifica e de expressao
monoalélica, responsaveis pelo desenvolvimento embrionario normal.
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Abstract

The process of cloning by somatic cell nuclear transfer is a biotechnology with potencial application to
human health, improvements in production and reproduction animal rates and preservation of endangered
species. However this technology is hampered by an incomplete epigenetic reprogramming, resulting in
suppression or overexpression of some genes that cause genetic placental and fetal changes. For this process
occur satisfactorily genes related to cellular differentiation must be silenced and others related to the embryonic
program have to be activated and the structure responsible for this “reprogramming” is the enucleated oocyte,
which needs demethylate the core of donor cell without affecting imprinted genes, sex-specific marked and with
monoalelic expression, responsible for normal embryonic development.
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Introducao

O processo de clonagem por meio da transferéncia nuclear (TN) de células somaticas foi executado com
éxito em uma variedade de espécies de mamiferos (camundongos, ovelhas, bovinos, suinos, entre outros) e tem
aplicacBes potenciais para a sadde humana, melhorias nos indices produtivos e reprodutivos dos animais de
producdo e preservacao de espécies ameacadas de extingdo. A geracdo de animais vidveis por meio dessa técnica
demonstra que o nucleo de células somaticas diferenciadas de mamiferos pode ser reprogramado quando
transferido a um ovdcito enucleado.

Atualmente, o grande entrave que dificulta alcancar melhores indices de sucesso na clonagem por TN é
a ocorréncia de uma reprogramacao epigenética incompleta do ndcleo das células somaticas doadoras. A
estrutura responsavel por essa “reprogramacdo” ou “desprogramacdo” é o ovocito enucleado, que precisa
desmetilar o nucleo transferido até o ponto em que ele seja capaz de gerar qualquer tipo celular. Porém, esse
processo ndo pode afetar os genes imprinted, que sdo genes de expressdo monoalélica, marcados de forma sexo-
especifica, necessarios para um desenvolvimento embrionario normal.

As caracteristicas que determinam que uma célula seja diferenciada sdo comandadas por diferentes
padrfes de metilacdo e alteragBes pds-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 préprio padrdo de metilagdo de DNA e de modificagBes nas histonas. Fibroblastos
de pele sdo utilizados rotineiramente como células doadoras de nucleo, principalmente pela facilidade de
obtencdo de tecido necessario para realizacdo do cultivo celular primério. No entanto, esse tipo celular possui um
grau de diferenciacdo muito avancado, o que prejudica a acdo de desprogramacao realizada pelo ovécito.

A utilizacdo de células menos diferenciadas, como, por exemplo, as células do cumulus, pode facilitar o
processo de reprogramagdo realizado pelo ovdcito. De maneira geral, é necessario que essas células utilizadas
como doadoras de nucleo sofram uma reprogramacao epigenética, ou seja, & preciso que percam sua memoria
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epigenética de células diferenciadas e se tornem células capazes de gerar todos os tipos celulares de um
individuo. Para isso, genes que agregam a ela tal funcéo diferencial devem ser silenciados, e outros do programa
embrionario ativados, como, por exemplo, fatores de transcricdo, responsaveis pela aquisicdo e manutencdo do
estado pluripotente celular.

Problemas da clonagem

Durante o processo de clonagem por transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS), a estrutura da
cromatina da célula somética que regula seu estado de diferenciacdo passa por severas modificacdes,
denominadas reprogramacdo, na tentativa de leva-la a um estado embrionario (Wilmut et al., 2002). A
reprogramacao das células somaticas ocorre em um curto periodo, que vai desde a transferéncia nuclear até a
ativacdo do genoma zigotico (Zhao et al., 2010). No entanto, o padrdo epigenético especifico das células
somaticas pode dificultar ou tornar inacessivel o acesso dos fatores oopldsmicos de remodelamento até a
estrutura da cromatina (Tian et al., 2009).

E generalizado o pensamento de que uma reprogramacdo nuclear epigenética anormal da célula
somatica doadora, que envolve varias modifica¢Ges, € a principal causa do desenvolvimento aberrante, tanto do
feto quanto da placenta, em animais clonados. A metilagdo do DNA é uma das principais modificacdes
epigenéticas do genoma, com um papel fundamental na reprogramacdo nuclear durante a TNCS. Essa
modificacdo ocorre principalmente na posicdo 5’ das citosinas localizadas no dinucleotideo CpG, mais
encontrados em clusters denominados ilhas CpG. Em geral, a metilagdo do DNA em regides diferencialmente
metiladas (RDMs), a qual predominantemente ocorre no promotor ou no primeiro éxon do gene (Larsen et al.,
1992), reprime a transcricdo génica (Plass e Soloway, 2002).

Modificacfes globais e gene-especificas na metilacdo do DNA em bovinos derivados de fecundagdo in
vitro e TNCS foram relatadas por Reik et al. (2001), quando compararam mudangas no padrdo de metilacdo no
nlcleo das células, utilizando anticorpos para metilcitosina. Em embrides fecundados normalmente, os padrfes
de metilacdo maternos e paternos sdo apagados antes da implantacdo. A desmetilacdo ativa do genoma paterno
antes do inicio da primeira replicagdo do DNA é catalisada por enzimas DNA metiltransferases, enquanto o
genoma materno é desmetilado progressivamente a cada divisdo na clivagem (Santos et al., 2002). Em embriGes
bovinos, rapidamente ap6s o processo de desmetilacdo ocorrer, uma onda de metilagdo de novo global é
observada do estagio de oito a 16 células, estabelecendo um novo padréo de metilacdo embrionério (Dean et al.,
2001). Essa metilacdo de novo € catalisada pelas enzimas DNA metiltransferases (DNMTs) DNMT3A e 3B, que
tém importantes funcBes durante a embriogénese inicial (Watanabe et al., 2002). Os padrdes de metilacdo
impostos ao genoma pelas DNMTSs de novo, em pontos definidos durante o desenvolvimento, sdo mantidos pela
DNMTL e levados a programas de expressdo génica predeterminados durante o desenvolvimento embrionario
(Reik et al., 2001).

O alto padréo de metilacdo caracteristico das células somaticas doadoras de niicleo pode ser um ponto
significante responsavel pelas anomalias epigenéticas observadas em embriGes clones (Mann et al., 2003). Além
disso, o procedimento comum de transferéncia nuclear por fusdo celular, potencialmente, introduz a forma
somatica da enzima DNMT1, que ndo esta normalmente presente em embrides pré-implantados (Reik et al.,
2001). A persisténcia do padrdo de metilagdo das células somaticas ap6s a fusdo, no momento em que o genoma
parental sofre um drastico processo de desmetilacdo, pode ter efeitos deletérios no potencial de desenvolvimento
dos embrides clones (Beaujean et al., 2004).

Além das alteracBes nos padrdes de metilacdo do DNA, modificagbes que ocorrem nas caudas N-
terminais das proteinas histonas, como acetilagdo, metilacdo e fosforilagdo, também interferem no
desenvolvimento embrionario. Tais modificacBes sdo essenciais para manutencdo da estrutura da cromatina e
regulacdo transcricional (Kurdistani et al., 2004). A acetilacdo recruta ativadores que regulam a atividade génica
e estdo relacionados com diversos processos relacionados a cromatina (Kurdistani et al., 2004). Sitios onde
ocorrem acetilagdo sdo bem conhecidos; entre eles, lisinas (K) altamente conservadas estdo incluidas (Bjerling et
al., 2002). A metilacdo das histonas pode sinalizar tanto ativagdo como repressao génica, dependendo dos sitios
de metilagdo (Martin e Zhang, 2005). Argininas (R) e lisinas (K) localizadas na porgdo N-terminal do nicleo das
histonas sdo modificadas por metilag&o.

ModificacOes de histonas em embrides clones, no entanto, ainda ndo sdéo muito compreendidas. Wang et
al. (2007) relataram que o uso de tricostatina A pode melhorar o padrdo de modificagdes de histonas de embrides
de camundongos clonados, aumentando, assim, o desenvolvimento de embrides derivados de transferéncia
nuclear. Esses resultados sugerem que modificacBes normais das histonas sdo necessarias para o estabelecimento
normal do desenvolvimento de embrides clones (Wang et al., 2007). Embora poucas modificacdes de histonas
sejam estudadas em embrides clones, Santos et al. (2003) reportaram a ocorréncia de hiperacetilacdo e
metilagGes aberrantes na histona H3. Wu et al. (2010) relataram uma distribuicdo anormal e altos niveis de
acetilacdo e metilagdo localizados nos cromossomos antes da ativagio gendmica de embriBes clonados.

O imprinting gendmico também é um fator que interfere no desenvolvimento embrionério. Genes
imprinted sdo expressos em apenas um dos cromossomos homalogos, e isso ocorre de forma dependente de sua
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origem parental, regulados primeiramente pela metilagdo do DNA nas regifes controladoras de imprinting
(RCIs). Vérios genes imprinted possuem fung¢des na regulagéo tanto do crescimento fetal quanto do placentério,
e modificagBes nesses genes culminam em anormalidades durante o desenvolvimento (Su et al., 2011).

Além das alteragdes na metilacdo do DNA, nas proteinas histonas e nos genes imprinted, a reativagdo
de genes do programa embrionario é muito importante para o éxito do processo de clonagem por TNCS.
Mecanismos moleculares que mantém/regem um estado de autorrenovacdo de pluripoténcia operam em
diferentes niveis e incluem (mas ndo sdo limitados a) sinalizagdo por LIF e BMP4, bem como inibicdo da
sinalizacdo da ERK, redes de cooperacdo de fatores de transcri¢do e mecanismos epigenéticos (Nichols e Smith,
2009). Alguns fatores de transcricdo tém sido identificados como essenciais para a formacao e/ou manutencéo da
massa celular interna durante o periodo de pré-implantacdo embriondria e a cultura de células-tronco
embrionarias de camundongos (Mitsui et al., 2003). Estes constituem um ndcleo de transcricdo para manter a
pluripoténcia por meio de uma regulacdo positiva muitua (Boyer et al., 2006) e da regulacdo de genes-alvo de
colaboracdo, atuando em paralelo a circuitos adicionais e a fatores regulatorios que geram pluripoténcia (Hu et
al., 2010).

Genes relacionados a pluripoténcia
O gene Rex-1/Zfp42

O Rex-1 (reduce expression-1, também conhecido como Zfp42) constitui um gene que codifica uma
proteina zinc-finger de 37kDa, com fungdes semelhantes as de fatores de transcrigdo que se ligam ao DNA. Parte
da sequéncia da proteina produzida pelo Rex-1 possui alta similaridade com outra proteina zinc-finger, YY1,
indicando que esses dois genes estdo evolucionalmente relacionados. Apesar da similaridade entre as sequéncias,
esses genes mostram diferencas na estrutura de seus éxons: toda a regido que codifica a proteina do Rex-1 esta
localizada em um Unico éxon, enquanto a regido codificante do YY1 esta dividida em cinco éxons individuais
(Kim et al., 2007).

Foi inicialmente descoberto como resultado de sua expressdo especifica em células carcindmicas
embrionarias (CCE; Hosler et al., 1989); posteriormente, demonstrou ser expresso em outros tipos de células
pluripotentes (Rogers et al., 1991), células progenitoras adultas multipotentes (Jiang et al., 2002), células
germinativas do testiculo, MCI e em células do trofectoderma inicial de embribes de ratos (Rogers et al., 1991).
Em concordancia com a expressao restrita nas células pluripotentes autorrenovaveis, a expressdo do Rex-1 foi
positivamente relacionada ao aumento da pluripoténcia em células-tronco de ratos (Toyooka et al., 2008),
humanos e células-tronco pluripotentes induzidas (Chan et al., 2009). Os niveis de expressdo do Rex-1 séo
elevados no estagio de pré-implantacdo de embrides, e niveis moderados de expressdo também foram detectados
durante a espermatogénese e na placenta (Rogers et al., 1991). De acordo com varios estudos de
imunoprecipitacdo da cromatina, o gene Rex-1 é comprovadamente controlado por genes mestres de células-
tronco como Oct3/4, Sox2 e Nanog (Kim et al., 2008)

Alguns estudos relataram que o Rex-1 esta associado a um circuito de ativagdo génica que implica o
metabolismo proteico, ao invés de estar ligado ao processo de desenvolvimento, o que coincide parcialmente
com a funcdo do Myc, que é o oposto de genes como Oct4/Nanog/Sox2 (Kim et al., 2008).

O 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 transcri¢do (Scholer, 1991).

A importancia do gene Oct4 no desenvolvimento embrionario foi comprovada por meio de estudos com
embrides de camundongos mutantes (Oct4/), que morreram durante a implantacdo em raz&o da incapacidade de
formar ICM (Medvedyv 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 fungdes do gene Oct4 ndo afetou a manutencdo da pluripoténcia dos
blastdmeros apds a formacdo do blastocisto. Esse fato mostra que a transativagcdo 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 do compartimento pluripotente (ICM).

In vivo, o gene Oct4 é expresso durante o desenvolvimento embrionario inicial (Mitalipov et al., 2003).
A expressdo materna desse gene ocorre em ovocitos antes da fecundacdo. Apds a fecundagdo, a expressdo de
Oct4 para, porém mRNA e proteinas de Oct4 podem ser detectadas até o estagio de duas células. A expressao
embrionaria € ativada ap6s o estdgio de duas células, aumentando a quantidade de proteinas Oct4 nos
blastdmeros. No estagio de morula, altos niveis de expressdo de Oct4 sdo observados. No entanto, quando as
células da parte externa da mérula se diferenciam em trofoderma, o nivel de expresséo diminui acentuadamente.
Apo6s a implantacdo, a expressdo de Oct4 é estritamente restrita as células germinativas primordiais, que sdo
precursoras de gametas. Em camundongos, altos niveis de expressao de Oct4 sdo detectados até o estagio de
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formacdo das células precursoras de gametas: profase da primeira divisdo meidtica nas fémeas e inicio da
espermatogénese em machos recém-nascidos.

A expressdo de Oct4 em bovinos e suinos ¢ diferente quando comparada a de camundongos. Nestas
espécies, sua expressao ndo é restrita a ICM dos blastocistos, sendo observada também em células trofodermais.
Um padréo similar de expressdo também é observado em humanos e cabras (He et al., 2006). Essas diferengas de
distribuicdo de expressao do gene Oct4 estdo relacionadas com as particularidades que cada espécie possui
durante o desenvolvimento embrionario (Medvedev et al., 2008).

O gene Nanog

Ele foi descoberto como um gene de expressdo seletiva, expresso nos estagios de pré-implantagédo do
desenvolvimento embrionario e em cultura de células pluripotentes (Wang et al., 2007). Mais tarde, seu
importante papel na manuten¢do do estado indiferenciado das células-tronco embrionérias foi comprovado
(Mitsui et al., 2003).

O mRNA do gene Nanog é primeiramente detectado no estagio de mérula, e seu sinal € localizado na
futura ICM em camundongos. No estagio de blastocisto, a expressdo do Nanog € limitada a ICM, porém existem
tragos no trofoderma. Em blastocistos tardios, seu mRNA é detectado somente no epiblasto e ndo é observado no
endoderma primitivo (Mitsui et al., 2003).

Um padrdo incomum de distribuicdo das proteinas Nanog é observado em embrides de caprinos na fase
de pré-implantacdo. No estagio de oito-16 células, a proteina estd localizada no nicleo. Um baixo nivel de
proteinas NANOG ¢é detectado no nucleoplasma de células do trofoderma. Na fase de blastocisto expandido, a
localizacdo nucleolar das proteinas € 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 10° dia de
desenvolvimento, ndo séo detectadas proteinas no nucleoplasma das células da ICM, e no nucléolo, tanto para as
células da ICM quanto para as do trofoderma, a deteccédo é bem discreta (He et al., 2006).

Em contraste com a expressdo do gene Oct4, o Nanog inicia sua expressdo nos estagios tardios do
desenvolvimento embrionario. A auséncia deste gene causa a diferenciagdo em células do endoderma primitivo,
enquanto a repressdo da expressao do Oct4 causa diferenciagdo das células em derivados do trofoderma (He et
al., 2006).

Conclusao

O processo de clonagem por transferéncia nuclear, apesar de ter alcancado éxito, ainda é uma técnica
que necessita de melhorias em relagcdo as alteracdes epigenéticas que ocorrem de forma errbnea durante o
desenvolvimento de produtos clonados. Um estudo mais aprofundado sobre os processos de metilagdo do DNA,
as alteracOes nas proteinas histonas e a ativagdo de genes relacionados a pluripoténcia é de extrema importancia,
para se alcancarem melhores indices nas taxas de obtencdo de animais vidveis ap0s a aplicagdo dessa
biotecnologia.
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