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RESUMO

RIGOGLIO, N. N. Controle epigenético do gene imprinted SNRPN durant e o
desenvolvimento e reprogramacao nuclear em equideos . [Epigenetic control of
the SNRPN imprinted gene during developmental and nuclear reprogramming in
equids]. 2016. 153 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2016.

A tranferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) esta sendo utilizada para
produzir cavalos de elite. No entanto, durante este procedimento pode ocorrer a
perfuracdo da zona pellucida, levando, ocasionalmente, a seccdo da massa celular
interna, e consequente derivacdo de gémeos monozigoticos. Além de serem
relatadas alteracbes no processo de imprinting gendmico, que conduzem ao
desenvolvimento de doengas. Com a descoberta da possibilidade de reprogramar as
células somaticas a um estado de pluripoténcia (iPSCs), estas células passaram a
ser muito utilizadas em pesquisas de neurociéncia. Contudo, também ocorrem
modificacdes epigenéticas durante esta reprogramacao celular. Portanto, nossas
hipéteses sdo que os gémeos equinos gerados pela TNCS podem levar as
irregularidades no desenvolvimento do sistema nervoso. O padrao de metilagcdo do
SNRPN nas estruturas dos fetos muares clonados, e as células iPSCs séo
diferentes dos padrdes encontrados nos muares analisados. A expressdo dos genes
SNRPN, Necdin e UBE3A sao maiores no cérebro, enquanto a expressdo do H19 é
maior nas membranas extra-embrionarias. Em nosso estudo, obtivemos duas
gestacdes gemelares equinas derivadas da TNCS, que foram interrompidas com 40
e 60 dias de gestacdo, e comparados com gestacdes equinas unicas de idade
similar. Diferencas no comprimento entre os embrides gémeos foram observadas
aos 40 (2.0 e 2.2 cm — 10%) e aos 60 (6,5 e 8,5 cm — 24%) dias de gestacéo.
Somente o plexo cordide do quarto ventriculo apresentou-se mais desenvolvido nos
fetos com maior comprimento. Ao analisarmos fetos muares clonados em diferentes
idades gestacionais e compara-los com muares, nos periodos embrionario, fetal e
adulto, ndo foi observada diferenca no padrdo de metilagdo do gene SNRPN. No
entanto, na décima passagem das células iPSC o padrédo de metilacdo alterou, em
relacdo aos muares estudados e ao padrdo observado nos fibroblastos. Ao

analisarmos os fetos clonados nas diferentes idades gestacionais observou-se no



cérebro menor expressdo dos gene H19 e UBE3A, e maior expressao do gene
SNRPN. Contudo, a expressdo do gene Necdin variou entre as estruturas
estudadas. Em conclusdo, apesar dos gémeos equinos provenientes de TNCS
diferirem quanto ao tamanho, morfologicamente séao iguais. Dentre as estruturas
cerebrais o plexo cordide se apresentou mais desenvolvido nos fetos de maior
comprimento. Os fetos muares clonados nao apresentaram diferenca no padréo de
metilacdo do gene SNRPN. No entanto, as iPSCs apresentaram alteracdo no padrao
de metilacdo deste gene na décima passagem. Embora os genes SNRPN, Necdin e
UBE3A sejam expressos no cerebro, o SNRPN apresentou-se prevalente nessa

estrutura.

Palavras-chave: Desenvolvimento embrionario. Desenvolvimento do sistema
nervoso central. Gestacdo gemelar. Transferéncia nuclear de

células somaticas (TNCS). Células pluripotentes induzidas (iPSC).



ABSTRACT

RIGOGLIO, N. N. Epigenetic control of the SNRPN imprinted gene duri ng
developmental and nuclear reprogramming in equids. [Controle epigenético do
gene imprinted SNRPN durante o desenvolvimento e reprogramac¢do nuclear em
equideos]. 2016. 153 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2016.

The nuclear transfer of somatic cells (SCNT) is being used to produce elite horses.
However, during this procedure can occur drilling of the zona pellucida, leading
occasionally to the section of the inner cell mass, and subsequent derivation of
monozygotic twins. Besides being related changes in genomic imprinting process,
leading to the development of diseases. With the discovery of the possibility to
reprogram somatic cells to a pluripotent state (iPSCs), these cells have become
widely used in neuroscience research. However, also occur epigenetic changes
during this cellular reprogramming. Therefore, our hypothesis is that equine twins
caused by equine ART could lead to developmental irregularities of the nervous
system. The patterns of SNRPN methylation in the structures of cloned mule fetuses
and in iPSCs are different from the patterns found in the analyzed mules. And the
expression of SNRPN, Necdin and UBE3A genes are higher in the brain, while the
higher expression of H19 gene occurs in the extraembryonic membranes. In our
study we derived two equine twin SCNT pregnancies that were interrupted at 40 and
60 days of gestation and compared to singleton fetuses of similar age. Differences in
lengths between twin embryos were observed at both 40 (2.0 and 2.2 cm — 10%) and
60 (6.5 and 8.5 cm — 24%) days of gestation. Only the choroid plexus in the fourth
ventricle more developed in the twins with the greatest length. Analyzing mules
cloned fetuses at different gestational ages, and compare them with mules at
embryonic, fetal and adult period; there was no difference in the pattern of
methylation in SNRPN gene. However, in the tenth passage of the IPSCs the
methylation pattern was altered in relation to the studied mules and the pattern
observed in fibroblasts. When the cloned fetuses at different gestational ages were
analyzed, the brain presented lower expression of H19 and UBE3A genes, and
higher expression of SNRPN gene. However, the expression of Necdin gene varied

among the structures studied. In conclusion, despite the twin horses from SCNT



differ in size, they are morphologically identical. Among the brain structures the
choroid plexus performed more developed in the fetuses of greater length. Cloned
mules fetuses showed no difference in the pattern of methylation SNRPN gene.
However, iPSCs have changes in the pattern of methylation of this gene in the tenth
passage. Although SNRPN, Necdin and Ube3A genes are expressed in the brain,
SNRPN is prevalent in this structure.

Keywords: Embryonic development. Central nervous system development. Twin
pregnancy. Somatic cell nuclear transfer (SCNT). Induced pluripotent
stem cell (iPSC).
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos a equideocultura deu um salto qualitativo, havendo hoje, no
mercado, animais de alto valor e geneticamente superiores. Isso foi possivel, em
grande parte, devido aos avancos na reproducdo animal. Passou-se a estudar novos
meétodos para aumentar o niumero de potros produzidos. Uma das primeiras técnicas
utilizadas foi a transferéncia de embrides (TE).

A partir do desenvolvimento da técnica de injecdo intracitoplasméatica de
espermatozoide (ICSI) (CHOI et al., 2002a; LAZZARI et al., 2002), deu-se o inicio na
producdo de blastocisto in vitro, na maturagdo de odcitos e cultivo do blastocisto
para transferéncia cervical, o0 que levou a um progresso na reproducdo assistida
desta espécie (COLLEONI et al., 2007). Outra técnica de reproducéo assistida (TRA)
que pode ser utilizada na reproducdo de equideos € a transferéncia nuclear de
células somaticas (TNCS). O primeiro sucesso na clonagem em equideos foi
relatado em 2003 (WOODS et al., 2003).

No entanto, hoje em dia, questiona-se quanto a seguranca no uso das TRA, pois
ha estudos relatando que a manipulacdo dos embrides, a maturacdo dos gametas in
vitro, a fertilizacéo in vitro (FIV), a ICSI, e a TNCS podem causar danos no processo
de imprinting genémico levando a um imprinting anormal e, consequentemente, as
suas doencas correlacionadas (DE RYCKE; LIEBAERS; VAN STEIRTEGHEM,
2002; THOMPSON et al., 2002; DeBAUN; NIEMITZ; FEINBERG, 2003).

Outro procedimento que esta sendo relacionado ao imprinting genémico anormal
€ a inducdo a pluripoténcia, técnica que foi descrita por Takahashi e Yamanaka
(2006). As células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) obtidas a partir de células
de diversos tecidos sao capazes de serem diferenciadas por indugdo génica,
permitindo a geracéo de diversos tipos celulares e que podem gerar novos modelos
in vitro de sindromes.

O imprinting € uma forma de hereditariedade ndo Mendeliana, na qual apenas um
dos dois alelos parentais esta expresso de maneira especifica ao sexo. Assim, essa
marcacao epigenética diferencial de um dos alelos leva a expressdo mono-alélica.
Os genes imprinted tém uma grande importancia no desenvolvimento normal do

embrido, bem como na regulacdo do seu crescimento, na funcéo placentaria e nos
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processos neuro-comportamentais (McGRATH; SOLTER, 1984; SURANI; BARTON;
NORRIS, 1984).

A metilcdo do DNA é um mecanismo de regulacdo epigenética que atua na
expressdo génica, sendo um importante marcador molecular com relacdo a
expressao parental especifica de genes que estdo sujeitos ao imprinting genémico
(REIK; WALTER, 2001). A metilacdo dos dinucleotideos CpGs, que sao sequéncias
ricas em citosina (C) e guanina (G) no genoma, esta diferencialmente estabelecida
nos dois cromossomos parentais. Essas regides diferencialmente metiladas (DMRS)
nos genes imprinted, normalmente apresentam-se metiladas em um dos alelos
parentais e ndo metiladas no outro alelo. Para que a préxima geracdo herde essa
marcacao epigenética, as marcas precisam ser deletadas nas células germinativas
primordiais (CGPs) (LEE et al., 2002; HAJKOVA et al.,, 2002) e re-estabelecidas
durante a gametogénese de maneira especifica ao sexo (WEAVER; SUSIARJO;
BARTOLOMEI, 2009).

Além de ser um dos primeiros genes associados ao imprinting genémico, o
SNRPN, é um dos genes mais estudados. Os genes imprinted sao frequentemente
encontrados em clusters. O gene SNRPN possui uma DMR bem definida, na qual
nao controla somente o imprinting, mas que também regula os demais genes do
cluster (SHEMER et al., 1997). Dentre estes, encontra-se a Necdin e da UBE3A, que
estdo relacionadas ao desenvolvimento do sistema nervoso central.

Nos humanos, o gene SNRPN é um gene imprinted que esta localizado no
cromossomo 15g11-g13, em uma regido envolvida nas Sindromes de Prader-Willi
(SPW) e Angelman (SA). Nos camundongos, o gene SNRPN esta localizado no
cromossomo 7C, e o padrdo de metilacdo é estabelecido nos o0citos em
crescimento quando estdo na fase diplétena da meiose (LUCIFERO et al., 2006).
Nos bovinos, foi descrito que o gene SNRPN € maternalmente imprinted nos
embrides em periodo de pré-implantacdo, e que apresenta uma DMR bem
caracterizada (LUCIFERO et al., 2006).

Os objetivos do nosso estudo foram caracterizar a seqiéncia das DMRs do gene
imprinted SNURF/SNRPN nos equideos, e identificar os polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) especificos nas éguas e no jumento. Analisar o padrdo de
metilacdo em éguas, jumento e mulas adultas; embrides muares; fetos muares

clonados e células iPSCs. Analisar quantitativamente a expressao dos genes H19,
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SNRPN, Necdin e UBE3A em fetos muares clonados em diferentes idades
gestacionais.

Além de reprogramar os fibroblastos de feto muar para gerar células iPSCs, e
realizar diferenciacdo neuronal destas células; analisar o desenvolvimento de
conceptos muares em diferentes idades gestacionais para verificar se houve taxa de
crescimento e desenvolvimento superior ou inferior aos conceptos equinos, e avaliar
o desenvolvimento de conceptos equinos clonados provenientes de gestacdo
gemelar, comparando-os com conceptos equinos ndo clonados, e entre si, a fim de

verificar se h& deficiéncia no seu desenvolvimento.
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1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Epigenética

A interacdo dos genes com o ambiente possibilitando a existéncia de diferentes
fendtipos foi a definicdo utilizada por Conrad Waddington (1940) para explicar o
termo epigenética. No entanto, Holliday e Pugh (1975) para explicar a hipétese de
Waddington propuseram a ocorréncia de modificacées quimicas no DNA. Contudo,
uma nova definicdo foi sugerida apdés o descobrimento de que a inativacdo do
cromossomo X em mamiferos e o imprinting gendmico sao regulados por
mecanismos complexos e multifatoriais. Assim, o termo epigenética passou a ser
descrita como mudancas hereditarias na expressdo génica que ocorrem sem que
haja uma mudanca na sequéncia do DNA, incluindo a modificacdo da metilacdo no
DNA e remodelacdo da cromatina (WOLFE, MATZKA, 1999; WOLFFE, GUSCHIN,
2000).

Os mecanismos epigenéticos sao parametros gendmicos flexiveis que podem
mudar a funcdo do genoma sob influéncia externa, e também proporcionam
mecanismos que permitem a propagacao estavel do estado de atividade do gene de
uma geracdo de células para a proOxima geracdo. Molecularmente, 0s genes
imprinted sdo controlados por marcadores epigenéticos da cromatina, que inclui a
metilacdo do DNA e as modifica¢gBes das proteinas histonas. Ambos podem silenciar
um alelo parental, pois nas sequéncias do DNA onde estes elementos se encontram
nao ocorrem transcricéo, resultando na expressao monoalélica (LEWIS et al., 2004).

A metilacdo do DNA é a modificacdo epigenética mais estudada, e corresponde a
modificagdo covalente, pela conversdo enzimética de diversos residuos de citosina
em 5-metilcitosina, que sdo herdaveis pelas células somaticas apds a divisdo
celular. As 5-metilcitosinas representam cerca de 2 a 5% de todas as citosinas no
genoma dos mamiferos e sdo encontrados principalmente nos dinucleotideos CpG
(MILLAR et al., 2003; LISTER et al., 2009; ROSILLA et al., 2009).

A metilacdo da citosina dos dinucleotideos CpG € encontrada proxima aos
elementos cis dentro dos promotores ou nos primeiros exons dos genes

housekeeping, e muitas vezes, esta relacionada com o estado da cromatina
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comprimida e inibicdo da transcricdo (ORPHANIDES, REINBERG, 2002). Portanto,
nos mamiferos, a metilacdo do DNA é, principalmente, uma marca repressiva
encontrada nas citosinas dos dinucleotideos CpG. Ela também tem papel importante
na manutencdo da integridade do genoma pelo silenciamento de sequéncias
repetitivas e transposons enddégenos (BESTOR, 1998; HEDGES, DEININGER,
2007). No entanto, sua regulacdo é mais dindmica do que se acreditava
anteriormente (MAUNAKAC et al., 2010).

A modificacdo epigenética do fenotipo celular também é regida por alteracbes na
estrutura da cromatina. A cromatina € formada por um complexo de nucleoproteinas
gue sao capazes de compactar o DNA gendmico linear através de uma série de
nucleossomos. Cada nucleossomo apresenta 147 pares de base de DNA e estao
enroladas em torno do octamero de proteinas histonas. Cada octamero é composto
por duas copias de cada uma das quatro histonas: H2A, H2B, H3 e H4.

Através de modificacdes covalentes das histonas ocorre a incorporagdo de
variantes nas histonas dentro dos nucleossomos (SAHA et al., 2006). Dentre as
modificacdes covalentes, tem-se a acetilagdo, a metilacdo, a fosforilacdo e a
ubequitinagdo (MURRELL et al., 2005). A acetilacdo da histona, normalmente, esta
associada com a atividade transcricional devido a reducdo da afinidade das
proteinas histonas no DNA, ocorrendo um relaxamento da compactacdo da
cromatina. Contudo, a metilacdo das histonas pode resultar em diversas
consequéncias transcricionais, pois depende do numero de histonas e do residuo de
lisina modificados (KOUZARIDES, 2007). Cada residuo de lisina pode ser mono-, di-
ou tri-metilado, e isto faz com que haja um complexo enorme para o cédigo de
histona (JENUWEIN, ALLIS, 2001).

1.1.2 Imprinting Gendmico

O desenvolvimento normal dos embrides de mamiferos requer a contribuicdo
genética dos genomas materno e paterno, pois ha distingdes entre as caracteristicas
fenotipicas destes (BARTON; SURANI; NORRIS, 1984). No entanto, houve
crescente evidéncia sugerindo que as contribuicbes relativas dos cromossomos

homologos materno e paterno sdo desiguais. O suporte para este conceito veio de
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experimentos embriolégicos em camundongos (BARTON et al, 1985), em que foram
gerados embrides ginogenéticos contendo apenas 0 genoma materno, e
androgenéticos contendo apenas o genoma paterno (SURANI; BARTON; NORRIS,
1984; BARTON; SURANI; NORRIS, 1984).

Além de verificar que era inviavel o desenvolvimento normal destes embrifes
(McGRATH; SOLTER, 1984; SURANI; BARTON; NORRIS, 1984), os produtos
androgenéticos apresentaram exclusivamente o desenvolvimento extra-embrionario,
engquanto 0s ginogenéticos apresentaram uma placenta pouco desenvolvida, porém
os embrides eram visiveis (BARTON; SURANI; NORRIS, 1984). Assim,
provavelmente o genoma de origem materna € critico para o desenvolvimento do
embrido propriamente dito, e 0 genoma paterno € necessario para o0
desenvolvimento dos tecidos extra-embrionarios (PARK et al., 2011).

A nao equivaléncia na expressdo génica é denominada imprinting gendémico, e
resulta na expressdo monoalélica especifica do gene dependendo da origem
parental do alelo (WAGSCHAL; FEIL, 2006; BISCHOFF et al., 2009). Assim, a
regulacdo na expressado desses genes, sem que haja uma mudanca na sequéncia
dos &cidos nucléicos é definida como modificacdo epigenética (SURANI, 1998;
TILGHMAN, 1999). O imprinting € um mecanismo genético importante, uma vez que,
alguns genes sao silenciados ou expressos, dependendo exclusivamente de sua
heranca materna ou paterna (FEIL et al., 1994).

Consequentemente, alguns genes imprinted sdo expressos apenas no alelo
materno, enquanto é silenciado no alelo paterno (maternalmente
expressos/paternalmente imprinted) (Figura 1, gene 2). Outros genes imprinted séo
expressos no alelo paterno, e, silenciado no alelo materno (paternalmente
expressos/maternalmente imprinted) (Figura 1, gene 3). Este padrdo da expressao
do gene anormal é resultado de marcas especificas estabelecidas nas regides
Unicas dos genes durante a gametogénese (LI, SASAKI, 2011), que proporcionam

0s imprints nos genes de acordo com sua origem parental.
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Figura 1 - llustracdo esquemaética dos padrdes de expressao de genes nado imprinted versus

genes imprinted
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Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Gene 1 ndo é imprinted e é expresso (seta dobrada) tanto no cromossomo materno (cinza
claro) quanto no paterno (cinza escuro), ou seja, expresso bialelicamente. O gene 2 ¢é
expresso maternalmente, sendo transcrito dentro do mRNA a partir apenas de uma copia do
genoma materno, localizado no cromossomo materno, enquanto que 0 mesmo gene no
cromossomo paterno estd silenciado (expressdo monoalélica). O inverso do gene 2 é
verdadeiro para o gene 3, onde 0 gene é expresso paternalmente.

A metilacdo do DNA consiste na adicdo de um grupo metil na posicéo do caborno

5 da citosina (NAKAO, 2001). Normalmente, a metilacdo do DNA é estabelecida de

forma especifica ao sexo na linhagem germinativa, e este padrdo de metilacdo se

mantém apos a fertilizagdo. Nas células somaticas a metilagdo é mantida durante
toda a vida do organismo, porém na linhagem germinativa, primeiramente, precisa
ser deletada (LEE et al., 2002; HAJKOVA et al.,, 2002) para depois ser re-

estabelecida para garantir a heranca dos imprints na proxima geracdo. A

manutencdo destes imprints deve sobreviver a segunda reprogramacéo epigenética

que ocorre durante a pré-implantacdo do embrido em desenvolvimento (WEAVER,;

SUSIARJO; BARTOLOMEI, 2009) (Figura 2). A falha desses mecanismos de

regulacdo leva a alteracdo na expressdo génica e resulta em anomalias do

desenvolvimento e canceres (FEINBERG; TYCKO, 2004; ARNAUD; FEIL, 2005).
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Figura 2 - Estabelecimento, manutencédo e delecao dos imprints gendmicos no desenvolvimento

dos mamiferos
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Fonte: Rigoglio (2014)

Legenda: Na linhagem germinativa, as CGPs sofrem varias alteragGes na estrutura da cromatina e
desmetilacdo do DNA durante a migracdo para o “cume” genital. Os imprints sdo entéo
adquiridos de forma especifica ao sexo, na linhagem germinativa, onde a metilacdo do DNA
€ destinada especificamente as ICRs paterna durante o desenvolvimento do
espermatozoide pré-natal, e as ICRs materna na maturacdo do odcito pds-natal. Esses
imprints sdo mantidos, apesar das mudancas globais na metilacdo do DNA apds a
fertilizacdo: ocorre uma desmetilacdo ativa do genoma paterno no zigoto, e uma
desmetilacdo passiva no embrido em periodo de pré-implantacdo. A metilacdo de novo do
DNA no genoma comega no estagio de morula, momento no qual os alelos ndo metilados
precisam ser protegido. Esses imprints sdo mantidos nas células somaticas ao longo da
vida do organismo, enquanto os imprints nos tecidos extra-embrionarios parecem ser menos
dependentes da manutencdo da metilagdo do DNA. Na linhagem germinativa, os imprints
séo deletados para depois ser re-estabelecida para a préxima geragéo.

No locus imprinted, sdo encontradas as regibes diferencialmente metiladas
(DMRs) entre os alelos materno e paterno, e estdo associadas com a expressao
especifica do alelo parental. Em alguns locus imprinted, as DMRs séo derivadas do
gameta (DMRs da linhagem germinativa), onde a metilacdo do DNA no gameta é
mantido ao longo do desenvolvimento de todas as linhagens sométicas. No entanto,
existem DMRs secundarias, que sdo adquiridas durante o desenvolvimento e
associadas com os imprints primarios no gameta (CONSTANCIA et al., 1998).
Embora as DMRs primarias sejam essenciais para o estabelecimento e manutencao
do imprinting gendmico (BOURC'HIS et al., 2001; HATA et al., 2002), ndo se sabe
se as DMRs secundarias controlam diretamente a expressao do gene imprinted ou

se existem apenas como conseqiéncia de um evento epigenético.
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A metilacdo das citosinas nos dinucleotideos CpG, que sdo sequéncias ricas em
citosina (C) e guanina (G), e denominadas ilhas CpG, é a modificacdo hereditaria
responsavel pela atividade funcional de certos locus genémicos e pela estabilidade
cromossOmica (AZHIKINA; SVERDLOV, 2005). Estas ilhas, geralmente, ndo séo
metiladas, e estdo associadas com os promotores de genes housekeeping. Contudo,
também podem ser vistas nos promotores de genes imprinted, apresentando-se
diferencialmente metiladas. Assim, o alelo repremido esta metilado e o alelo ativo
nao esta metilado.

Os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo marcadores genéticos que
contribuem para a variacdo fenotipica, devido a mudanca de um anico nucleotideo
no genoma. Por isso sdo utilizados para acompanhar os padrbes de heranca
cromossOmica de uma geracao para a outra, e também servem como ferramentas
para o estudo de fatores genéticos associados as doencas humanas (JOHNSON;
TODD, 2000; RISCH, 2000).

Embora dispersos por todo o genoma, os genes imprinted sdo frequentemente
encontrados em clusters, regulados através de um elemento de controle central,
também conhecido como regido de controle de imprinting (ICR). O estado
epigenético de uma ICR e, em particular, o nivel de metilacdo do DNA, tem se
mostrado crucial para manter o estado dos genes imprinted em um cluster (LI,
BEARD; JAENISCH, 1993). A delecdo da ICR resulta na perda de multiplos genes
imprinted no cluster, enfatizando sua importancia e sua influéncia regulatéria sobre a
regido multigénica (FITZPATRICK; SOLOWAY; HIGGINS, 2002; LIN et al., 2003;
WILLIAMSON et al., 2006).

1.1.2.1 Novas Biotecnologias na Reproducao Animal

Inicialmente o progresso na reproducdo assistida em equinos foi lenta devido a
falta de um padréao de fertilizagéo in vitro (FIV) que pudesse ser repetidamente bem
sucedida. Mas o desenvolvimento de outros métodos que pudessem ser repetidos
para a fecundacdo e producdo de embrides teve inicio com a injecdo
intracitoplasmatica de espermatozoéide (ICSI) (CHOI et al.,, 2002a; LAZZARI et al.,
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2002). A partir desta técnica, iniciou-se a investigacdo para producédo in vitro de
blastocistos na espécie equina. Também foram desenvolvidos métodos de
maturacdo do oocito e cultura do blastocisto para transferéncia cervical. Esses
meétodos passaram a ser utilizados para a producéo de potros, possibilitando, entao,
um progresso notavel na reproducéo assistida nos equinos durante os Ultimos anos
(COLLEONI et al., 2007).

A transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) € a técnica utilizada para a
clonagem de varias espécies animais, como por exemplo, bovinos, suinos, caprinos,
camundongos, ratos, coelhos, felinos e equinos (RHIND et al., 2003). Relata-se a
morte pré-natal de muitos animais gerados por esta técnica, a morte perinatal, além
dos problemas fisiolégicos dos que chegaram a fase adulta (WILMUT et al., 2002).

Ha trabalhos sugerindo que o uso da tecnologia de reproducéo assistida (TRA),
como por exemplo, a FIV em bovinos, a ICSI e a TNCS em equinos, afetam o status
de imprinting na pré-implantacdo dos embrides através de fatores ambientais, tais
como, as condi¢cdes da cultura e as manipulagdes. E, consequentemente, alterariam
0s padrdes de expressdo do mRNA, que levariam a disturbios epigenéticos e maior
risco na ocorréncia de fenétipos aberrantes (DeRYCKE et al., 2002; NIEMANN et al.,
2002; POWELL, 2003). E estes fatores podem influenciar nos padrées de metilacado
(LI et al., 2005), afetando a expressdo dos genes imprinted nos embrides nos

diferentes estagios do desenvolvimento (MANN et al., 2004).

1.1.2.2 Células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs)

As células-tronco pluripotentes podem se diferenciar em todos os tipos de células
de um organismo e se auto-renovam, sem perder seu potencial de diferenciacéo
(DO; SCHOLER, 2004). J& as células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) sé&o
geradas a partir da introducdo de fatores transcricionais nas células somaticas.
Takahashi e Yamanaka (2006), pela primeira vez, converteram fibroblastos
embrionarios e fibroblastos da ponta da cauda de camundongos em iPSCs através
de um vetor retro-viral mediado por quatro fatores de reprogramacgao Oct4, Sox2,

KIf4 e c-Myc. No entanto, as iPSs reprogramadas a partir de células diferenciadas
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sofrem modificacdo epigenética durante a reprogramacgdo, e podem adquirir um
estado epigenético semelhante ao das ESCs.

1.1.3 Genes Imprinted estudados

1.1.3.1 SNRPN

A proteina que codifica o gene SNRPN é um polipeptideo do complexo de
ribonucleoproteina nuclear pequena. Esta proteina desempenha um papel no
processamento de pré-mRNAs, possivelmente em eventos de splicing alternativo
tecido-especifico (SCHMAUSS; LERNER, 1990). O SNRPN é expresso somente no
cromossomo paterno, enquanto que no alelo materno é silenciado (GLENN et al.,
1993, 1996; NAKAO et al.,, 1994; REED e LEFF, 1994). Esta regidao esta sob
controle coordenado de um centro de imprinting (IC) na extremidade 5 do gene
SNRPN (SUTCLIFFE et al., 1994; BUITING et al., 1995), que é expresso a partir do
alelo paterno em todos os tecidos estudados até o momento.

Em humanos, se localiza no cromossomo 15qg11-13, uma regido que esta
envolvida com as Sindromes de Prader-Willi (SPW) e de Angelman (SA). As
criancas afetadas pela SPW tém hipotonia significativa, dificuldade de alimentacao,
e déficit de crescimento. Contudo no inicio da infancia ha apetite excessivo com
desenvolvimento gradual da obesidade, baixa estatura e/ou diminuicdo da
velocidade de crescimento, deficiéncia intelectual, e problemas comportamentais
(BUTTLER, 1990; BUTTLER, LEE, WHITMAN, 2006). Disfuncdo hipotalamica
também tem sido manifestacdo dessa sindrome, incluindo hiperfagia, instabilidade
da temperatura, limite alto da dor, distlrbios respiratérios do sono, e multiplas
anormalidades enddcrinas (BUTTLER, LEE, WHITMAN, 2006; CASSIDY et al.,
2012; AYCAN, BAS, 2014). Nos pacientes com SA 0s sintomas mais proeminentes
incluem deficiéncias motoras, epilepsia, deficiéncia intelectual e auséncia de fala
(WILLIAMS, 2005), também sdo notados movimentos atéxicos, prognatismo,
protrusdo da lingua, paroxismos de riso, padrbes de sono anormais e hiperatividade
(WILLIAMS et al., 2006).
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Os individuos que apresentam essas sindromes foram os primeiros modelos para
0 estudo da expressdo dos genes imprinted nos humanos. A regidao similar, no
camundongo, esta localizada no cromossomo 7C (NICHOLLS; KNEPPER, 2001). A
expressdo monoalélica paterna deste gene foi observada a partir da fase de 4
células nos camundongos (SZABO; MANN, 1995). Nos bovinos também foi
identificada uma regido correspondente a DMR do SNRPN nos humanos e
camundongos (LUCIFERO et al., 2006). Este grupo também investigou os efeitos da
producao in vitro e da TNCS sobre a metilagdo do DNA em embrides bovinos aos 17
dias de gestacao, e verificaram que o perfil de metilagdo foi conservado entre as
espécies.

1.1.3.2 Necdin e Ube3A

A regido gendmica, que abrange a UBE3A e a proteina SNRPN, contém grande
namero de genes imprinted que sdo expressos maternalmente ou paternalmente no
cérebro humano (LALANDE; CALCIANO, 2007). Os camundongos possuem uma
regido cromossOmica semelhante a esta, e 0os genes também s&o imprinted
(NICHOLLS; KNEPPER, 2001; GREEG et al., 2010a; GREEG et al., 2010b) (Figura
3).

Figura 3 - Regides envolvidas nas doencas associadas a transcritos senso e anti-senso do gene
SNURF/SNRPN.
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Legenda: Regifes envolvidas nas doencas associadas a transcritos senso e anti-senso indicadas pelas setas
acima e abaixo dos genes, respectivamente. O status de metilagdo do alelo paterno esta indicado na
parte superior do cromossomo, e o0 alelo materno na parte inferior. O locus das Sindromes de Prader-
Willi (SPW) e Angelman (SA) possui a ICR com estrutura bipartida, na qual o componente mais
centromérico atua como ICR da SA, e a regido telomérica, que contém o promotor do
SNRPN/SNURF, atua como ICR da SPW. Acredita-se que o transcrito do SNRPN/SNURF inibe a
expressao da UBE3A no alelo paterno através de um mecanismo anti-senso. E a SA é decorrente da
perda da UBE3A expressa maternalmente.
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O gene Necdin é expresso, abundantemente, em células pds-mitéticas, tais como,
neurbnios e midcitos esqueléticos (AIZAWA et al., 1992; UETSUKI et al., 1996;
KUWAJIMA et al., 2004). No entanto, é expresso, moderadamente nas ceélulas
progenitoras e nas células-tronco neuronais embrionarias (HUANG et al, 2013;
MINAMIDE et al.,, 2014). Além de promover a sobrevivéncia e diferenciacdo das
células progenitoras e das células-tronco neuronais (AEBISCHER et al., 2011;
HUANG et al, 2013; MINAMIDE et al., 2014). Assim, o Necdin pode ser considerado
como centro de uma rede de interacdo proteina-proteina para o desenvolvimento
neuronal (LAVI-ITZKOVITZ et. al., 2012).

No cérebro de camundongo, in vivo, 0 gene necdin € expresso em praticamente
todos os neurbnios, desde os periodos iniciais de neurogénese até a fase adulta
(UETSUKI et al., 1996), além de estar envolvido na migracéo celular, no crescimento
axonal, e nos processos de fasciculagdo (TENNESE, GEE, WEVRICK, 2008;
MILLER, WEVRICK, MELLON, 2009; BUSH, WEVRICK, 2010), bem como na
apoptose neuronal (ANDRIEAU et al., 2006; KURITA et al., 2006a; TENNESE, GEE,
WEVRICK, 2008) o que sugere sua importancia na diferenciacdo neuronal no
cérebro. Relatou-se também uma funcdo anti-apoptética no desenvolvimento de
neurdnios sensoriais nos ganglios da raiz dorsal (TAKAZAKI, NISHIMURA,
YOSHIKAWA, 2002; ANDRIEAU et al., 2006; KUWAKO et al., 2005)

Recentemente relatou-se que o gene necdin é deletado na SPW, sendo imprinted
no alelo materno (JAY et al., 1997; MACDONALD, WEVRICK, 1997; SUTCLIFFE et
al., 1997). Nos humanos este gene se localiza proximo ao gene imprinted ZNF127,
dentro da regido de delecdo as SPW e néo é expresso no cérebro de pessoas que
acometidas por esta sindrome (NAKADA et al., 1998).

O necdin pertence a familia do antigeno da expressdo do gene associado ao
melanoma tipo II (MAGE) que compartilha um dominio homélogo a MAGE
(CHOMEZ et al., 2001), e que demonstrou estar ligado as proteinas RING para
formar ligases de ubequitina E3 ativas (DOYLE ET al., 2010)

A Sindrome de Angelman (SA), também esta relacionada com a perda da funcéo
da UBE3A no alelo materno. Nos neurdnios, a UBE3A herdada pelo alelo materno é
0 Unico alelo ativo, pois o alelo paterno esta silenciado pelo imprinting especifico ao
tipo celular. A expressao restrita do transcrito anti-senso do RNA (UBE3A-ATS) no

alelo especifico e nos neurdnios é resultado deste imprinting, e acaba interferindo na
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transcricdo da UBE3A paterno através de um mecanismo de acéo cis (BEAUDET,
2012; MENG, PERSON, BEAUDET, 2012; MENG et al., 2013).

Estudos recentes demonstraram que a UBE3A do alelo paterno pode ser
reativado farmacologicamente (HUANG et al.,, 2012; MENG et al., 2015), tendo
grande potencial clinico para o tratamento da SA. No entanto, essa ativagdo parece
ser insuficiente para recuperar a maioria dos fenétipos neurocognitivos no modelo de
SA em camundongos (MENG et al., 2015)

1.1.3.3 H19

Nos humanos a regido cromossémica 11p15.5 contém dois conjuntos de genes
imprinted, IGF2 e H19 (REIK; WALTER, 2001). A expressao monoalélica é regulada
de forma independente por atuarem de maneira cis has DMRs ou nos ICRs,
correspondendo as sequéncias metiladas no alelo parental (BARTOLOMEI,
FERGUSON-SMITH, 2011).

A DMR H19/IGF2 adquire metilacdo na linha germinativa paterna, e é
caracteristicamente ndo metilado no alelo materno. O l6cus IGF2 codifica o gene
IGF2, que é um agente mitogénico autdcrino/paracrino. E a transcricdo do gene H19
produz um RNA néo codificador, que € um precursor do microRNA chamado miR-
675, 0 qual afeta negativamente a proliferacdo das células (KENIRY et al., 2012).

A hiper-metilacdo desta DMR resulta na super-expresséo do gene IGF2, que esta
relacionado a Sindrome de Beckwith-Wiedemann (SBW) (DEBAUN et al, 2003;
WEKSBERG et al., 2003). Contudo, a hipo-metilacdo do alelo paterno esta
associada com a Sindrome de Silver-Russell (SSR), que €é caracterizada por um
crescimento lento, antes e apos o nascimento (GICQUEL et al., 2005).

A SBW é um distirbio de crescimento caracterizado por macrossomia,
macroglossia, visceromegalia, tumores embrionarios, onfalocele, hipoglicemia
neonatal, vincos de ouvido, citomegalia adrenocortical e anormalidades renais. A
morte precoce pode ocorrer a partir de complicagbes da prematuridade,
hipoglicemia, cardiomiopatia, macroglossia, ou tumores (SHUMAN et al., 2016).
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A SSR é clinicamente heterogénea caracterizada por intra-uterino e retardo de
crescimento pdés-natal com o0 crescimento craniano poupados, caracteristicas
dismorficas e assimetria corporal (SILVER et al., 1953; RUSSELL, 1954). Além de
observarem baixa estatura, tamanho normal de cabeca para a idade, rosto triangular
com testa proeminente e queixo pontudo, orelhas com implantacdo baixa e
clinodactilia no quinto dedo. Silver et al. (1953) também observaram assimetria
esquelética como uma caracteristica da doenca. Outros achados também foram
incluidos: anormalidades genitais, hipoglicemia, sudorese excessiva, esclera azul,
sindactilia dos dedos dos pés e dificuldades na alimentacéo grave (ESCOBAR et al.,
1978; PRICE et al., 1999; ANDERSON et al., 2002).

Nos camundongos o gene H19 é expresso maternalmente e produz um RNA néo
transcrito que foi recentemente mostrado agindo como um regulador trans
(GABORY et al.,, 2009) da rede de genes imprinted no controle do crescimento
embrionario (VARRAULT et al., 2006). Ambos os genes imprinted dependem de
uma regido de controle do imprinting (ICR), que adquire a metilacdo do DNA durante
o desenvolvimento das células germinativas masculinas e, portanto,
diferencialmente metilados nos embrides.

A ICR do gene H19 esta localizado no l6cus Igf2/H19 no rato, e é metilado pelo
complexo de DNA metiltransferase DNMT3A-DNMT3L na pro-espermatogonia. Este
status € mantido no alelo paterno apos a fertilizacdo (TREMBLAY et al.,, 1997;
KANEDA et al., 2004). Embora seja considerado indispensavel para o fator de
ligagdo CCCTC (CTCF) (SCHOENHERR et al., 2003; MATSUZAKI et al., 2010), e
ligagdo Sox-Oct na manutengdo da hipometilagdo materna na ICR do H19 durante
os periodos apos a implantacdo sdo bem estabelecidas (SAKAGUCHI et al., 2013;
ZIMMERMAN et al., 2013), pouco se sabe sobre os mecanismos subjacentes que

mantém paterna hipermetilagdo H19 ICR durante os periodos de pré-implantacao.
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1.1.4 Aspectos Gerais Relacionadis a Biologia dos Equideos

Os cavalos (Equus caballus, Linnaeus 1758), os jumentos (Equus asinus, Linné
1758) e as mulas (E. mulus mulus) sdo mamiferos ungulados de grande porte,
pertencentes ao reino Animalia, filo Chordata, classe Mammalia, Ordem
Perissodactyla, Familia Equidae, género Equus (WILSON; REEDER, 2005).

As diferentes espécies do género Equus podem cruzar entre si. Assim, as fémeas
sdo capazes de gestar, levar a termo e gerar potros xenogénicos. E, portanto,
podem ocorrer cruzamentos intra-espécie (E. caballus X E.caballus; E. asinus X E.
asinus), inter-espécie (E. caballus X E. asinus), e extra-espécie (E. przewalskii X E.
burchelli) (ALLEN; SHORT, 1997).

A partir destes cruzamentos ha producdo de descendentes hibridos (ALLEN,
1992), que embora sejam viaveis, geralmente, sao inférteis (ALLEN; SHORT, 1997,
YANG et al, 2004). A mula (E. caballus/ffémea X E. asinus/macho), e seu
cruzamento reciproco, o bardoto (E. caballus/macho X E.asinus/fémea) sdo os
hibridos mais comumente produzidos e utilizados comercialmente, uma vez que o
cavalo e o jumento sdao as duas espécies que foram domesticados em niumeros
significativos (ALLEN; SHORT, 1997).

Essa consideravel gama de potros hibridos que podem ser gerados somente &
possivel desde que a fémea seja inseminada com sémen fértil no momento correto
do seu ciclo ovulatério (EWART, 1898; SHORT, 1975). A espécie eqlina é
poliéstrica sazonal, e tem o inicio da estacdo de monta nas estacfes da primavera e
verdo (SOUZA, 2007; BRINSKO et al.,, 2011), e esta associada ao aumento da
luminosidade diaria, da temperatura e da disponibilidade de alimento, assegurando
que os filhotes nasgam em condi¢cdes climéaticas favordveis e no momento
apropriado do ano. Seu ciclo ovulatorio tem duracdo média de 21 dias, consistindo
de 14 dias de diestro (fase luteinica) e 7 dias de cio, periodo em que ela esta
sexualmente receptiva. E o periodo de gestacéo varia entre 330 e 345 dias (HAFEZ;
HAFEZ, 2004).

Para aumentar o numero de potros produzidos em um ano, a partir de uma égua
doadora selecionada, uma das técnicas utilizadas é a transferéncia de embrides
(TE). Esta técnica também permite a producdo de potros de éguas subférteis ou

atletas. Para obter taxas de prenhes aceitaveis apos a TE, as fémeas receptoras
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devem ovular entre os dias 0 e 3 apds a ovulagdo da fémea doadora (CARNEVALE
et al., 2000).

A TE entre espécies mostrou-se bem sucedida em éguas e jumentas (ALLEN,
1992). Ao longo da ultima década houve um progresso na reproducao assistida em
equinos, onde métodos para a recuperacdo de odcitos das éguas geraram interesse
clinico no uso de métodos de fertilizacao in vitro, sendo o mais eficiente a injecéo
intracitoplasmatica de espermatozoéide (ICSI) (CHOI et al.,, 2002a; LAZZARI et al.,
2002).

A partir do relato do nascimento da ovelha Dolly (WILMUT et al.,1997), primeiro
clone produzido a partir de células de outro animal, a producdo de clones por
transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) e fetais tém sido empregada com
sucesso em varias espécies como ovinos, bovinos, suinos, murinos, leporinos,
roedores, muares, equideos, felinos e caninos (FULKA et al.,, 2004; LEE et al.,
2005).

1.1.5 Caracteristicas da Placenta no Desenvolvimen to embrionario dos
Equideos

Ha diferencas importantes quanto ao transporte dos ovocitos e dos embrides no
oviduto equliino quando comparado as outras espécies de mamiferos (ALLEN, 2000;
2001a). A retengdo de ovocitos ndo fecundados ou de embries ndo viaveis, por
sete meses ou mais, e que podem ser degenerados, sdo considerados eventos
exclusivos aos equinos. Contudo, se o0 ovocito é fecundado, resultara na formacéo
de um embrido; que atravessard a jungdo Utero-tubarica, e entrara no Utero entre
144 e 168 horas apos a ovulacéo (dia 6 — 6,5). Neste periodo, 0 ovOcito apresenta-
se em estagio de morula tardia ou blastocisto inicial (Figura 1B e C) (BETTERIDGE
et al, 1982; ALLEN, 2000; BETTERIDGE, 2000; ALLEN, 2001a), e tem
aproximadamente 0,2mm (BETTERIDGE et al., 1982; SHARP, 2000).

A permanéncia do embrido eqiino no oviduto até o 6° dia € considerada
prolongada quando comparado ao embrido suino (48 horas) e ruminante (72 horas)
(BATTUT et al.,, 1997; ALLEN, 2000). As desvantagens deste fato na aplicacao
pratica das biotecnologias da reproducédo eqlina estéo relacionadas com a producao
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de gémeos monozigotos, principalmente quando realizado no estagio de morula
(Figura 4A); e também no sucesso do congelamento de embrides, que diminui
conforme o aumento no desenvolvimento, na idade e tamanho do embrido. Esta
diminuicdo pode ser devido a uma combinacédo de danos na massa celular interna e
a relativa impermeabilidade da capsula blastocistica equiina aos crioprotetores
(Figura 4D) (ALLEN, 2000; 2001a).

A blastocele é formada a partir do desenvolvimento das juncdes intercelulares da
morula, juntamente com o acumulo de fluido dentro da cavidade central, sendo
denominado de blastocisto inicial (GINTHER, 1992). O embrido nesta fase apresenta
2 grupos celulares: 1) trofoblasto, originado a partir das células da massa celular
externa, que formara o corion, e essas células sdo importantes para a implantacao
do embrido na parede uterina; 2) embrioblasto, originado a partir da massa celular
interna, e que originara o embrido propriamente dito (Figura 4C) (SHARP, 2000).

O desenvolvimento inicial do concepto equino € caracterizado pela formacao da
capsula blastocistica (CB) presente até o 23° dia apos a ovulacédo (BETTERIDGE,
1989; ORIOL et al.,, 1993a; 1993b) (Figura 4D). Especula-se que a CB seja
semelhante a zona pellcida, uma vez que a substituiria apos sua perda (GINTHER,
1992), além de fazer com que o concepto apresente formato esférico, e evitando o
alongamento do trofoblasto entre o 10° e 16° dia apds a ovulagéo (GAIVAO; STOUT,
2012).

A CB, por ser resistente e elastica, funciona como uma protecdo fisica do
embrido, permitindo que este migre de uma extremidade a outra do Iimen uterino
(SHARP, 2000; ARAR et al., 2007; QUINN et al., 2007), entre 0 6° e 0 17° dia ap6s a
ovulacdo (GINTHER, 1983a, 1985a). Aléem disso, atua contra 0 estresse mecanico
das contracbes miometriais (STOUT; MEADOWS; ALLEN, 2005), e na defesa
biolégica contra ataques virais e bacterianos, ou ataque imunolégico materno.
Devido ao seu posicionamento sugere-se que a capsula, na interface materno-fetal,
tenha importante fungcdo na comunicacdo entre a mae e o feto durante o inicio da
gestacdo (STEWART; LENNARDS; ALLEN, 1995; CHU et al., 1997).

A movimentacdo do embrido se deve as fortes contragbes peristalticas do
miométrio (GINTHER, 1983a; 1985a), e pela liberacdo de prostaglandinas Fq
(PGFy,) e Ez (PGEy). A PGE; esta presente no estagio de morula, no dia 5 apos a

ovulacdo (STOUT; ALLEN, 2001), e também garante a liberacdo direta no
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endométrio do sinal de reconhecimento materno da gestacdo em todas as partes do
utero (ALLEN, 2001a).

A movimentacdo do embrido cessa abruptamente nos dias 16-17 ap0s a ovulagéo
guando ocorre um aumento do diametro do concepto, que previne fisicamente a sua
passagem através do limen uterino (GINTHER, 1983b). O local em que ocorrera a
fixacdo do embrido, e posteriormente a placentacéo, esta associado a flacidez e a
perda do acido sialico das glicoproteinas capsulares (CHU et al., 1997; ARAR et al.,
2007; QUINN et al., 2007). Assim, a capsula comeca a se desintegrar entre os dias
20 e 21, permitindo o rapido desenvolvimento das células trofoblasticas (ALLEN,
2001a).

Conforme ha progressdo da implantacdo do blastocisto, o embrioblasto sofre
mudancas que resultam na formacdo da camada bilaminar, denominado disco
embrionario. O disco embrionario é formado por duas camadas: 1) epiblasto,
composto por células espessas e colunares; 2) hipoblasto, composto por células
delgadas e cuboides (HYTTEL; SINOWATZ; VYLSTED, 2010) (Figura 4D).

No embrioblasto surgira a cavidade amnidtica, cujo assoalho é formado pelo
epiblasto. As células do hipoblasto migrardo para formar a membrana exocelémica
gue reveste a superficie interna do citotrofoblasto. Essas células se modificardao para
formar o saco vitelino primitivo (HYTTEL; SINOWATZ; VYLSTED, 2010) (Figura 4E e
F).
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Figura 4 - Desenvolvimento inicial do embrido equino.
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Legenda: Representacdo de conceptos eqlinos entre 5 e 16 dias ap6s a ovulagdo. A)
Desenvolvimento da mérula inicial no embrido com 5 dias. B) Desenvolvimento da moérula
tardia no sexto dia. C) Desenvolvimento do blastocisto inicial aos 6,5 dias, com a formacéo
da blastocele, do trofoblasto, do embrioblasto, e presenca da zona pelicida. D) A capsula
ainda esta presente aos 16 dias de gestacao, o0 saco vitelino esta totalmente expandido e
o embrido é visivel. E) Surgimento do epiblasto e hipoblasto que formam o disco
embrionario bilaminar, e da membrana amniética no embrido com 11 dias. F) Formacao da
cavidade amnidtica e do saco vitelino primitivo, e presenca do citotrofoblasto no embrido
com 14 dias.

O saco vitelino tem um papel importante no suprimento nutricional inicial do
embrido, e é predominante nas trés ou quatro primeiras semanas de gestacdo
(SHARP, 2000). No exame ultra-sonografico é possivel visualizar, entre os dias 10 e
21, alteracdo no tamanho da vesicula embrionaria no estagio de saco vitelino
(GINTHER, 1992).

O saco vitelino é formado pelo endoderma proveniente da massa celular interna,
que se expande esfericamente, situando-se embaixo da camada externa do

trofoectoderma. Assim, no 10° ou 11° dia, € observada a onfalopleura bilaminar
(GINTHER, 1992; HAFEZ, HAFEZ, 2004) Por volta do 14° dia, o0 mesoderma se
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desenvolve a partir do disco embrionario, e fica interposto entre as camadas do
endoderma e do ectoderma, formando assim a onfalopleura trilaminar. Esta estrutura
trilaminar se desenvolve esfericamente a partir da regido da massa celular interna
em direcdo ao polo oposto do desenvolvimento embrionario. A borda distal da
onfalopleura trilaminar € demarcada pelo seio terminal (sinus terminalis) (ALLEN;
WILSHER, 2009).

Este seio terminal se move em direcdo ao poélo oposto do desenvolvimento
embrionéario, e continua a se desenvolver entre 0o endoderma e o0 ectoderma,
marcando a posicdo de fixacdo do corddao umbilical (GINTHER, 1992). O saco
vitelino retrocede, enquanto o alantéide progride, e sua visualiza¢cdo ocorre por volta
do dia 21. E durante as 3 ou 4 primeiras semanas de gestacdo nos equinos, a
placentacdo € descrita como coriovitelina (Figura 5A). Com o desenvolvimento e
expansdo do alantdide na 42 e 5% semana de gestacdo, a placenta passa a ser
descrita como corioalantéica (ALLEN; WILSHER, 2009) (Figura 5B) devido a
predominéncia do saco alantéico que consiste de endoderma, mesoderma e
ectoderma (SHARP, 2000).

Figura 5 - Membranas extra-embrionéarias em conceptos eqinos.
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Legenda: Representagdo das membranas embrionarias de conceptos equinos com 20 dias e 35 dias
de gestacao, respectivamente.

Com o desenvolvimento do embrido, o trofoblasto se funde com a membrana

interna das células do mesoderma para formar o corion. Este envolve, totalmente e

externamente, o embrido e as demais membranas embrionérias (alantdide, amnion e

saco vitelino). O alantéide se desenvolve a partir do intestino posterior do embrido. E
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é formado sob o embrido e se expande em direcdo ao polo oposto do
desenvolvimento embrionéario, entre a somatopleura e a esplancnopleura (HAFEZ;
HAFEZ, 2004). Com isso, ocorre 0 desenvolvimento de um exoceloma na area onde
o alantdide expande e o saco vitelino retrocede (SHARP, 2000). Esse processo
ocorre entre 0 22° e 0 25° dia de gestacdo (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Entre os dias 25 e 36 de gestacg&o ocorre diferenciagcdo de uma sub-populacéo de
células trofoblasticas com capacidade invasiva, que formara uma faixa avascular,
denominada cinta coridnica (ADAMS; ANTAZAK, 2001; WOODING et al., 2001; de
MESTRE et al., 2008). As células da cinta coribnica sdo altamente proliferativas, e
passam a invadir o endométrio materno entre o 35° e o 38° dia de gestacdo
(SHARP, 2000; WOODING et al., 2001; ALLEN et al., 2002), fazendo com que
ocorra a fagocitose das células epiteliais materna.

Com 33 dias de gestacdao a estrutura da cinta coridnica se alonga e formam
estruturas vilosas (DE MESTRE et al., 2008). Aos 37 dias, ocorre a fixagdo dessa
estrutura, consistindo de uma ligacao entre as interdigitacées das células coridnicas
alongadas e o epitélio endometrial. Em seguida, as células da cinta coridénica
continuam migrando, e atravessam a membrana das células epiteliais materna até
chegar ao estroma, onde estdo as glandulas uterinas. Nesse local, irdo se
diferenciar e hipertrofiar até formarem os célices endometriais (SHARP, 2000).

A funcdo dos calices endometriais € a producdo da gonadotrofina coridénica
equina (eCG), que é secretada entre os dias 33 e 120 de gestacdo (WOODING et
al., 2001; ALLEN et al.,, 2002; DE MESTRE et al., 2008). A secre¢cdo de eCG
coincide com a formagéo de varios corpos luteos acessoérios, porém nao € claro que
este evento seja essencial para a manutencdo da gestacao equina (SHARP, 2000).
Sugere-se também que a secrecdo da eCG esteja relacionada com a resposta
imune materna a interdigitacdo das vilosidades coridnicas conforme a formacédo da
placenta corioalantdica por volta dos 60 dias de gestacdo (SAMUEL; ALLEN;
STEVEN, 1974).

Outra estrutura que envolve o embrido é o amnion, que se desenvolve a partir do
ectoderma extra-embrionario e do mesoderma avascular. Sua funcdo € proteger o
embrido da desidratagéo e de choques mecanicos, uma vez que o embrido flutua no
liquido amniotico. Este liquido € produto das secrecdes das paredes ou folhetos
amnioéticos, além da saliva, secrecdo nasal do feto, e, temporariamente, da urina
(GINTHER, 1992).
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Entre os dias 24 e 25, o alantbéide j4 esta bem vascularizado, e grande, se o
compararmos com o embrido. No 25° dia, o embrido tem, aproximadamente, 5mm
de comprimento. O embrido cresce cerca de 1mm/dia, podendo atingir 12mm no 30°
dia de gestacdo, e 17mm, no 35° dia. Contudo, a viabilidade fetal, pode ser
observada no 26° dia de gestacdo, quando iniciam os batimentos cardiacos e a
passagem do sangue no sistema circulatério (GINTHER, 1992).

No 40° dia de gestacao, o feto, juntamente com o a&mnion, esta em uma posi¢ao
oposta ao alantéide; e o saco vitelino desaparece, cuja funcdo é substituida pela
placenta. Consequentemente ao crescimento do feto, ocorre o encontro das
membranas, que separavam 0 saco vitelino e o alantéide, no poélo dorsal da
vesicula, resultando na formacao do corddo umbilical, que se anexa no lado dorsal
do atero, promovendo a ligacdo entre os envoltérios fetais e o feto (GINTHER,
1992).

1.1.6 Gestacdo Gemelar em Eguas

A gestacdo de gémeos em eéguas, normalmente, é atribuida a ovulacéo
assincrona, ovulacdes duplas ou a segunda ovulacdo que ocorrem durante o inicio
do diestro (GINTHER; DOUGLAS; WOODS, 1982). E a gestacdo gemelar também
foi estudada pela inducdo de ovulagdes mdltiplas (GINTHER; DOUGLAS; WOODS,
1982; WOODS; GINTHER, 1982; WOODS; SCRABA; GINTHER, 1982).

A gestacdo gemelar pode resultar em aborto no final de gestacdo ou no
nascimento de potros prematuros com alta taxa de mortalidade neonatal. Apenas
1% das éguas produz potros gémeos vivos (JEFFCOTT; WHITWELL, 1973), além
dos fetos poderem apresentar falhas no seu desenvolvimento. A presenca de um
feto comprometido ou morto pode complicar o curso clinico da gestacéo, elevando o
risco de um resultado desfavoravel a ambos (SMITH et al., 2003). Este tipo de
gestacdo estd relacionado com a maior incidéncia de distocia, fetos com
desenvolvimento anormal, morte fetal, abortos espontaneos e partos prematuros
guando comparados as gestacdes Unicas.

O crescimento e desenvolvimento normal do concepto sdo devido a nutricdo

adequada durante a gestacdo que ocorre através da ligacdo entre a fémea e o feto
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por meio da placenta (RAGGIO et al., 2008; AVANTE et al., 2009; SIDDIQUI; EWAN,
2007). Na gestacdo gemelar ocorrera competicdo entre as placentas para entrarem
em contato com o endométrio materno, resultando na insuficiéncia placentaria para
a nutricdo dos dois conceptos. E acarretando na absorcdo espontanea de uma ou
das duas vesiculas embriondrias, ou Obito do feto em desvantagem durante a
segunda metade da gestacao (GINTHER, 1986; HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Assim, a identificacdo da gestacdo gemelar precoce ajuda na diminuicdo do
resultado desfavoravel durante o periodo gestacional, pois quando detectada
tardiamente resultard no nascimento de um dnico potro vivo caso um dos gémeos
seja eliminado no comeco da gestacdo (SCHNOBRICH et al., 2013). O uso rotineiro
da ultrasonografia transretal em haras e centrais de reproducdo tem auxiliado na
baixa incidéncia de abortos associados com gestacdo gemelar (SMITH et al., 2003),
uma vez que é possivel escanear 0 corpo e 0s cornos uterinos e identificar as
vesiculas embrionarias (GINTHER, 1984c).

Embora a gestacédo possa ser detectada no nono dia apds a ovulagcado por meio
desta técnica, a primeira verificacdo €, geralmente, realizada entre o 14° e 16° dias
apés a ovulagdo (LOFSTEDT; NEWCOMBE, 1997). A presenca de duas vesiculas
embrionarias pode ser facilmente detectada pela ultrasonografia, e, caso elas ainda
ndo estejam fixadas, uma dessas vesiculas pode ser eliminada (McKINNON, 2007).

A partir do 16° dia de gestac&o ocorre a fixacdo da vesicula embrionaria devido a
restricdo do alongamento do concepto na base de um dos cornos. Com isso, as
vesiculas podem fixar-se na base de um corno uterino (fixacdo unilateral) ou em
ambas (fixacao bilateral). Apds o 70° dia de gestacdo, o diagnoéstico transretal e o
acompanhamento da gestacdo gemelar sdo dificeis devido ao aumento do volume
de fluido alantoideano e da descida do utero gravidico para o abdémen (GINTHER,;
GRIFFIN, 1994).

Apés a confirmacgdo da gestacdo gemelar sdo utilizados alguns procedimentos
para tornar a gestacéo unica. No inicio da gestacao, até o 15° dia apds a ovulacao,
ocorrera inducao do aborto através da reducdo manual pelo rompimento de uma das
vesiculas embrionarias (PASCOE, 1983; PASCOE et al, 1987; MOREL;
NEWCOMBE; LAUBER, 2012), ou através do uso de prostaglandina (PGF2a)
(GINTHER, 1985b; CHU et al., 1997), que resultara na perda de ambos conceptos,

especialmente se forem detectados antes do 30° dia de gestacéo.
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A espécie equina apresenta um mecanismo de reducdo embrionéria préprio muito
eficiente, de modo que néo é realizada tentativa de reducdo no periodo pés-fixacdo
de gémeos unilaterais (GINTHER, 1984c, 1989). A gestacdo € monitorada e, se nédo
ocorrer reducéo até o 30° dia de gestacdo, ambos conceptos serdo reduzidos antes
do estabelecimento dos célices endometriais (36° dia de gestacdo) através da
reducdo manual ou pelo uso de prostaglandinas (GINTHER, 1985b; CHU et al.,
1997). Nas gestacOes gemelares com fixacdo bilateral, ndo ocorrera a reducao
natural a um concepto unico (GINHTER, 1984c). E a técnica de traumatismo por
meio da manipulagdo com a sonda é utilizada para a reducdo gemelar entre o 60° e
0 100° dia de gestacéo pode ser realizada quando um dos fetos estd menor do que o
outro (RANTANEN; KINCAID, 1988).

1.1.7 Desenvolvimento do Sistema Nervoso Central e m Equideos

Durante a embriogénese, o evento fundamental que formar4 o sistema nervoso
central € denominado neurulagéo. Este fendmeno pode ser dividido em fase primaria
e secundaria. Na neurulacdo primaria ocorre 0 espessamento dorsal do ectoderma
anterior, e esta regido € denominada placa neural; e também ha regresséo da linha
primitiva (SCHOENWOLF; SMITH, 1990; COLAS; SCHOENWOLF, 2001).

A placa neural sofre uma remodelagem e passa a apresentar uma estrutura mais
alongada, em que apresenta a regido anterior mais larga e regiao posterior mais
estreita. Consequente ao desenvolvimento ha formacédo de elevacdes laterais a
regido do sulco neural e que sdo denominadas pregas neurais. As elevacdes destas
estruturas continuam até que elas fiqguem justapostas a linha média e se fundam
para formar o tubo neural. E assim, a neurulacdo dara origem ao cérebro e a maior
parte da medula espinhal (SCHOENWOLF; SMITH, 1990; COLAS; SCHOENWOLF,
2001).

A neurulacdo estara completa quando 0s neuroporos, anterior e posterior,
estiverem fechados. Com isso, 0 sistema nervoso central estara representado por
uma estrutura tubular fechada com uma porcdo posterior estreita que formara a

medula espinhal; e por uma porcao cefalica mais larga que dara origem ao encéfalo
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(SCHOENWOLF; SMITH, 1990; COLAS; SCHOENWOLF, 2001; ARAYA et al.,
2015).

1.1.7.1 Desenvolvimento do Cérebro

Apés a fusdo das pregas neurais e o fechamento do neuroporo anterior, o cérebro
se desenvolve nos dois tercos anteriores do tubo neural. Consequientemente, seréo
formadas as trés vesiculas cerebrais primarias: 1) prosencéfalo situado na porgao
rostral do tubo neural; 2) mesencéfalo e 3) rombencéfalo, estes dois Ultimos estdo
situados na porcéo posterior (HYTTEL; SINOWATZ; VYLSTED, 2010).

Durante o desenvolvimento do embrido, as vesiculas cerebrais primarias se
dividirdo nas vesiculas secundarias. Assim, o prosencéfalo se dividira em telencéfalo
e diencéfalo. O telencéfalo formara os hemisférios cerebrais e os bulbos olfatérios,
enquanto que o diencéfalo dard origem ao epitdlamo, talamo, metatalamo,
hipotalamo, glandula pineal, neuro-hipofise e os calices Opticos. A cavidade que se
desenvolve no interior do diencéfalo € denominada terceiro ventriculo; e as
cavidades no telencéfalo sdo denominadas ventriculos laterais (MONIE, 1976;
HYTTEL; SINOWATZ; VYLSTED, 2010).

O mesencéfalo permanece como uma estrutura relativamente simples. A sua
porcao dorsal ao aqueduto se torna o teto e forma os corpos quadrigémeos; e sua
porcdo ventral ao aqueduto as placas basais formam o segmento que contém os
nucleos eferentes dos nervos oculomotor e troclear. No teto do mesencéfalo ocorre
a formacdo de protuberancias longitudinais, que sao separadas por um sulco
transversal que divide cada uma em coliculos rostrais e caudais. Os coliculos
caudais sdo simples em sua estrutura e possuem fun¢fes auditivas. E os coliculos
rostrais apresentam uma arquitetura de estratificagdo mais complexa e participam do
sistema visual (HYTTEL; SINOWATZ; VYLSTED, 2010

Ja o rombencéfalo se dividira nas porcbes rostral e posterior para formar,
respectivamente, o metencéfalo e o mielencéfalo. O metencéfalo dard origem, na

por¢cdo ventral, a ponte e ao corpo trapezodide; e ao cerebelo na porcao dorsal. E o
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mielencéfalo formara a medula oblonga, que é a parte posterior do tronco encefalico,
e se conecta a medula espinhal (HYTTEL; SINOWATZ; VYLSTED, 2010).

Com o crescimento diferencial das cinco vesiculas secundarias ocorre o
aparecimento das flexuras. O mesencéfalo se dobra ventralmente para formar a
flexura cefalica. Uma segunda dobra ventral, a flexura cervical esta entre o encéfalo
posterior e a medula espinhal. E no rombencéfalo, ha um dobramento dorsal que
formara a flexura pontina (HYTTEL; SINOWATZ; VYLSTED, 2010).

Uma camada unica de células ependimarias coberta por células mesenquimais
estd presente na placa do teto do mielencéfalo, e elas formardo a pia-mater. A
proliferacdo do mesénquima vascular produzira invagina¢cdes no quarto ventriculo,
formando o plexo coréide que € o responsavel pela producdo do fluido
cerebroespinhal (DZIEGIELEWSKA; HABGOOD; SAUNDERS, 2001).
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Capitulo 1

CONTROLE EPIGENETICO DO GENE IMPRINTED SNRPN E EXPRESSAO DOS GENES
IMPRINTED H19, NECDIN E UBE3A EM EQUIDEOS
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2 INTRODUCAO

O imprinting € uma forma de hereditariedade ndo Mendeliana, na qual apenas um
dos alelos parentais esta expresso de maneira especifica ao sexo. Assim, essa
marcacao epigenética diferencial, tanto pela metilacdo do DNA quanto pela
modificacdo das proteinas histonas, de um dos alelos leva a expressao mono-alélica
dos genes denominados genes imprinted. Estes genes tém uma grande importancia
no desenvolvimento normal do embrido, bem como na regulagdo do seu
crescimento, na funcdo placentaria e nos processos neuro-comportamentais
(McGRATH; SOLTER, 1984; SURANI; BARTON; NORRIS, 1984).

A metilcio do DNA é o mecanismo de regulacdo epigenética que atua na
expressao génica, sendo um importante marcador molecular (REIK; WALTER,
2001). Para que a préxima geracdo herde essa marcacdo epigenética, as marcas
precisam ser deletadas nas células germinativas primordiais (CGPs) (LEE et al.,
2002; HAJKOVA et al., 2002) e re-estabelecidas durante a gametogénese de
maneira especifica ao sexo (WEAVER; SUSIARJO; BARTOLOMEI, 2009).

Devido a importancia do cavalo na pratica de diversos esportes e lazer houve o
crescimento mundial da equideocultura (MARIZ, 2008). O desenvolvimento de novas
técnicas reprodutivas possibilitou melhor aproveitamento dos animais, sendo a
transferéncia de embridao (TE) a ferramenta mais promissora para essa finalidade
(ARRUDA et al., 2001).

Mas foi a partir do desenvolvimento da técnica de injecao intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSI), (CHOI et al., 2002; LAZZARI et al., 2002), que se iniciou a
producdo de blastocisto in vitro, a maturacdo de odcitos e cultivo do blastocisto para
transferéncia cervical, levando a um progresso na reproducdo assistida desta
espécie (COLLEONI et al., 2007).

No entanto, hoje em dia, questiona-se quanto a seguranc¢a no uso de tecnologias
de reproducéo assistida (TRA), pois ha estudos relatando que a manipulacdo dos
embrides, a maturacdo dos gametas in vitro, a fertilizacdo in vitro (FIV) e a ICSI
podem causar danos no processo de imprinting genémico levando a um imprinting
anormal e, consequentemente, as suas doencas correlacionadas (DE RYCKE;
LIEBAERS; VAN STEIRTEGHEM, 2002; THOMPSON et al., 2002; DeBAUN;
NIEMITZ; FEINBERG, 2003). A alta taxa de anormalidades fetais e neonatais foi
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correlacionada com a clonagem de animais usando a transferéncia nuclear de
células somaticas (TNCS) (CIBELLI et al., 1998; RENARD ET al., 1999; HEYMAN et
al., 2002)

Além de ser um dos primeiros genes associados ao imprinting genémico, o
SNRPN, é um dos genes mais estudados. Nos humanos, o gene SNRPN é um gene
imprinted que esta localizado no cromossomo 15g11-g13, em uma regido envolvida
nas Sindromes de Prader-Willi (SPW) e Angelman (SA). Estas sindromes provocam
dois disturbios neuroldgicos clinicamente distintos e que sdo provenientes de uma
perda da expressdo deste gene (RODRIGUEZ-JATO et al, 2005). Nos
camundongos, o gene SNRPN estéa localizado no cromossomo 7C, e o padrao de
metilacdo € estabelecido nos oocitos em crescimento quando estdo na fase
diplotena da meiose (LUCIFERO et al., 2006). Nos bovinos, foi descrito que o gene
SNRPN é maternalmente imprinted nos embrides em periodo de pré-implantagéo, e
que apresenta uma DMR bem caracterizada (LUCIFERO et al., 2006).

Os objetivos do nosso estudo foram caracterizar a sequéncia das DMRs do gene
imprinted SNURF/SNRPN nos equideos, e identificar os polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) especificos nas éguas e no jumento. Analisar o padrdo de
metilacdo na mula utilizando células fibroblasticas adultas, células de feto clonado e
células iIPSCs. Analisar quantitativamente por PCR em tempo real a expressao dos
genes H19, SNRPN, Necdin e UBE3A em embrides e feto muares, e em clones
muares com diferentes idades gestacionais. Devido a relatos de anormalidades nos
padrbées de metilagdo no uso de técnicas de reproducdo assistida, nossa hipotese é
de que o padrdo de metilacdo dos tecidos extra-embrionarios e embrionarios das
mulas clonada, bem como das células iIPSCs serdo diferentes do padrdo de

metilacdo dos tecidos dos embrides e feto muares, e das mulas adultas.
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2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Embrides e Tecidos

Para a analise do padrdo de metilacdo a utilizacdo de 8 embrides hibridos em
diferentes idades gestacionais (de 20 a 50 dias), que foram obtidos através do
cruzamento de E. caballus (fémea) com E. asinus (macho), por meio de inseminacao
artificial (IA). Conforme os embrides atingiram a idade gestacional desejada, as
fémeas gestantes passaram por exame ultrassonografico para verificagcdo do
posicionamento embrionario. Em seguida, foi realizado um processo de lavagem
uterina transcervical, onde o 6rgao foi lavado infundindo-se 1 a 2 litros de solucéo
Ringer Lactato aquecido a 37°C. Uma sonda foi acoplada formando um circuito de
fluxo de recuperacédo constante, sendo que o fluido foi recuperado em recipientes
grandes, possibilitando a coleta dos embrides (FLEURY et al., 2001).

Os embrides foram dissecados de suas membranas extra-embrionérias, e entdo
as amostras foram acondicionados em tubos falcon de 50 ml contendo 5 ml solucéo
de RNALater® (AM7024 — Life Technologies) cada um, e refrigerados a 4°C por 24
horas. ApoOs esse periodo as amostras foram congeladas a -20°C, até o momento
em que fosse realizada a extracdo do DNA e RNA.

A producdo dos conceptos clonados foi realizada através da TNCS. Apés a
retirada do citoplasma do odcito maturados in vitro ou coletados ap0s sua maturacao
in vivo, obteve-se um odcito enucleado. Este odcito enucleado foi fusionado com a
célula somatica selecionada através de pulso elétrico ou quebra da membrana e
injecdo direta desta no citoplasma do odcito. Este odcito recombinado e que contém
0 nucleo do doador genético foi ativado artificialmente. O nucleo transferido
descondensa e o 6ocito comeca o desenvolvimento embrionario. Neste estudo
foram utilizados quatro conceptos clonados, sendo estes de gestacdo gemelares,
com idades de 40 e 60 dias de gestacao. Estes fetos foram coletados no “Centre de
Recherche en Reproduction Animale” (CRRA) da Universidade de Montreal. Os
conceptos foram dissecados de suas membranas extra-embrionarias e fotografados

com magquina digital (Nikon Coolpix P510).
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Biopsias de pele de duas éguas, de um jumento e de cinco mulas adultas, bem
como tecidos extra-embrionarios e embrionarios de clone muares com 26, 40, 42 e
44 dias de gestacdo também foram utilizados para anéalise do padrao de metilacéo.
Os fibroblastos da mula 04F e os fibroblastos dos clones com 26 e 42 dias de
gestacdo também foram analisados. E diversas coldnias de células iPSCs
provenientes de fibroblastos do embrido e feto de mula clonados também foram
analisadas. Para a analise de quantificacdo da expressao génica, dos genes H19,
SNRPN, Necdin e UBE3A, foram utilizados clones muares com 40, 42, 44, 47, 49 e

52 dias de gestagéao, tendo como controle o feto muar com 50 dias de gestacao.

2.1.2 Extracao do DNA e RNA

Os tecidos das membranas extra-embrionarias (alantéide, @amnion e saco vitelino)
e dos o6rgaos (cérebro, coracdo, figado, gbnada e musculo esquelético, ou 0 embrido
inteiro) por serem sélidos foram “quebrados” mecanicamente, bem como lisados
com Trizol para que houvesse a ruptura destes tecidos, e, em seguida, foram
homogeneizados. A homogeneizacdo do tecido é feita com um homogeneizador
rotor-estator obtendo-se aspecto uniforme livre de quaisquer aglomerados visiveis.
O DNA e o RNA foram extraidos dos tecidos utilizando o kit lllustra TriplePrep (GE —
28-9425-44) de acordo com o protocolo do fabricante. Apds a extracdo do RNA fez-
se a transcricdo reversa para a sintese de cDNA, para este procedimento foi
utilizado o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems -

4368814), e seqguiu-se o protocolo fornecido pelo fabricante.

2.1.3 Tratamento Bissulfito

O tratamento bisulfito € baseado na reacdo do anion bissulfito (HSO3") com a
citosina. Este resultou na producdo de um derivado sulfonado que é rapidamente
deaminado. Durante a replicacdo, foi gerada a uracila ao invés da citosina, e esta
produziu ligacbes de hidrogénio com a adenina. Ocorreu, entdo, a transicao deste
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para uma das cadeias filhas. Cada cadeia foi amplificada separadamente através do
PCR e, em seguida, sequenciada (Figura 6). Para tal procedimento foi utilizado o kit
Epitect® Bisulfite Kit (Qiagen - 59104) e realizado de acordo com o protocolo

sugerido pela empresa.

2.1.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A cadeia de reacdo da polimerase (PCR) é a técnica mais rapida para a
amplificagéo do DNA in vitro. A determinagdo do padrao da metilagao do DNA foi
feita com a subclonagem dos produtos de PCR em vetores apropriados, e com a
sequéncia das inser¢fes dos clones individuais. Os primers para o gene SNRPN
estdo descritos no quadro 1. A solucao da reacao de 50pl foi: 1ul do DNA bissulfito
(10ng/pl); 1ul do primer F; 1ul do primer R; 1,5ul de dNTPs; 1,5ul de MgCly; 5ul de
tampao; 0,5ul de Platinum® Taq DNA Polymerase e 38,5ul de H,O ultra pura, e
foram realizadas em triplicata. Os primers para SNRPN equino foram desenhados

com base na informacdo em sequéncias codificantes conservada do gene SNRPN

de bovinos.
Quadro 1 - Primers utilizados na reacao em cadeia da polimerase (PCR)
Gene Sequéncias (5’ - 3)) Tamanho do Temperatura de
produto alinhamento (°C)
SNRPN F: GTGGGGTTAGTAAAGATTTGT 456pb 55°
R: CCTAAAACATCAAACAAACAAA

Fonte: Rigoglio (2016)

O programa de PCR utilizado iniciou com a desnaturacdo a 94°C por 2 minutos,
seguido do anelamento a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por
30 segundos, estes passos sao repetidos 50 vezes; e finalmente, o alongamento é
feito a 72°C por 7 minutos, finalizando a reacdo a 10°C, podendo ser mantido nessa
mesma temperatura.

O resultado foi visualizado através da eletroforese em gel de agarose, e as
bandas foram cortadas e extraidas com QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, cat. n°

28706) de acordo com o protocolo fornecido pela empresa.
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2.1.5 Ligacéo e Transformacao

O passo seguinte consistiu na ligacdo do produto proveniente da extracéo
realizada anteriormente. Este procedimento foi realizado com uma solucgéo final de
10pl com a adicéo de 5ul do tampéao de ligagdo a 3ul do DNA, 1ul do vetor, e 1ul da
enzima, utilizando-se pGEM®-T Easy Vector System | (Promega, cat. n°’A1360). A
solucédo final foi estocada a 4°C por 24 horas, para que ao fim deste periodo fosse
realizada a sua transformacéo.

A incorporacdo do DNA pelas bactérias foi realizada através do procedimento de
transformacdo, que foi efetuada pela adicdo da solucdo final da ligacdo a uma
aliquota de 500ul de bactéria DH5X. Este conteudo foi colocado no gelo por 2
minutos, em seguida sofreu o processo de choque térmico em uma placa
aguecedora a 42°C por 45 segundos. Devido ao estresse térmico, a membrana
celular da bactéria se torna permeavel permitindo a entrada do DNA plasmidial.
ApoOs esse periodo, a aliquota voltou novamente para o gelo por mais 2 minutos.
Adicionou-se, em seguinda, 250ul de meio LB (Lennox Broth Base, Invitrogen, cat.
n°12780-052) e, entdo, foi incubada em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Apés
este periodo, 150 ul desta aliquota foi espalhada em placas de petri contendo agar
(Lennox L Agar, Invitrogen, cat. n°22700-025) para que fossem formadas col6nias
com o fragmento de DNA desejado. As placas de petri foram colocadas em uma

incubadora a 37°C por 16 a 18 horas.

2.1.6 Minipreparacdes (Minipreps)

ApoOs o periodo de 16 a 18 horas, a fim de que as bactérias se multiplicassem, as
colonias foram coletadas com palitos de dente autoclavados, e estes foram
colocados em 16 tubos de cultura contendo 3ml de meio LB com ampicilina
(100pg/ul). Em seguida esses tubos foram colocados em uma incubadora com
rotacdo por mais 16 a 18 horas a 37°C, para que depois fosse realizado o
isolamento do DNA plasmidial das bactérias. Este isolamento foi realizado com

QIAprep®spin Miniprep Kit (Qiagen, cat. n°27106) e de acordo com o protocolo do
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fornecedor. Em seguida, a concentracdo do conteudo foi quantificada através do

espectrofotometro Nanodrop ND100 (Umassmed), e entdo realizado o
plagueamento com a devida diluicdo, para que posteriormente fosse realizado o

sequenciamento.

2.1.7 Deteccédo da expressao génica por gRT-PCR

Para realizarmos a andlise quantitativa por PCR em tempo real, preparou-se mix
com 5ul de cDNA (1pg/uL); 1.5ul de primer UPL-F; 1,5ul de primer UPL-R; 0.3ul da
probe; 12.5ul de mix probe (TagMan); 4.2ul de agua ultra pura. O programa de
amplificagdo consistiu de uma desnaturacao inicial de 10 minutos a 94°C, seguido
por 40 ciclos subsequentes de 10 segundos a 95°C, 5 segundos a 58°C, e 8
segundos a 72°C, substituido pelo programa de fusédo que consiste em 0 segundo a
95°C, 30 segundos a 55°C, e 0 segundo a 95°C.

Quadro 2 - Oligonucleotideos iniciadores

Simbolo Nome oficial Gene ID Sequéncia (5’ -3) Tam

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate 958822082 | F: GAGATCCCGCCAACATCAAA 97pb
dehydrogenase R: AAGTGAGCCCCAGCCTTCTC

SDHA Succinate dehydrogenase | 953883109 | F: GCACCTACTTCAGCTGCACG 94pb
complex subunit A R: AACTCCAAGTCCTGGCAGGG

RPL32 Ribosomal Protein L32 953875592 | F: GAAGCACATGCTGCCCAGT 107pb

R: CACGATGGCTTTGCGGTTC

H19 Imprinted maternally expresssed F: GCAGTGATCGGTGCCTCT 111pb
transcript R: TGTCTTTCTGAGCACATCCTG

SNRPN Small nuclear ribonucleoprotein | 958708556 | F: CTGAGACAGGCATTCTTA 202pb
polypeptide N R: CTCCAAATCCAACGTCCGCAG

NDN Necdin

UBE3A Ubiquitin-protein ligase E3A

Fonte: Rigoglio (2016)

Os valores foram normalizados pela expressdo dos genes housekeeping:
GAPDH, SDHA, e RPL32. A anélise de variancia (one-way ANOVA) foi usada para
analisar estatisticamente as diferencas entre as médias de cada grupo. Para estas

analises foi utilizado o programa GraphPad Prisma 6.0.
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2.2 RESULTADOS

2.2.1 Identificacdo dos polimorfismos de nucleotideo Unic 0 (SNPs) na regiao

diferencialmente metilada ( DMR)

O DNA dos individuos adultos das espécies E. caballus e E. asinus foram usados
para identificar as DMRs do gene SNRPN. A partir destes resultados buscou-se
pelos SNPs entre as espécies. A0 compararmos a sequéncia publicada para o E.
caballus (referéncia da sequéncia NCBI: NC-009144.2; gene ID: 106780830), com
nossa sequéncia para o E. asinus, houve a inser¢cdo de dois nucleotideos adenina
(A) e citosina (C) na DMR. Também ocorreu a transicdo da guanina (G) para
adenina (A) no exon 1, e de adenina (A) para guanina (G) no exon 4 do
SNURF/SNRPN (Figura 6). No DNA gendmico dos hibridos F1 (E. mulus mulus),
houve uma sobreposicdo dos nucleotideos G/A, confirmando seu uso para analise

da expresséao génica alelo-especifico.

Figura 6 - Representacao esquematica do locus bi-cistrdnico SNURF/SNRPN no E. caballus e
E. asinus.
DMR cDNA Primers
Primers Alelo-especifico

418 5 _ 1864 2
Y 7 \bp7
3 4 5 8 7 8 9 10
censmico: —aff HI——008en

/ SNURF SNRPN

o000 O 00 0000000000 00000000000

Exon 1
DMR mRNA:

[ | [

Egua CAT..AGGC Egua .CTTAAINGAT..
Jumento CCAT..AGG Jumento . CTTAAQ™GAT..

Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Genbmico : caixas numeradas representam o0s respectivos exons para SNURF (azul) e SNRPN
(amarelo); a caixa cinza representa a DMR analisada. As posi¢cdes dos primers e o tamanho do
amplicon para a DMR e cDNA alelo-especifico estao indicados acima das caixas. DMR: localizagao
dos SNPs entre 0 genoma da égua e do jumento. mMRNA: transicdo da adenina (A) no E. caballus
para guanina (G) no E. asinus. Identificagdo do polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) alelo-
especifico no exon 4 do SNRPN.
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2.2.2 Caracterizagdo das sequéncias DMR do gene SNRPN/SNU RF em
equideos

Verificou-se que o gene SNRPN equino contém 10 exons. A metilacdo alelo-
especifica dos 32 sitios CpGs na regiao DMR foi examinada utilizando-se os SNPs
observados nos produtos de PCR do DNA modificado pelo tratamento bisulfito.
Foram identificados 2 SNPs na regido DMR entre o alelo materno (égua) e o alelo
paterno (jumento). Outro SNP foi identificado no exon 4, e este foi utilizado para
avaliar o padrao de expressédo do gene alelo-especifico.

2.2.3 Perfis de metilacdo do SNRPN em tecidos de eqinos, jumento e mulas
adultas

Dentre as fémeas, a égua 1 apresentou maior porcentagem de CpGs metiladas
(50,4%), comparado a égua 2 (33,7%). Enquanto o jumento (macho) apresentou
apenas 0,6% das CpGs metiladas (Figuras 7 e 8). Estes dados evidenciaram que o
gene SNRPN é expresso paternalmente.

Figura 7 - Perfis de metilagdo em tecidos adultos das duas éguas e do jumento.

Urania - Vedete Urso

DNA methyviation summary over all sequences

AR DINA methylation summany over all Unmehylated Cplis: | o0 4% | (460 cases)

Unauethylated Cplis | 496% | (316 caseq) - 6% prryym—
. e p > - Methylated Cpls: | oen | Gemes
Methylated CpGs | so4% | (321cases) Methilated Cpla: 1370, (237 canen)
Statistics about Cplrs analyzed over all sequences Statisnics about CpGs annlyzed over all sequences e e e

CpOs analyzed | #6350 | (637 cases ) Uplss analyzed [ wieme | (iuscases) CpGs aaalyzed ] 96.5% | (463 cases)
CpGin not analyzed I CpGa ot analyzed |2 [ (17 coses ¥ Cps ot amalyeed TS

Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Amostras representativas da analise do sequenciamento bissulfito de tecido de éguas
adultas (Urania e Vedete) e de jumento (Urso). Cada linha representa um clone individual
que foi sequenciado (Mini-preps). Os quadrados cinza escuro representa as ilhas CpG
metiladas, enquanto os quadrados cinza claro representam as ilhas CpG ndo metiladas, e
os brancos, com excecdo do SNP, as CpGs que ndo foram analisadas pelo programa
BISMA.
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Figura 8 - Comparacao dos perfis de metilagdo das éguas e do jumento.

Metilagao Global

0,6%

Hgal
Hgua?

A Jumento 3

Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Comparacao da porcentagem de metilagdo global entre as duas éguas e o jumento.

Obtiveram-se trés animais hibridos do sexo feminino, e dois do sexo masculino,
provenientes do cruzamento das éguas com o jumento mencionados acima. As
fémeas apresentaram maior porcentagem das CpGs metiladas tanto no exon 1,
guanto no alelo materno. Sendo a fémea 1, quem apresentou maior porcentagem,

61,2% e 91,25, respectivamente (Figura 9).

Figura 9 - Comparacéo dos perfis de metilagdo entre as mulas fémeas e machos.
Metilagdo Exon 1 Metilagao Materna Exon 1
H Fémea 1 H Fémea 1
B Fémea 2 B Fémea 2
H Fémea 3 M Fémea 3
B Mache1 H Macho1
A Macho2 M Macho2

Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Comparagéo da porcentagem de metilagdo no exon 1, e no alelo materno, entre as fémeas
e 0s machos muares adultos.
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2.2.4 Perfis de metilacdo do SNRPN em tecido extra -embrionario e

embrionario em conceptos muares em diferentes idade S gestacionais

Embrides hibridos com diferentes idades gestacionais foram gerados. No embrido
com 21 dias foi observado a menor porcentagem de CpGs metiladas no exon 1
(46,7%), bem como no alelo materno (16,3%) no tecido extra-embrionario (Figura 10
A). No tecido embrionario deste embrido as porcentagens observadas também
foram baixas, 49,1% e 21,5%, respectivamente (Figura 10 B).

Nos embrides com 20 e 25 dias, s0 foram analisados os tecidos extra-
embrionarios. O embrido com 20 dias apresentou 77,4% das CpGs metiladas no
exon 1, e 92,3% no alelo materno. Um embrido com 25 dias apresentou,
respectivamente, 70,8% e 89,5%, enquanto o outro apresentou 67,6% e 88,2%
(Figura 10 A).

No tecido extra-embrionario do embrido com 30 dias de gestacdo foram
observados 65% das CpGs metiladas no exon 1, tendo 85% das CpGs metiladas no
alelo materno (Figura 10 A). Enquanto, no tecido embrionario observou-se 77,1% e
88,3%, respectivamente (Figura 10 B).

Dentre todas as idades gestacionais, o tecido extra-embrionario de um dos
embribes com 32 dias de gestacdo obteve-se a maior porcentagem das CpGs
metiladas no exon 1 (79,5%), bem como no alelo materno (95,8%) (Figura 10 A). No
tecido embrionario desta mula observou-se baixa porcentagem das CpGs metiladas
no exon 1 (35,7%), porém com alta taxa de metilacdo no alelo materno (91,8%). E
no outro embrido com a mesma idade gestacional observou-se uma alta
porcentagem das CpGs metiladas no exon 1 (99,1%), bem como no alelo materno
(98,8%) (Figura 10 B).

No feto com 50 dias de gestacdo, foi possivel analisarmos, os tecidos extra-
embrionarios (alantdide, amnion e saco vitelino) separadamente, bem como os
tecidos embrionarios: cérebro, coracdo, figado, gbnadas e musculo. As maiores
porcentagens das CpGs metiladas no exon 1 foram observadas no alantéide e no
coragcao (43,8% e 44,5%, respectivamente). No entanto, as maiores porcentagens
de CpGs metiladas do exon 1 no alelo materno foram observadas no amnion e no

saco vitelino (97,9% e 97,1%, respectivamente). E as menores porcentagens das
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CpGs metiladas do exon 1 e no alelo materno foram observadas no cérebro (30,7%

e 68,2%, respectivamente) (Figura 10 C)

Figura 10 - Comparacéo dos perfis de metilagdo entre os embrides muares em diferentes idades
gestacionais e do feto muar com 50 dias de gestacao.
A Metilagao Exon 1 Metilagao Materna Exon 1
 20dias B 20dias
W 21 dias H 21 dias
M 75 dias A 25 dias
M 25 dias )
B 25 dias
M 30dias N
m 32 dias B30 %as
M 32 dias M 32 dias
M 32 dias
B Metilagao Exon 1 Metilagao Materna Exon 1
0,0% M 20dias 0,0%0 "ls‘lﬁ.ﬂﬁ N 20dias
‘:"':: B 21 dias W 21 dias
"7 A 25 dias " 25 dias
| 25 dias B 25dias
W 30dias H 30dias
32 dias 32 dias
W 22 dias W 32 dias
C Metilagdo Exon 1 Metilagdo Materna Exon 1
B Alantéide B Alantdide
M Amnion ® Amnion
M SacoVitelino y M Saco Vitelino
H Cérebro ' B Cérebro
M Gdnadas W Gonadas
M Coragdo M Coragio
M Figado M Figado
H Misculo M Miisculo

Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Comparagdo da porcentagem de metilagdo no exon 1, e no alelo materno, entre os tecidos
extra-embrionarios (A) e embrionarios (B) em conceptos muares em diferentes idades
gestacionais, bem como nos tecidos extra-embrionarios e embrionarios do feto muar com 50
dias de gestacéao (C).
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2.2.5 Perfis de metilagdo de conceptos muares clon  ados em diferentes idades
gestacionais

O embrido clonado em estagio inicial de gestacdo, 26 dias, apresentou baixa
porcentagem de metilacdo nos tecidos extra-embrionarios (16,8%), sendo 69% das
CpGs metiladas no alelo materno (Tabela 6).

No feto clonado com 40 dias de gestacado, dentre os tecidos extra-embrionarios, o
amnion apresentou a maior porcentagem de CpGs metiladas no exo 1 (79,4%), bem
como alta porcentagem de CpGs metiladas no alelo materno (93,2%). Dentre os
tecidos embrionarios, o figado foi 0 qua apresentou maior porcentagem, 71% e
81,2%, respectivamente (Figura 11 A)

Aos 42 dias de gestacdo, o clone, apresentou menores porcentagens de
metilacdo das CpGs, em relacdo ao feto clonado com 40 dias de gestacao. Dentre
os tecidos extra-embrionarios, o amnion continuou apresentando maior taxa de
metilacdo das CpGs no exon 1 (48,5%), contudo no alelo materno do exon 1, 0 saco
vitelino apresentou a maior porcentagem (80,5%). Dentre os tecidos embrionérios, o
figado continuou apresentando a maior porcentagem de CpGs metiladas no exon 1
(58,3%), e no alelo materno (77,8%) (Figura 11 B).

No clone com 44 dias de gestacado, dentre os tecidos extra-embrionarios, 0 saco
vitelino passou a apresentar a maior porcentagem das CpGs metiladas no exon 1
(57,8%), bem como no alelo materno (94%). Dentre os tecidos embrionérios as
gbnadas passaram a apresentar maiores porcentagens de CpGs metiladas no exon
1 (34,3%), e no alelo materno (84%) (Figura 11 C). Contudo, pode-se observar uma
reducdo na porcentagem de CpGs metiladas no exon 1 nos tecidos embrionarios,

quando comparado com os clones aos 40 e 42 dias de gestacéao (Figura )
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Figura 11 - Comparagdo dos perfis de metilagdo entre os tecidos extra-embrionarios e
embrionarios de fetos muares com 40, 42 e 44 dias de gestacgéo.

A Metilagdo Exon 1 Metilagdo Materna Exon 1
H AlantGide M Alantéide
H Amnion ® Amnion
M Sacovitelino M Sacovitelino
M Figado H Figado
H Misculo M Msculo

B Metilagao Exon 1 Metilagdo Materna Exon 1
N Alantéide H Alantéide
® Amnion B Amnion
M Saco vitelino ® sacovitelino
B Cérebro B Cérebro
M Figado W Figado
A Miisculo M Misculo

c Metilagao Exon 1 Metilagdo Materna Exon 1
B Alantside B Alanldide
B Amnion ® Amnion
M Sacovitelino M Sacovilelino
B Cérebro B Cérebro
H Figado M Figado
M Msculo N Misculo
M Gonadas

A Gonadas

Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Comparagdo da porcentagem de metilagdo no exon 1, e no alelo materno, entre os tecidos
extra-embrionarios e embrionarios de fetos muares clonados com 40 (A), 42 (B) e 44 (C)
dias de gestacéo.
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2.2.6 Perfis d e metilagdo dos fibroblastos da mula 04 e dos clones com 26 e
42 dias de gestacao

Os clones com 26 e 42 dias foram gerados a partir dos fibroblastos da mula 04.
Analisaram-se, entdo os fibroblastos da mula 04, a fim de compara-los com os
fibroblastos dos clones. Notou-se diminuicdo da porcentagem das CpGs metiladas
no exon 1. Nos fibroblastos da mula 04 essa porcentagem foi de 48,6%, e nos
fibroblastos do clone com 26 dias passou para 29,8%, e, 29,2% nos fibroblastos do
clone com 42 dias. Com relacéo a porcentagem de CpGs metiladas no alelo materno
do exon 1, obervou-se que houve um aumento. Assim, os fibroblastos da mula 04
apresentaram a menor porcentagem (89,3%), e os fibroblastos do clone com 26 dias
a maior (100%) (Figura 12)

Figura 12 - Comparacédo dos perfis de metilacdo entre os fibroblastos da mula 04 e dos clones
gerados a partir destes fibroblastos com 26 e 42 dias de gestacéo.

Metilagdo Exon 1 Metilagdo Materna Exon 1

M mula0a H mula04
H Clone dia 26 H Clone dia 26
A Clone dia 42 M Clone dia 42

Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Comparacdo da porcentagem de metilagdo no exon 1, e no alelo materno, entre os
fibroblastos da mula 04, e dos fibroblastos dos clones com 26 e 42 dias de gestacéo.

2.2.7 Perfis de metilacdo das iPSCs reprogramadas a parti  r dos fibroblastos

dos clones com 26 e 42 dias de gestacao

Ao compararmos as colonias de iIPSCs geradas a partir da reprogramacdo dos
fibroblastos dos clones com 26 e com 42 dias de gestacédo, observou-se, na primeira

passagem que a colonia Al do clone com 26 dias apresentou a maior porcentagem
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de CpGs metiladas no exon 1 (65,5%). Contudo, dentre as colénias deste clone, a
colénia A3 foi a que apresentou maior porcentagem de CpGs metiladas no alelo
materno do exon 1 (73%). Dentre as colonias do clone de 42 dias de gestacédo, a
colénia A2, foi a que apresentou maior porcentagem em ambos 48% e 85,7%,
respectivamente (Figura 13A)

Na décima passagem, a colénia Al do clone com 26 dias de gestagéo, continuou
a apresentar maior porcentagem de CpGs metiladas no exon 1 (99%), e com 93,9%
das CpGs metiladas no alelo materno. E a col6nia A4, teve a maior porcentagem de
CpGs metiladas no exon 1 (64,8%), bem como no alelo materno (95,7%) (Figura
13B).

Figura 13 - Comparacéo dos perfis de metilacéo entre as diferentes col6nias de iPSCs geradas a
partir dos fibroblastos dos clones com 26 e 42 dias de gestagdo na primeira e décima
passagens.

A Metilagio Exon 1 Metilagdo Exon 1
HiPSCdia26- Al B iPSCdia26- A1
HiPsCdia26- A2 B iPSCdia26- A2
H iPSC dia 26- A3 HiPSC dia 26 - A3
B ipsCdia26- Ad B iPSCdia26- Ad
W ipsCdiad2- A2 W iPsCdia42- A2
 ipscdia 42 - A3 HiPsCdiad2- A3
HipSCdiad2- A HiPSCdiad2- Ad

B Metilagdo Exon 1 Metilagdo Materna Exon 1
H iPSCdia 26 - A1 B iPSCdia26- A1
M iPSCdia 26- A2 B ipsCdia26- A2
M iPSCdia26- A3 HipsCdia?26-A3
H iPSCdia 26 - A4 HiPSCdia26- Ad
M iPSCdiaa2-A2 HiPSCdiaa2- A2
M ipsCdiaaz-a3 HiPSCdiad2-A3
HiPSCdiaA2 - A4 HiPSCdiaa2? - A4

Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Comparacéo da porcentagem de metilacdo no exon 1, e no alelo materno, entre diferentes
coldnias de células iPSCs geradas a partir dos clones com 26 e 42 dias de gestagdo na
primeira (A) e na décima (B) passagens.
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Os resultados dos perfis de metilagdo descritos acima estdo resumidos nas

Tabelas 1, 2, 3, 4,5 e 6.

Tabela 1- Metilacédo das éguas e do jumento
Parentais: Eguas - Jumento
Eguas Fikroblastos Adultos SMPs hin-peps W etilacao Global
Inwivo 1-2-3
Egua 1 G-0-3 3 12022 metilado (57 4%)
Egua z G-0-3 34 9/24 meti acc (33.7%)
Jumeznto T-&T- A 22 018 nel lado (0 £%)

Fonte: Rigoglio (2016)

Tabela 2-

Metilagdo das mulas adultas

Mulas Adultas (fibroblastos)

SNPs Mini-preps Metilacao Metilagao Metilagdo
1-2-3 Pat:Mat Exon1 MaternalExon1
Fibrohlastos Y% %
Adultos Patzrnal IAaternal
In vive
Fémaa 1 Ti%- AT - &G 716 C% 100% (1F) 321% 91 2%
Fémoa 2 Ti% AT NG 10:18 1095 1208, 38.96% 85.71%%
Fémza 3 TiG- AT - &G 117 C% 94% 45.92% 30.35%
bacho 1 Ti%- AT = AIG 179 [% 120% A0, R% 42 35%
Macho 2 Ti% AT NG 86 C% 1208, 21.80% 60,0450
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Tabela 3- Metilagdo dos conceptos muares em diferentes idades gestacionais
Embrides de mula
SNPs Mini-preps Metilacdo Metilagdo  Metilacao
1-2-3 Pat:Mat Exon 1 Materna
Exon 1
20 dias TG — ATID - AIG % Paterno % Waterno
Cxtra- 525 2.8% 90.6% T7.4% 92.3%
embrionario
21 dias THC — AT/O — A/C
Extra- 5:10 2% 56,5% 46.7% 16.3%
emhbrianario
Ermbriongrio 5.8 1.25% 83.3% 49.1% 21.5%
26 dias -1 THG — AT/0 — &/G
Extra- 618 2.8% 85.4% T0.8% 50.5%
embrionario
25 dias -2
Extra- 7:23 0% 86.2% 57 .62 8.2
cmbriondrio
30 dias TG AT NG
Extra- 1:20 2. 7% 87, 1% A5G 8594
amhbronario
Ermbricnario 3:24 77.05% 86.28%
32 dias -1 TG — ATO — AMG
Extra- 548 2.8% 87.3% 79.51% 95.77%
embrionario
Ermbricnario 11:7 220 91.4% 35 71% 01.83%
32 dias -2
Extra- 7:22 3.0 88.3% 54 53%, 85.06%
emhbrianario
Ermbricnario A1:12 320 96.9% 99.10% 0% 8%
50 dias THG — AT/O — A/G
Alartoide M — AT — A 79 1.4% 77.8% 43 8% 77.8%
Amnion 10:7 104 86,2% 37%% 97 ,.9%
Saco Vitelino 10:5 1% 52% 26.6% 97, 1% %
Cerehro 11:a 0.3% 64.6% 30.7% 65.2%%
Conadas 91 ¢ (0 A% £ 1Y% 21.49% 4 B
aoragao 710 0.39% 72% 44 5% T4 3%
Figado 126 2.3% 74.6% 32.1% 75.6%

Fonte: Rigoglio (2016)



Tabela 4- Metilagdo de embrido de clones muares em diferentes idades gestacionais

Mulas Clonadas

{da mula 04}
SNPs Mini- Metilacdo Metilagao Metilacao
1-2-3 preps Exon1 Materna
Pat:vat Exon 1
26 dias TiG - AT/O - AG %% 2%
Faternal Maternal
Exlia- 2.6 0.9% T1.1% 16.8% 69%
embrionario
40 dias TG — AT/ — AG
Alantdide 37 1.1% T4 8% 57.82% 67 .46%
Amnion 4-73 2 B% 97% 74 36% 92 18%
Saco Vitelino 711 1% 75.2% 42 .06% 65.83%
Cerghro 6:22 4% T7.5% 59.7% 75.97%
Figado 4:27 2.6% 84 8% T0.97% 51.48%
MUscUlo 315 2.2% 54 9% 67 46% B0.95%
42 dias TiG - AT/O - AG
Alantdide 9-17 2 B% T3 A% 46 79 T8 B
Emnion 9:14 1.8% 23.1% 48.59% 78.6%
Saco Vitelino 1811 2.2% T5.7% 44 9% 80.5%
Cerghro 1410 1.4% T2.7% 31.5% T2.8%
Figado 6:18 2.8% T8.7% 58.3% T7.8%
Misculo 10:13 3% T6.9% 45 3% 76.9%
44 dias TiG - AT/O - AG
Alantdide 713 1,9% 565.9% 37.1% 56%
Amnion 11:16 1,2% 67.7% 45% 75%
Saco Vitelino 812 10% T9.7% 57.8% 949
Cerghro NG — AT/0 — A/G 2710 2.2% T9.7% 24 7% 80%
Gonadas NG — AT/0 — A/G 12:8 2.8% 84 3% 34 3% 5849%
Figado 11:8 1.2% 54 7% 28 6% 45 5%
Musculo 13:7 1.5% 2439 30.79% 85.7%

Fonte: Rigoglio (2016)
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Tabela 5- Metilagc&o de fibroblastos da mula 04 e dos clones com 26 e 42 dias de gestacéo

Fibroblastos

Mini- Metilacdo Metilacdo Metilacdo Materna
preps Exon 1 Exon 1
Pat:Mat
%o Paternal %o Maternal
Clone 26 dias 186 0.4% 76.19% 29.8% 100%
Clone 42 dias 167 0.8% 90.5% 29.2% 94%
Mule 04 78 0 95% 79 6% 48 6% 59 3%
Fonte: Rigoglio (2016)
Tabela 6- Metilacéo das células iPSCs geradas a partir dos fibroblastos dos clones com 26 e 42

dias de gestacéo

Células iPSCs

Mini- Metilagao Metilagdo Metilagdo
preps Exon 1 Materna Exon 1
Pat:Mat
Fibroblastes do Passagem 1 Yo Yo
clone 26 dlas Faternal Maternal
iPSC dia 26-A1 12:12 1.1% 58.3% 65 5% 66.7%
iP5 C dia 26-A2 79 1.9% 53% 31.2% 52 4%
iPSC dia26-A3 14:9 0.75% 27.8% 292% T3%
iP5 C dia26-Ad 15:10 0.4% 37.7% 17.7% 44 3%
Fibroblastos do IPSC diad2-A2 5:6 1.3% T7.2% 48% 25.7%
clone d? dias
iPSC diad2-A3 6:9 0.5% 63.1% 45.7% 74.6%
iPSC diad2-A4 o5 1.5% 73.3% 27.0 71.4%
Fassagem 10
Fibroblastos do iPSC dia26-A1 13:14 0.8% 89.5% 99% 93 9%
clone 26 dias
iPSC dia26-A2 17:11 1% 27.9% 13.8% 35%
iPSC dia26-A3 15:11 0.2% 21.8% 13.2% 31.2%
iP5 C dia26-Ad 79 0% 11.9% 12.5% 22.2%
Fibroblastos do iP5 C diad2-A2 2:6 0.4Y% 56.1% 55.4% T2Y%
clone d? dias
iPSC diad2-A3 97 0.7% 59.5% 10.7% 24 5%
iP5 C diad2-A4 510 0.95% 92.3% 64.8% 95L.7%

Fonte: Rigoglio (2016)
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2.2.8 Andlise quantitativa por PCR em tempo real d o0s genes H19, SNRPN,
Necdin e UBE3A em embribes muares com diferentes id ades

gestacionais

Tanto para os tecidos embrionarios como para 0s extra-embrionarios houve
expressao diferencial dos genes H19, SNRPN, Necdin e UBE3A ao longo do periodo
analisado. Entretanto quando comparados os niveis de expresséo entre os tecidos
embrionérios e extra-embrionarios ndo houve diferenca significativa (Figura 14).

Para o H19, nos tecidos embrionarios houve um aumento de aproximadamente
trés vezes no dia 32 em relacdo aos demais periodos analisados (Figura 14A).
Entretanto nos tecidos extra-embrionarios, ocorreu 0 pico maximo de expressao aos
20 dias de gestacao, o que representou aproximadamente o dobro da expresséao aos
32 dias (Figura 14B).

Os niveis de expressdo do gene SNRPN oscilaram nos periodos analisados,
portanto ndo houve um padrdo de aumento ou diminuicdo de expresséo ao decorrer
do tempo gestacional, tanto para os tecidos embrionarios (Figura 14D) e extra-
embrionérios (Figura 14E).

A expressdo de Necdin foi crescente ao longo dos periodos analisados para os
tecidos embrionarios (Figura 14G), entretanto para os tecidos extra-embrionarios
houve um decréscimo de expressao até o dia 30 de gestacédo, voltando a aumentar
ao dia 32 (Figura 14H).

Para o gene UBE3A, nos tecidos embrionérios houve aumento de expressao até
o dia 30, porém ao dia 32 houve um decréscimo de quase 10 vezes na expressao do
gene (Figura 14J). Para os tecidos extra-embrionarios, houve uma regulacdo
positiva de aproximadamente 2,5 vezes no dia 20 em relacdo ao dia 17 de gestacao;
porém os niveis diminuiram até o dia 25, com nova regulacdo positiva até o dia 32
(Figura 14K).
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Figura 14 - Expressdo dos genes H19, SNRPN, Necdin e UBE3A nos embrides muares com
diferentes idades gestacionais.
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Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Expressédo dos genes H19 (A-C), SNRPN (D-F), Necdin (G-I) e UBE3A (J-L) nos tecidos
embrionarios e extra-embrionarios de muares em diferentes idades gestacionais.



70

2.2.9 Analise quantitativa por PCR em tempo real d o0s genes H19, SNRPN,
Necdin e UBE3A em feto muar com 50 dias de gestacao

Aos 50 dias de gestacdo, devido o maior desenvolvimento do feto e das
membranas fetais, foi possivel realizar a analise expressao genética separadamente
em cada estrutura (Figura 15).

Para o gene H19 houve diferentes niveis de expressdo para cada estrutura
estuda, sendo que o saco vitelino apresentou a maior expressao e 0 cérebro a
menor (Figura 15A). Para o SNRPN, apenas o cérebro e o figado apresentaram
niveis de expressao similares, ndo havendo grandes diferencas de expressao entre
as estruturas estudadas; sendo que o alantdide apresentou a maior expressao e o
musculo esquelético a menor (Figura 15B).

Para Necdin, os niveis de expressdo variaram muito entre si, sendo que saco
vitelino mostrou a maior expressédo e o amnion a menor (Figura 15C). E para o gene
UBE3A, também ndo ocorreu grande variacdo na expressao entre as estruturas,

sendo a maior no alantdide, e a menor no saco vitelino (Figura 15D)
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Figura 15 - Expressdo dos genes H19, SNRPN, Necdin e UBE3A nas membranas extra-
embrionarias e tecidos de feto muar com 50 dias de gestagéo.
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Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Expressdo dos genes H19 (A), SNRPN (B), Necdin (C) e UBE3A (D) nos tecidos
embriondrios e extra-embrionarios de feto muar com 50 dias de gestacao.

2.2.10 Andlise quantitativa por PCR em tempo real do gene H19

Foi possivel detectar a expressao diferencial do H19 em todas as estruturas extra-
embrionarias (alantéide, amnio e saco vitelino) e embrionarias (cérebro, figado e
musculo), e em todas as idades analisadas (40, 42, 47, 49 e 52 dias de gestacéo)
para os embrides e fetos produzidos por clonagem por transferéncia nuclear de
célula somatica. De modo geral, pode se observar 0s maiores niveis de expressao

no dia 44 de gestacao, exceto para o saco vitelino.
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Para o alantdide, houve uma oscilagdo no padrdo de expressdo, tendo como
picos maximos de expressdo aos dias 44 e 52 de gestagdo (Figura 16A). No amnio,
houve uma regulacao positiva até o dia 44 atingindo o menor nivel de expressao aos
52 dias de gestacao (Figura 16B). O saco vitelino teve a maior expressédo aos 42
dias, tendo um descrescimo moderado de expressdo até o dia 49, e com menor
expressao aos 52 dias (Figura 16C).

Para os tecidos embrionarios, no cérebro, foi possivel observar a maior expressao
no dia 44, sendo aproximadamente dez vezes mais expresso que nas demais idades
gestacionais (Figura 16D). No figado, houve uma regulacéo positiva até o dia 44 e
decrescendo a expressdo até o dia 52 de gestacdo (Figura 16E). No musculo
esquelético ndo houve um padrdo de expressao, sendo o dia 44 de gestacdo com

maior expressao e o dia 40 com a menor (Figura 16F).

Figura 16 - Expressdo do gene H19 nos tecidos extra-embrionarios e embrionarios de clones
muares em diferentes idades gestacionais.

A alantside 119 B Amnion  H19 c S:aca:‘ufih'slino:o'.rIg
25 b a dq
a b c
20 d ¢ 3 d

15 a
10

00

P W P @

D B
S N L
Ly ! B L3 )
& & e & & o

& & & & & & & & & & &
vgb ¢B ‘b'b ?gb 90 ‘sb é\o {\\ -\0 \0 -\O .\D
SR v‘é\ vé\ v-‘é\ v‘é.
Idade dos clones muares Idade dos clones muares Idade dos clones muares
D E F
Cérebre  H19 Figado  H19 Museule  H19
051 15 08- a b
a - ¢
0.44 - 054 — d
10
0.34 e
0.44 f —_
024 08 -
b ’ 02
019 C C C
n,n-—T—.—l?!——— 0.0 0.0 r T T T
& @&«" ﬁ@" \;;v*’ é@b R S g o \ea«*’ @w" \J:\" \@a” @@"
& & & & & e . A S o ) O &
& F F &L S S R RS S & &S
Idade dos clones muares Idade dos clones muares Idade dos clones muares

Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Expresséo génica do gene H19 nos tecidos extra-embrionarios: alantéide (A), amnion (B), e
saco vitelino (C); e nos tecidos embrionarios: cérebro (D), figado (E) e musculo (F), em fetos
muares clonados em diferentes idades gestacionais.
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Quando agrupados os trés tecidos embrionarios de cada idade gestacional dos
aniamis clonados e comparado os tecidos embrionarios dos animais controle, nao foi
possivel observar diferencas significativas (Figura 17A). O mesmo ocorreu quando

comparados os tecidos extra-embrioarios (Figura 17B).

Figura 17 - Expressdo do gene H19 nos tecidos extra-embrionarios e embrionarios de clones
muares, em diferentes idades gestacionais, e do feto muar com 50 dias de gestacéo
(controle).
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Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Expressao do gene H19 ao agruparmos os trés valores obtidos nos tecidos embrionarios e
extra-embrionarios, e compara-los com o animal controle. Nao houve diferenca significativa
na expresséo do gene nos tecidos embrionarios dos fetos muares clonados e o controle (A
e B).

2.2.11 Analise quantitativa por PCR em tempo real do gene SNRPN

Dentre todos os tecidos, o cérebro foi 0 que apresentou maior expressao do gene
SNRPN, seguido do musculo esquélico (Figura 18). Ao contrario do que ocorreu na
expressao do gene H19, ndo foi observada curva de tendéncia para aumento e
diminuicdo na expressdo do gene SNRPN, pois houve variagdes no padrédo de
expressdo deste gene nas estruturas e idades analisadas. Assim, no alantéide a
maior expressao ocorreu no clone com 44 dias de gestacédo (Figura 18A). Em contra
partida, no amnion e no saco vitelino, a maior expressao do gene ocorreu nos clones
com 42 e 49 dias de gestacao, respectivamente (Figura 18B e C). No entanto, no
amnion, ndo houve diferenca significativa entre os clones com 44 e 47 dias de

gestacdo (Figura 18B). No cérebro e no musculo a maior expressdo ocorreu no
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clone com 40 dias de gestacao (Figura 18D); e no figado aos 47 dias de gestacao
(Figura 18F).

Figura 18 - Expressédo do gene SNRPN nos tecidos extra-embrionarios e embrionarios de clones
muares em diferentes idades gestacionais.
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Fonte: Rigoglio (2016)
Legenda: Expressédo génica do gene SNRPN nos tecidos extra-embrionarios: alantéide (A), amnion
(B), e saco vitelino (C); e nos tecidos embrionarios: cérebro (D), figado (E) e musculo (F),

em fetos muares clonados em diferentes idades gestacionais.

Ao agruparmos os trés valores obtidos na expressao do gene SNRPN nos tecidos
embrionarios e extra-embrionarios, observou-se maior expressdo nos tecidos
embrionérios. E ao comparar os tecidos embrionarios dos clones nas diferentes
idades gestacionais com o animal controle ndo houve diferenca significativa (Figura
19A). Nos tecidos extra-embrionarios, houve diferenca significativa entre os clones
com 40 e 42 dias de gestacao. Contudo, ndo houve diferencga significativa entre o

clone com 52 dias de gestacéo e o animal controle (Figura 19B).
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Figura 19 - Expressédo do gene SNRPN nos tecidos extra-embrionarios e embrionarios de clones
muares, em diferentes idades gestacionais, e do feto muar com 50 dias de gestacao
(controle).
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Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Expressdo do gene SNRPN ao agruparmos os trés valores obtidos nos tecidos
embrionarios e extra-embrionarios, e compara-los com o animal controle. Ndo houve
diferenca significativa na expressdo do gene nos tecidos embrionarios dos fetos muares
clonados e o controle (A). E as letras mindsculas representam significancia entre os tecidos
extra-embrionarios dos clones muares e o feto controle (B).

2.2.12 Andlise quantitativa por PCR em tempo real do gene Necdin

A expresséo do gene Necdin, assim como o gene SNRPN, ndo apresentou um
padrdo de expressdo durante o desensolvimento dos embribes e fetos muares
clonados, tanto para os tecidos extra-embrionarios, como para os embrionarios
(Figura 20). Entretanto foi possivel observar que o maior nivel de expressado para
Necdin no alantéide (Figura 20A), saco vitelinico (Figura 20C) e figado (Figura 20E)
ocorreu aos 40 dias de gestacdo. Enquanto que para o amnio (Figura 37B), cérebro

(Figura 20D) e musculo esquelético (Figura 20F) ocorreu aos 47 dias de gestacao.
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Figura 20 - Expressédo do gene Necdin nos tecidos extra-embrionarios e embrionarios de clones
muares em diferentes idades gestacionais.
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Fonte: Rigoglio (2016)
Legenda: Expressao génica do gene Necdin nos tecidos extra-embrionarios: alantéide (A), amnion

(B), e saco vitelino (C); e nos tecidos embrionarios: cérebro (D), figado (E) e musculo (F),
em fetos muares clonados em diferentes idades gestacionais.

Em semelhanca ao gene H19, quando agrupados as trés estruturas embrionarios
de cada idade gestacional dos animais clonados e comparado o0s tecidos
embrionarios dos animais controle, ndo foi possivel observar diferencas significativas

(Figura 21A), assim como para as estruturas entra-embrionarias (Figura 21B).
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Figura 21 - Expressédo do gene Necdin nos tecidos extra-embrionarios e embrionarios de clones
muares, em diferentes idades gestacionais, e do feto muar com 50 dias de gestacao
(controle).
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Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Expressao do gene Necdin ao agruparmos os trés valores obtidos nos tecidos embrionarios
e extra-embrionarios, e compara-los com o animal controle, ndo havendo diferenca
significativa (A e B).

2.2.13 Analise quantitativa por PCr em tempo real do gene UBE3A

Foi possivel observar a expressdo do gene UBE3A em todas as estruturas e
idades analisadas, porém néo foi possivel observar um padrao temporal ou tecidual
de expressao (Figura 22). Pode-se observar que para o alantdide (Figura 22A),
Amnio (Figura 22B) e figado (Figura 22E) o maior nivel de expressao foi atingido aos
42 dias de gestacdo. Os menores niveis de expressdo foram observados aos 40
dias de gestacdo para o amnio (Figura 22B), saco vitelino (Figura 22C), figado
(Figura 22E) e musculo esquelético (Figura 22F). Para o cérebro, aos 47 dias de
gestacado, pode-se observar uma expressao aproxidamente quatro vezes maior que

as outras idades analisadas (Figura 22D).
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Figura 22 - Expressédo do gene UBE3A nos tecidos extra-embrionarios e embrionarios de clones
muares em diferentes idades gestacionais.
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Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Expressao génica do gene UBE3A nos tecidos extra-embrionarios: alantéide (A), &mnion
(B), e saco vitelino (C); e nos tecidos embrionarios: cérebro (D), figado (E) e musculo (F),
em fetos muares clonados em diferentes idades gestacionais.

Assim como para os genes H19 e Necdin, quando agrupados as trés estruturas
embrionarios de cada idade gestacional dos animais clonados e comparado 0s
tecidos embrionarios dos animais controle, ndo foi possivel observar diferencas
significativas (Figura 23A), assim como para as estruturas entra-embrionarias
(Figura 23B).
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Figura 23 - Expressédo do gene UBE3A nos tecidos extra-embrionarios e embrionarios de clones
muares, em diferentes idades gestacionais, e do feto muar com 50 dias de gestacao
(controle).
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Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Expressédo do gene UBE3A ao agruparmos os trés valores obtidos nos tecidos embrionarios
e extra-embrionarios, € compara-los com o animal controle, ndao havendo diferenga
significativa (A e B).

2.3 DISCUSSAO

Nos mamiferos, um pequeno numero de genes, denominados imprinted, sdo
marcados de acordo com sua origem parental, e a sua expressao ocorre em apenas
um dos alelos (BARTOLOMEI; FERGUSON-SMITH, 2011). Cerca de 150 genes
imprinted ja foram identificados até o momento (WILLIAMSON et al., 2013). A
maioria destes genes demonstraram estar envolvidos no desenvolvimento do
embrido, da placenta e do cérebro (TILGHMAN, 1999; DELAVAL; FEIL, 2004,
ALLEGRUCCI et al., 2005). Em comparacdo com a maioria dos outros tecidos, 0
cérebro apresenta mais genes com padrdo imprinted de expressao (PRICKETT;
OAKEY, 2012), o que contribui para que ocorram varias doencas do
neurodesenvolvimento (MANN et al., 2004; LIM; FERGUSON-SMITH, 2010).

O imprinting de genes multiplos, que se apresentam em cluster, normalmente é
controlado por um elemento do DNA denominado regidao de controle do imprinting
(ICR). As ICRs mostram as modificacbes epigenéticas de origem parental especifica
gue sao criadas na linhagem germinativa. Uma das caracteristicas do ICR é a

profunda diferenca na metilacdo do DNA nas coOpias derivadas dos alelos materno e
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paterno, assim, enquanto uma se apresenta altamente metilada, a outra ndo esti
metilada (TOMIZAWA et al., 2011; SMALLWOOD; KELSEY, 2012). A maioria das
ICRs sdo metilados no alelo materno, com apenas quatro ICRs paternalmente
metilados (H19/1gf2, DIk1/Dio3, Rasgrfl, Zdbf2). O gene SNRPN, em nosso estudo,
se apresentou ndo metilado no alelo paterno, e metilado no alelo materno.

Nos humanos, o lécus do cluster do gene SNRPN, estd associado com o0s
seguintes disturbios neurogenéticos:Sindrome de Prader-Willi (SPW) e sindrome de
Angelman (SA). A SA é causada pela perda da expressdo da UBE3A no alelo
materno. O gene UBE3A é imprinted somente no cérebro, enquanto nos demais
tecidos é expressa bialelicamente (ROBERTSON, 2005). Estudos em modelos
humanos e em camundongos sugerem que o gene Necdin também contribui para
estes disturbios (GERARD et al., 1999; RIEUSSET et al., 2013).

Os trés genes relacionados ao desenvolvimento dos sistema nervoso central
analisados nesse estudo, SNRPN, Necdin e UBE3A, foram expressos de forma
variada nos tecidos extra-embrionarios e embrionarios de embrides muares e fetos
muares clonados nas diferentes idades gestacionais, bem como no feto muar com
50 dias de gestacdo. O SNRPN foi o gene que apresentou maior expressao,
enquanto a UBE3A foi a que apresentou menor expressao no cérebro. No entanto, o
Necdin apresentou expressédo semelhante entre os tecidos analisados.

Ha uma variedade de mecanismos pelos quais a ICR mantém a regulacéo alélica
do cluster, e estes foram revisados por alguns trabalhos (WAN; BARTOLOMEI,
2008; FERGUSON-SMITH, 2011). Estudos demonstraram que a exclusdo da ICR
resulta na perda do imprinting dos gene mdultiplos em cluster, enfatizando, assim,
sua importancia e sua influéncia sobre a regido multigénica (FITZPATRICK et al.,
2002; LIN et al., 2003; WILLIAMSON et al., 2006).

Nas espécies domésticas, os estudos, geralmente, confirmaram que o0 mecanismo
de imprinting gendmico é conservado, embora sejam observadas diferencas quando
se comparam o0s dados existentes com o camundongo e o humano (YOUNG,;
SCHNIEKE; McCREATH, 2003; YOUNG; BEAUJEAN, 2004; KHATIB, 2005). Ao
analisar a sequéncia comparativa dos genes imprinted mais conhecidos, sugeriu-se
uma regulacdo espécie-especifica, mesmo nas espécies mais estreitamente
relacionadas, como o0s bovinos e os ovinos (DINDOT et al., 2004; CURCHOE et al.,

2005). Nestas espécies o0 imprinting defeituoso esta relacionado as perdas
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embrionérias precoces, a sindrome da prole grande (LOS) e mortes perinatais (DE
SOUSA et al., 2001; YOUNG et al., 2001; YANG et al., 2005).

O gene SNRPN, além de ser um dos primeiros genes imprinted a ser estudado,
por acreditar que estaria submetido ao imprinting gendémico, também despertou
interesse pela presenca de uma DMR bem definida, na qual ndo controla somente o
imprinting, como também regula os demais genes do cluster (SHEMER et al., 1997).
Lucifero et al. (2006) e Suzuki et al. (2009) estudaram o imprinting do gene SNRPN
em bovinos, onde observou-se uma conservacao evolucionaria entre as espécies
citadas anteriormente.

A regido de IC do gene SNRPN, em humanos, possui 23 sitios CpGs que sao
metilados no cromossomo materno e ndo metilados no cromossomo paterno
(ZESCHNIGK et al., 1997). Nos bovinos, este gene apresenta 39 sitios CpGs dentro
da regido promotora, exon 1 e inttron 1. Varios desses sitios CpGs se apresentaram
conservados entre bovinos, humanos e camundongos (LUCIFERO et al., 2006). Ja
nos equideos este mesmo gene apresentou 30 sitios CpGs dentro da regido
promotora e do exon 1. Inicialmente, descreveu-se o0 gene com 8 exons
(SCHMAUSS et al., 1992), mas outros 2 exons upstream foram descritos
subsequentemente (SUTCLIFFE et al., 1994; GLENN et al., 1996).

Ao analisarmos as sequéncias genémicas do E. caballus e E. asinus, e compara-
los foi identificado, dois SNPs na DMR, e um na regido do exon 4. Através da
geracdo da prole F1 hibrida, E. mulus mulus, foi possivel rastrear a heranca dos
alelos parentais a partir da identificagdo dos mesmos SNPs dentro da sequéncia
gendmica.

As marcas epigenéticas examinadas em embrides clonados gerados pela TNCS,
em diferentes espécies de mamiferos, demonstraram anormalidade em varios
trabalhos (BOURC'HIS et al., 2001; DEAN et al., 2001; OHAGNE et al., 2001). E a
maioria destes embrides também diferiu entre si quanto ao padrao epigenético que
possuiam, indicando que a reprogramacao epigenética durante a clonagem € um
processo aleatorio e estocastico cujo resultado € impossivel de prever (DEAN;
SANTOS; REIK, 2003; JOUNEAU; RENARD, 2003; KANG; LEE; HAN, 2003;
HOCHEDLINGER et al., 2004). As mulas clonadas aqui estudadas apresentaram
variacfes nas porcentagens de metilacdo, tanto paterna quanto materna, bem como
na metilacdo do exon 1, e na metilagcdo materna do exon 1.No entanto, o padréo de

metilagao foi semelhante nas diferentes idades gestacionais.
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Originalmente, as iPSs foram descritas como sendo semelhantes as ESCs, mas
evidéncias demonstraram algumas mudancgas epigenéticas (HANNA et al., 2010). A
reprogramacao direta das células somaticas para iPSs € um sistema favoravel para
estudar as caracteristicas epigenéticas que sdo pré-requisito para a pluripoténcia.
Varios estudos tém investigado o status epigenético das células-tronco de humanos
e de camundongos, bem como das células derivadas de adultos (NOER et al., 2006;
BOQUEST; NOER; COLLAS, 2006; BOQUEST et al.,, 2007; GO; TAKENAKA;
OHGUSHI, 2008).

Entre as colbnias de iPSs geradas a partir de fibroblastos de clones com 26 e 42
dias de gestacao, observou-se uma grande variagdo na porcentagem da metilacéo
paterna e materna, bem como na metilacdo do exon 1 e metilagdo materna do exon
1. Na décima passagem destas células foram observadas as maiores variacoes.

Camundongos quiméricos gerados a partir de iPSs mostraram anormalidades
semelhantes as observadas em camundongos clonados gerados por SCNT, como
por exemplo, alta letalidade embrionaria e vida mais curta (OGURA et al., 2002; AOI
et al., 2008; GURDON; MELTON, 2008).

2.4 CONCLUSOES

Em nosso trabalho verificamos que o gene SNRPN é expresso paternalmente. O
padrao de metilagdo ndo modificou entre os embrides muares, as mulas clonadas
nas diferentes idades gestacionais, os fibroblastos da mula 04F e os fibroblastos dos
clones com 26 e 42 dias de gestacdo. As iPSs provenientes dos fibroblastos dos
clones com 26 e 42 dias de gestagdo apresentaram a menor porcentagem de
metilacéo.

A expresséao dos genes imprinted SNRPN, Necdin e UBE3A, foram expressos de
forma variada nos tecidos extra-embrionarios e embrionarios de embrides muares e
fetos muares clonados nas diferentes idades gestacionais, bem como no feto muar
com 50 dias de gestacdo. O SNRPN foi 0 gene que apresentou maior expressao,
enquanto a UBE3A foi a que apresentou menor expressao no cérebro. No entanto, o

Necdin apresentou expressado semelhante entre os tecidos analisados.
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Capitulo 2

CELULAS-TRONCO PLURIPOTENTES INDUZIDAS DERIVADAS DE
FIBROBLASTOS MUARES E DIFERENCIACAO NEURONAL
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3 INTRODUCAO

Em 2006, descobriu-se que as células somaticas podem ser reprogramadas a um
estado de pluripoténcia semelhante as células-tronco embrionarias (TAKAHASHI;
YAMANAKA, 2006), através da expressdo dos fatores de transcricdo, tais como
Oct4, Sox2, Klf4, cMyc, Nanog, Lin28, Nr5a2 e Rarg (TAKAHASHI; YAMANAKA,
2006; TAKAHASHI et al., 2007; YU et al., 2009; WANG et al., 2011; BAYART;
COHEN-HAGUENAUER, 2013; ZHOU; ZENG, 2013). Os produtos deste processo
de reprogramacéao sao referidos como células pluripotentes induzidas (iPSC).

Inicialmente, estes fatores de reprogramacdo eram introduzidos nas células
somaticas através de vetores retrovirais (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006;
WERNING et al., 2007; OKITA; ICHISAKA; YAMANAKA, 2007; AOI et al., 2008;
SOMMER et al.,, 2009; WINKLER et al., 2010). Porém esse método de
reprogramacao leva a incorporagao das estruturas dos vetores e dos transgenes no
genoma, resultando em mutacéo por insercao (FENG; JIA; ZHAO, 2013). Por isso,
IPSCs livres de transgenes foram almejadas para futuras terapias celulares. E
resolveu-se o problema da integracdo no genoma, devido 0s avangos nessa
tecnologia, através da introducdo exdgena dos fatores de reprogramacao, que sédo
utilizados como plasmideos epissomais (YU et al., 2009).

Durante a reprogramacéao das iPSCs, a remodelacéo do epigenoma pode facilitar
a conversao para um tipo celular especifico através da formacdo de células mais
permissivas a mudancgas epigenéticas, como Nanog e Lin28. Isto implica que os
componentes que alteram a epigenética das células, podem melhorar a eficiéncia de
reprogramacao ou substituir a utilizacdo de determinados fatores de transcricao (SHI
et al., 2008).

As células iPSCs possuem habilidade em se diferenciar, in vitro, nas varias
linhagens celulares, incluindo neurénios (EVANS; KAUFMAN, 1981; MARTIN,1981;
TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). Por este motivo, as pesquisas em neurociéncia,
focaram na andlise das mudancgas que ocorrem nos subtipos celulares especificos
do cérebro. Estes estudos resultaram no conhecimento sobre as alteragbes que
ocorrem no sistema nervoso central (SNC) decorrente de alguns distarbios
neuroldgicos (REDDINGTON; ROSSER; DUNNET, 2014; WANG et al., 2014), e

também para entender sua potencial aplicacdo na medicina regenerativa
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(KITAZAWA; SHIMIZU, 2011). O objetivo desse estudo foi reprogramar o0s
fibroblastos de feto muar para gerar células iPSCs, e realizar diferenciagdo neuronal

destas células.

3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 Cultivo de fibroblastos de feto muar

Os fibroblastos, coletados anteriormente, e que estavam armazenados em
criotubos e mantidos a -80°C foram descongelados em banho-maria por 2 minutos.
Apds o descongelamento, o contetdo foi colocado em tubo falcon de 15 ml, e foram
acrescentados 3 ml de meio regular (DMEM +10% de SFB). Em seguida, o tubo
falcon foi colocado na centrifuga a 10000rpm por 5 minutos, para formacao do pellet.
Descartou-se o0 sobrenadante, e o pellet foi homogeneizado com 1 ml do meio
regular que foi, entdo, colocado em garrafa para cultivo celular pequena, e
acrescentado mais 4 ml do meio comum. A garrafa permaneceu na estufa até a
obtencéo de 90% de confluéncia.

ApoOs atingir a confluéncia, as células foram tripsinizadas com 3 ml de Tryple
(TrypLE™ Express enzime — 12604013, Massachuttes, USA). Em seguida, a garrafa
foi colocada na estufa (37°C) por 5 minutos. Observou-se no microscopio se as
células estavam soltas na garrafa, para que fosse acrescentado 3 ml de meio regular
(DMEM +10% de SFB) para inativacdo do TrypLE™. Esse contetdo foi colocado em
tubo falcon de 15 ml, e centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos. Ressuspendeu-se o
pellet com 1 ml de meio regular para serem utilizadas posteriormente na producao

de células iPS.
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3.1.2 Cultivo das células iPSCs

Inicialmente foi preparado uma placa de 6 pocos com fibroblastos de embrido de
camundongo (MEFs). Os fibroblastos de muar, que foram cultivados por 5 dias e que
estavam na terceira passagem, foram contados e obtendo-se o numero de
fibroblastos igual a 3x10° . Deste valor obtido, 5x10* fibroblastos s&o colocados em
um eppendorf de 1,5 ml. Este eppendorf foi centrifugado a 1000rpm por 3 minutos.
Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 1,5 ml de PBS, e
centrifugado novamente (1000rpm por 3 minutos). O sobrenadante foi novamente
descartado, e o pellet ressuspendido em 60ul de Buffer R (Neon® Kit - MPK1025), e
adicionou-se o mix de plasmideos. Os plasmideos MKOs, rtTA, GFP e PBase, foram
misturados em proporg¢des iguais com volume total de 6ug.

Colocou-se 3 ml do buffer E (Neon® Kit - MPK1025) no curvete e este foi
encaixado no eletroporador (Neon® Transfection System — ThermoFisher). A
ponteira de 10ul foi encaixada na pipeta que faz parte do kit do aparelho, e a
suspensao celular foi puxada de maneira a ndao formar bolhas dentro da ponteira.
Colocou-se a ponteira dentro do curvete, e o programa 14 do aparelho foi
selecionado. Apds a eletroporacgéo, o conteudo da pipeta foi colocado imediatamente
em um poco que continha o meio para célula iPSC (meio iPSC). Repetiu-se esse
procedimento para os outros 4 pocos, e o ultimo conteve células que ndo passaram
pela eletroporacdo, pois serviram como controle negativo. Ao final dos
procedimentos a placa foi colocada na estufa.

A partir do 20°dia foram observadas formacdo de colbnias. As colbnias que
apresentaram bom crescimento e boa morfologia foram circundadas
cuidadosamente, a fim de ndo pegar fibroblastos, e cada uma foi colocada em
diferentes pocos na placa de 4 pocgos, previamente preparada com MEFs. No dia
seguinte, caso a colbnia estivesse aderida na placa, era cortada em 4 a 6 pedacos.
As células foram deixadas para nova adeséo placa, e o corte manual foi repetido até

gue as coldnias crescessem.
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3.1.3 Diferenciacao neuronal

As colonias de iPS confluentes foram cultivadas em suspenséao, por 4 dias em
placas de cultura ndo aderentes, com meio contendo DMEM High Glucose
(Invitrogen 11960-044) suplementado com 2mM de GlutaMax™ (Invitrogen #35050),
0.1mM Betamercaptoethanol (Sigma #M7522), 50U/ml Penicilina/Streptomicina
(Invitrogen #15070) e 5% de soro fetal bovino (HyClone). Apos 5 dias os corpos
embridides (EBs) foram colocados em placas de cultura ndo aderentes com meio de
inducdo neuronal. Apdés 2 dias em suspensdo, as células foram coletadas e
colocadas em placas de cultura com 6 pocos contendo meio de inducédo neuronal,
até as células aderirem a superficie da placa. Apos 7 dias, as ceélulas foram
coletadas, peletizadas e ressuspendidas em meio de diferenciagdo neuronal. Apos
48 horas, as células foram cultivadas, por até 8 semanas, em placas recobertas com

matrigel (BD #356234) no meio de diferenciacdo neuronal suplementado.

Quadro 3 - Meio de cultivo de células iPS

Produto Empresa/Catalogo

DMEM High Glucose Invitrogen 11960-044

2mM GlutaMax™ Invitrogem #35050

0.1mM Betamercaptoetanol Sigma M7522

0.1mM Aminoécidos ndo essenciais Invitrogen #11140
1mM de Piruvato de Sadio Invitrogen #11360-070
50U/ml Penicilina/Streptovidina Invitrogen #15070
15% Soro fetal bovino HyClone

1000U/ml Fator inibidor de leucemia Millipore #ESGRO

10ng/ml bFGF

Peprotech #100-18B

5ug/ml Insulina Sigma 10516

1.5pg/ml Doxiciclina Sigma #D9891

3uM Inibidor GSK StemGent #CHIR99021
0.5M Inibidor MEK StemGent #PD325901

2.5uM Inibidor ALK/TGF

StemGent #A83-01

1uM Tiazovivina

StemGent #Thiazovivin
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Quadro 4 - Meio de indugéo Neuronal
Produto Empresa/Catalogo
DMEM/F12 Invitrogen 10565018
1X Aminoacidos ndo essenciais Invitrogen #11140
1X Suplemento N2 Invitrogen 17502048
2ug/ml Heparina Sigma-Aldrich
Quadro 5 - Meio de Diferenciacdo Neuronal
Produto Empresa/Catalogo

Meio Neurobasal

Invitrogen 21103049

1X Aminoacidos ndo essenciais

Invitrogen #11140

1X Suplemento B27

Invitrogen 17504044

1pm Dibutiril-cAMP

Enzo Life Science BML-CN125-0030

200uM Acido Ascérbico

Sigma-Aldrich

Suplementacao

10ng/ml BDNF

Peprotech 450-02

10ng/ml GDNF

Peprotech 450-10

3.2 RESULTADOS

Observou-se confluéncia de 90% dos fibroblastos muares 5 dias ap6s o inicio do

cultivo destas células (Figura 24 A). A formacéo das colonias de iPSC apresentaram

forma arredondada com bordas bem definidas, e as células se apresentavam

heterogéneas, com citoplasma e nucleos grandes (Figuras 24 B e C). Os corpos

embridides apresentaram formato esférico e grande quantidade de células (Figura

24D). As células da glia formadas a partir da diferenciagcdo das células IPSC

apresentaram formato alongado e fusiforme, mas sem a presenca de axonio (Figura

24 E).




89

Figura 24 - Células tronco pluripotentes induzidas (iPSC) derivadas de fibroblastos muares e
diferenciag&o neuronal

Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: A) Expansédo de fibroblastos de feto muar. B) Formacdo de coldnias de células iPS (seta
laranja) rodeada por fibroblastos (seta preta). C) Cultura de células iPS (seta laranja) com
formacdo de corpo embridide (seta vermelha). D) Cultura de corpos embriéide (setas
vermelhas). E) Diferenciacé@o das células iPS em células da glia (setas verdes).

3.3 DISCUSSAO

A descoberta do método de reprogramacdo de células somaticas em iPSs
transformou o campo da biologia de células-tronco e a medicina regenerativa
(ANOKYE-DANSO et al.,, 2011). O estado pluripotente é induzido em células
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somaticas de mamifero usando uma combinagéo de expressao ectdpica de factores
de transcricdo (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006). As células iPSCs podem ser
estabelecidas pela infeccdo das células somaticas com vectores de expressao
retrovirais que se integram no genoma em multiplas copias (TAKAHASHI,
YAMANAKA, 2006; TAKAHASHI et al., 2007; WERNIG et al., 2007). No entanto,
prefere-se iPSCs livre de transgenes para pesquisa e aplicacdes terapéuticas, pois
evita-se a reacao dos fatores de reprogramacao que podem interferir com as vias de
diferenciacéo e auxiliar a tumorigénese (OKITA et al., 2007; THOMSON et al., 2011).
Alguns métodos de estabelecimento de iPSCs livres da integracdo de transgenes
foram descritos (BAYARD; COHEN-HAGUENAUER, 2013; ZHOU; ZHENG, 2013).
Dentre estes, as células IPSC podem ser caracterizadas pela expressdo de
marcadores de pluripoténcia tipicos, tais como Oct4, Sox2, KIf4 e c-Myc (MKOS)
(ZHOU et al., 2009). Em nosso estudo preconizamos a utilizacdo dos plasmideos
MKOs, rtTA, GFP e PBase, e que se mostrou eficiente para obtencédo de células iPS
de maneira semelhante as que foram derivadas por Nagy et al. (2011).

Os fatores de trancricdo apresentam diversas fungbes. O Oct4 mantém a
pluripoténcia e auto-renovacao das células- tronco embrionarias (ESCs) (LOH et al.,
2006). A reducédo na expressdo do Oct4 leva a diferenciacdo do trofoectoderma,
enquanto a maior expressdo potencializa a diferenciacdo da endoderme e
mesoderme (NIWA; MIYAZAKI; SMITH, 2000). Além disso, o Oct4 cria um
heterodimero com o Sox2 nas ESCs, de modo que o Sox2 se ligue a cromatina
vizinha nos sitios de ligagdo do Oct4 (CHAMBERS; TOMLINSON, 2009). O Sox2
pode manter ou preservar o potencial de desenvolvimento de células-tronco, e é
importante para a manutencdo epiblasto (AVILION et al.,, 2003). O Klf4 é um
membro da familia do fator tipo Kruppel. Este desempenha papel importante na
regulacgo de diversos processos celulares, incluindo diferenciacao,
desenvolvimento, proliferacdo, apoptose e manutencéo da homeostase dos tecidos
normais (SHI; Al, 2013). A c-Myc € uma proteina, que é produto do proto-oncogene
c-Myc, e é parte dos processos de crescimento celular, proliferacdo celular,
apoptose celular e metabolismo (BOXER; DANG, 2001).

Contudo, para que as iPSCs sejam aplicadas no diagndéstico e na medicina
regenerativa sdo necessarios métodos adequados para que as células iPSs se
diferenciem em tipos celulares diferentes (BADYLAK; NEREM, 2010). As iPSCs
assim como as outras células tronco pluripotentes, possuem a capacidade de se



91

diferenciarem nas trés camadas germinativas (TAKAHASHI et al., 2007). In vivo,
ocorrera a formacdo de teratoma, enquanto que in vitro ha formacédo de corpos
embridides (LIU et al., 2010).

O potencial das iIPSCs em se diferenciarem in vitro em células precursoras
neuronais e neurdnios tem sido relatada (YUAN et al., 2013). Nos corpos
embridides, a baixa concentracdo de &cido retindico (AR), presente durante o
desenvolvimento do sistema nervoso central, promove a expressao de nestina e
Sox2 que sdo marcadores de progenitores neuronais. NoO entanto, a alta
concentragdo de &cido ribonucléico (ARN), faz com que a expressédo de Nestina seja
baixa, enquanto que a de B-tubulina Il é alta, tipico de neurbnios pds-mitéticos
(OKADA et al.,, 2004). O éacido ascorbico (AA) também tem papel importante na
diferenciacdo neuronal. Também promove o aumento na expressao dos genes
envolvidos na neurogénese, maturagcdo neuronal, neurotransmissado (SHIN et al.,
2004; REBEC; PIERCE, 1994). Em nosso estudo nédo foi possivel analisarmos a
expressdo dos genes SNRPN, Nestin e UBE3A devido a baixa quantidade de

células neuronais obtidas apds o procedimento de diferenciacao.

3.4 CONCLUSOES

Reportamos o sucesso na derivacao de células iPSCs a partir de fibroblastos de
feto muar. Ao serem submetidas a meio de cultivo apropriado formaram-se 0s
corpos embridides, que ao longo do procedimento de diferenciacdo, se
diferenciaram em células neuronais. No entanto, ndo foi possivel confirmar a
expressdo dos genes relacionados ao sistema nervoso central devido a baixa
guantidade de células obtidas. Contudo, ap6s estudos mais aprofundados podera
ser um modelo para estudos moleculares e biolégicos nas diferentes espécies do

género Equus.



92

Capitulo 3

DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E FETAL DE CONCEPTOS MU ARES
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4  INTRODUCAO

Os hibridos, em plantas e animais, sao formados por hibridacdo de diferentes
estirpes, variedades, ou espécies. O efeito da hibridacdo sobre um organismo é
variavel, pois tragcos particulares podem ser determinados por um dos pais,
intermediario entre os tragos parentais, inferior as caracteristicas de um dos pais ou
superior a ambos. A superioridade da descendéncia hibrida sobre seus pais é
denominada heterose ou vigor hibrido. Neste fenomeno os heterozigotos tém maior
aptiddao em uma populacédo do que os homozigotos. A heterose, geralmente refere-
se a niveis superiores de biomassa, estatura, taxa de crescimento e/ou fertilidade na
descendéncia hibrida em relacdo aos pais (HOCHHOLDINGER; HOECKER, 2007;
BIRCHLER et al, 2010; CHEN, 2010).

Estudos de animais hibridos fornecem boa maneira de avaliar o papel dos genes
no desenvolvimento de atributos fisicos e comportamentais (GOODWIN, 2007).
Vérios estudos indicaram que a variacao epigenética contribui para os mecanismos
moleculares de caracteristicas complexas, incluindo vigor hibrido (SHINDO et al,
2006; NI et al, 2009; HE et al ., 2010).

A epigenética pesquisa modificacdes e padrbes de heranca que ndo envolvem
mudancas na sequéncia de DNA, mas que afectam a atividade do genoma e
expressao génica (SIMMONS, 2008; SKINNER et al, 2010; GUERRERO, SKINNER,
2012). Uma vez que foi demonstrado que o vigor hibrido € importante na criagéo de
animais domésticos, e que a epigenética tem um papel critico no vigor hibrido
(GROSZMANN et al, 2013), a heranca epigenética serd importante no
desenvolvimento de melhores racas de animais domésticos.

As mulas, que sdo hibridos gerados pelo cruzamento da égua com um jumento,
ou pelo seu cruzamento reciproco, demonstraram vigor hibrido em suas
caracteristicas fisicas. As mulas tendem a ser mais forte e ter melhor resisténcia do
que o cavalo, juntamente com o temperamento firme do burro. As mulas também
apresentam musculatura mais densa musculatura, estatura maior, e Sdo capazes de
transportar mais peso do que um cavalo do mesmo tamanho. Além de apresentarem
menos problemas nas pernas do que os cavalos, mas nao correm tao rapido quanto

os cavalos, sendo provavelmente um traco herdado do burro (TRAVIS, 1990).
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Neste estudo objetivamos analisar o desenvolvimento de conceptos muares em
diferentes idades gestacionais para verificar se houve taxa de crescimento e
desenvolvimento superior ou inferior aos conceptos equinos. Enfatizamos o

desenvolvimento do sistema nervoso central.

41 MATERIAL E METODOS

4.1.1 Produgéo, coleta e mensurac¢des dos conceptos muares

Para este estudo foram utilizados sete conceptos muares, com idade gestacional
entre 17 e 63 dias. Estes conceptos foram coletados na Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos da Universidade de S&o Paulo (FZEA-USP) e na
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ - Seropédica).

A idade gestacional dos conceptos foi determinada a partir do dia em que as
éguas foram inseminadas artificialmente, e comprovada pela visualizacdo da
vesicula embrionéaria através do exame ultrassonografico. Conforme os conceptos
muares atingiram a idade gestacional desejada, as fémeas gestantes passaram por
novo exame ultrassonografico para verificacdo do posicionamento embrionario. Em
seguida, foi realizado o processo de lavagem uterina transcervical, no qual o 6rgéo
foi lavado infundindo-se 1 a 2 litros de solucdo Ringer Lactato aquecido a 37°C. Uma
sonda foi acoplada formando um circuito de fluxo de recuperacédo constante, sendo
que este fluido foi recuperado em recipientes grandes, possibilitando a coleta dos
conceptos (FLEURY et al., 2001).

Estes conceptos foram, entdo, fotografados com suas membranas extra-
embrionarias, e, posteriormente, as membranas foram dissecadas, permitindo que
os fetos fossem avaliados macroscopicamente, ou com auxilio de um
estereomicroscopio (Stemi DV4, Zeiss, USA). As fotografias foram feitas com

maquina digital (Nikon Coolpix P510).
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4.2 RESULTADOS

4.2.1 Desenvolvimento das Membranas Extra-embriona rias de conceptos

Muares

Aos 33 dias de gestacao, enquanto o saco vitelino se apresentou bem evidente,
com diametro grande e pequena quantidade de vasos sanguineos; o corio-alantdide
apresentou didametro menor e grande quantidade de vasos sanguineos (Figura 25A).
No 40° dia de gestacéo, foi observada regressao do saco vitelino e o crescimento do
corio-alantoide (Figura 25B). No feto com 51 dias de gestacdo, embora o saco
vitelino continuasse seu processo de regressao, suas caracteristicas macroscopicas
permaneceram semelhantes as do feto com 40 dias. O corio-alantéide continuou sua
expansao e apresentou maior quantidade de vasos sanguineos (Figura 25C). Aos 63
dias de gestacao, ndo foi possivel a visualizacdo do saco vitelino, e o corio-alantoide
apresentou a maior extensdo entre 0s conceptos estudados (Figura 25D).

Nos dias 33 e 40 de gestacao foi observada a persisténcia da onfalo-pleura
bilaminar (Figura 25A e B). No entanto, nos 51° e 63° dias esta estrutura ndo estava
mais presente (Figuras 25C e D). No 40° dia, vasos sanguineos estdo bem
evidentes e com localizacdo adequada para a formacao do corddao umbilical (Figura
25B), que estava bem estruturado no 63° dia de gestacdo (Figura 5D). O
desenvolvimento do amnion acompanhou o crescimento fetal, pois esta membrana

envolve completamente o feto (Figuras 25A-D).
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Figura 25 - Desenvolvimento das membranas embrionérias em conceptos muares.

Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Conceptos muares com 33 (A), 40 (B), 51 (C) e 63 (D) dias de gestacdo. Nota-se o
crescimento da membrana corioalantéica (CoAl) e a regressdo do saco vitelino (SV), a
presenca da onfalo pleura bilaminar (OpB) e do amnion (Am). Também foram observados
0s vasos sanguineos que formaréo o corddo umbilical (VaSa - CoUm).

4.2.2 Desenvolvim ento do Sistema Nervoso Central e dos Conceptos Mua  res

Os embribes apresentaram pele translicida até o 33° dia de gestacéo, e a partir
do 45° dia sua textura passou a ser opaca com o inicio da vascularizacdo da derme
(Figuras 26A-C). Vesiculas oOpticas rudimentares foram observadas na regido
cefélica, no 25° dia de gestacédo (Figura 26B). Apds se tornarem pigmentadas, no

33° dia, persistem posteriormente (Figura 26C-E).
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As vesiculas cerebrais primarias (prosencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo) e os
arcos branquiais estdo presentes no embrido com 17 dias de gestagdo. Estas
vesiculas se dividem e a partir do 35° até o 45° dia de gestacdo passam a ser
denominadas vesiculas cerebrais secundarias (telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo,
metencéfalo e mieloencéfalo) (Figura 26B-D). Enquanto isso, 0s arcos branquiais
originardo diversas estruturas embrionérias.

No 17° dia de gestacdo também foram visualizados os brotos dos membros
toracicos, bem como o broto da cauda (Figura 26A). O aparecimento dos brotos
pélvicos e a persisténcia dos brotos toracicos ocorreram no 25° e no 33°,
respectivamente (Figura 26B e C).

O mesonefro foi observado no 17° dia de gestacdo, este passara por
transformacdes, formara o metanefro, e posteriormente, as gébnadas e o0s rins. Nesta
idade gestacional, também foi observada a formacdo dos somitos que originaram a
medula espinhal no 33° dia (Figura 26C). A proeminéncia cardiaca e o figado
também foram visualizados entre 17° e o 33° dia de gestacao (Figura 26A-C). O
posicionamento do corddo umbilical esta bem estabelecido no 33° dia de gestacao
(Figura 26C).

No 45° dia de gestacdo, além das estruturas acima, a protuberancia auricular foi
observada e as orelhas externas comecaram a se formar. Também ocorreu a
protrusdo do pescoco e da narina. O figado tem reducéo relativa ao tamanho do
concepto, pois ocorre o aumento da regido abdominal, as costelas estédo
proeminentes, e a cauda evidente (Figura 26D).

No 63° dia de gestagcdo, as estruturas descritas anteriormente continuam se
desenvolvendo. Na cavidade oral observou-se a presenca dos labios inferior e
superior. A vesicula Optica esta completamente recoberta pela palpebra. O
telencéfalo se expandiu e formaram-se os hemisférios cerebrais. Na regido do
mesencéfalo, o aqueduto foi formado. A protuberancia auricular passa a formar o
pavilhdo auricular. As costelas continuam proeminentes; os membros toracicos e
pélvicos estdo bem formados, com cascos evidentes; e o corddao umbilical bem

caracterizado. Além da presenca do tubérculo genital diferenciado (Figura 26E).
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Figura 26 - Desenvolvimento de conceptos muares.

A Coragio

Somitos

20mm

Mesonefro

Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Conceptos muares.com 17 (A), 25 (B), 33 (C), 45 (D) e 63 (E) dias de gestacdo. Nota-se a
evolucdo do desenvolvimento das vesiculas cerebrais primarias [Prosencéfalo (Pros),
Mesencéfalo (Mes), Rombencéfalo (Rom)] em vesiculas cerebrais secundarias [Telencéfalo
(Tel), Diencéfalo (Die), Mesencéfalo (Mes), Metencéfalo (Met) e Mielencéfalo (Miel)].
Também foi observado a evolucdo dos brotos dos membros toracico (BrMT), pélvico (BrMP)
e da cauda (BrCau), em membros toracicos (MT), membros pélvicos (MP) e cauda,
respectivamente. Os arcos branquiais (ArBr) foram observados aos 17 dias. A medula
espinhal e o corddo umbilical (CoUm) foram observados, primeiramente, no embrido com 33
dias. No feto com 45 dias foi observada a formacdo da orelha externa (Or) e das costelas
(Cos). E no feto com 63 dias, € possivel detectar as narinas, a cavidade oral (CavOr) e os
cascos.
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4.2.2.1 Desenvolvimento do Cérebro de Conceptos Muares

Aos 45 dias de gestacao o prosencéfalo esta localizado na por¢gédo mais rostral do
cranio e é constituido pelo telencéfalo e o diencéfalo. O telencéfalo é formado por
uma parte central e duas metades laterais arredondadas denominadas hemisférios
cerebrais. Conforme o desenvolvimento embrionario as 3 flexuras sdo formadas:
flexura cefalica na regido entre o prosencéfalo e o mesencéfalo; flexura cervical,
situada entre o encéfalo primitivo e a medula primitiva e é determinada pela flexdo
ventral da cabeca do feto na regido onde sera formado o pescoco; e flexura pontina,
com disposicdo contraria as duas primeiras, e que faz a unido do metencéfalo com o
mielencéfalo (Figura 27A).

O sistema ventricular é formado pelos ventriculos laterais, terceiro ventriculo e
guarto ventriculo. Os ventriculos laterais sdo as cavidades dos hemisférios cerebrais
gue se comunicam com o terceiro ventriculo através dos forames interventriculares
direito e esquerdo. O terceiro ventriculo é a cavidade do diencéfalo, e o quarto
ventriculo é uma dilatacdo do canal ependimério que constitui a cavidade do
rombencéfalo. Aos 45 dias de gestacdo estas estruturas estdo bem desenvolvidas
(Figura 27B).

No feto com 63 dias de gestacdo notou-se o desenvolvimento dos hemisférios
cerebrais no telencéfalo, porém com auséncia de sulcos e giros (lisencéfalo e
girencéfalo). O bulbo olfatério € uma evaginacdo do telencéfalo e estd bem
proeminente nesta idade gestacional. No diencéfalo, foi possivel distinguir o talamo.
No mesencéfalo hd uma cavidade denominada aqueduto por onde o liquido
cefalorraquidiano flui para o quarto ventriculo. O cerebelo, que deriva da parte dorsal
do metencéfalo, esta evidente e situado dorsalmente a ponte e & medula oblonga. A
medula oblonga apresenta formato de cone e sua extremidade € continua com a

medula espinhal (Figura 27C-F).
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Figura 27 - Estruturas do sistema nervoso central em conceptos muares.

Flexura
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Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Cérebro de fetos muares com 45 (A e B) e 63 (C-F) dias de gestacdo. Nota-se a presenga das
vesiculas cerebrais secundarias [Telencéfalo (Tel), Diencéfalo (Die), Mesencéfalo (Mes), Metencéfalo
(Met) e Mielencéfalo (Miel)], da medula oblonga (MO), da medula espinhal (ME), da ponte (PO), e do
quarto ventriculo (IV Ve). Em A, observou-se as flexuras cefalica, pontina e cervical. Em B, observou-
se o coragdo, o figado (Fig) e o corddo umbilical (CoUm). Nas figuras de C a F é possivel observar o
cerebelo (Ce), o bulbo olfatario (BO), o agueduto (Aq) e o talamo (Tal).

4.3 DISCUSSAO

A deteccdo da vesicula embrionaria (VE) de muares ocorreu no 8° dia
(PAOLUCCI et al., 2012), enquanto que nos equinos ocorreu no 9° dia (LEITH,
GINTHER, 1984; GINTHER, 1995), e, entre o 10° e 11° dia, nos asininos
(BESSENT, GINTHER, 1988; GASTAL et al., 1993; MEIRA et al., 1998). O diametro

da VE, na sua primeira detecc¢éo, foi maior nos muares (4.6 + 1.1mm, PAOLUCCI et
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al., 2012) que nas éguas (3.3 £ 0.3mm; GINTHER, 1995), e menor em relacdo as
jumentas (6.3 + 2.3mm, MEIRA et al, 1998; 6.5 £ 1.9mm, CRISCI et al., 2014).

As VE de muares se fixam posteriormente (dia 17.1 = 1.1; PAOLUCCI et al.,
2012) as dos embrides equinos (dia 15.9 + 0.3; GINTHER, 1995), pbneis (14.7 £ 0.2;
BESSENT; GINTHER, 1988) e asininos (15.5 £ 1.4, MEIRA et al, 1998; 16, GASTAL
et al., 1993). Contudo, também foi observada nos asininos, a fixagdo da VE no dia
18.5 + 1.4 (CRISCI et al., 2014), e nos equinos em periodo mais precoce (dia 13) ou
tardio (dia 18) (GINTHER, 1983a, 1983b; GINTHER, 1984a, 1984b; LEITH,
GINTHER, 1984).

Durante a fase de mobilidade intrauterina, o crescimento das VE de muares é
maior (4.04 + 1.3mm/dia; PAOLUCCI et al., 2012) em relacdo aos equinos
(3.4mm/dia; BESSENT, GINTHER, 1988) e asininos (3.2mm/dia; MEIRA et al.,
1998). Durante a fase de platdé o crescimento da VE de muares é relativamente mais
baixo (0.4 + 0.1mm/dia, PAOLUCCI et al., 2012), em relagdo ao embrido asinino
(0.5mm/dia, MEIRA et al., 1998), que ocorre entre os dias 19.3 e 28.7 (MEIRA et al.,
1998). O crescimento entre 0 29° e 46° dias (1.6mm/dia, MEIRA et al., 1998), e entre
0 29° e 50° dias (1.8mm/dia; BESSENT, GINTHER, 1988; MEIRA et al., 1998) é
constante. E padrdes de crescimento semelhantes a estes foram observados nas
éguas (PALMER; DRIANCOURT, 1980; GINTHER, 1983a).

A VE em asininos possui formato esférico até o 15° dia, passa para formato oval
entre os dias 16 e 18, e finalmente adquire formato irregular até o 28°dia (MEIRA et
al., 1998). Outro estudo em jumentas demonstro formato irregular da VE entre os
dias 17 e 31 (GASTAL et al., 1993); e relatado nas éguas entre o 18° e 0 27° dia
(GINTHER, 1983a). A mudanca no formato da VE de muares néo difere ao relatado
para embrides equinos e asininos (BESSENT, GINTHER, 1988; GASTAL et al.,
1993; MEIRA et al., 1998).

A deteccdo dos embrides muares e asininos ocorreu nos dias 19.9 + 1.9
(CRISCI et al., 2014) e no dia 20.7 (MEIRA et al., 1998), respectivamente. E a média
de crescimento embrionario (2.4 £ 1.4mm, CRISCI et al., 2012) foi similar aos dados
reportados para equinos (GINHTER, 1995) e asininos (MEIRA et al., 1998).
Contudo, o crescimento do embrido propriamente dito nos muares foi menor que o
relatado para equinos e asininos (0.9 + 0.4mm/dia; MEIRA et al., 1998). Em nosso
estudo, no exame ultrassonografico realizado no 17° dias de gestacao, foi detectada

a VE, porém a deteccdo do embrido so foi possivel apés a recuperagédo da VE com o
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auxilio de um estereomicroscopio. No 25° dia de gestacdo, o embrido foi detectado
no exame ultrassonogréafico e macroscopicamente.

O batimento cardiaco detectado nos embrides muares no dia 24.4 + 2.4, é
semelhante ao encontrado em equinos (CURRAN, GINTHER, 1995; GINHTER,
1983a; GINHTER, 1995), e asininos [(23.5° dia; MEIRA et al., 1998); GASTAL et al.,
1993]. Aos 25 dias de gestacdo também foi possivel detectar o batimento cardiaco
dos embrides muares do nosso estudo.

N&o foi relatada diferenca significativa no tempo de formacédo do saco alantoide
(dia 28.3 £ 1.4 — completo; PAOLUCCI et al., 2012) quando comparado aos
embrides equinos (25 a 28, GINTHER, 1995) e asininos [(dia 24.4 + 1.7 — inicio; dia
36.8 + 1.6 — completo, MEIRA et al., 1998) (dia 27.3 £ 1, CRISCI et al., 2014)]. O
deslocamento do embrido da regido ventral para o polo dorsal esta associado com o
crescimento do saco alantdide e regressdo do saco vitelino (GINTHER, 1983a;
GINTHER, 1995). Em nosso estudo nao foi observada a formacgao inicial do saco
alantéide, pois conseguimos obter membranas extra-embrionarias preservadas a
partir do 33° dia de gestacao, periodo em que foi observado o corio-alanddide. Os

dados citados acima estao descritos na Tabela 7.
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Tabela 7- Comparacdo das caracteristicas morfolégicas das membranas extra-embrionarias

entre embrides eqiinos, asininos e muares

EQUINO JUMENTO MULA
Dias de Crescimento Dias de Crescimento Dias de Crescimento
gestacédo {mmy} gestacdo {mm} gestacdo {mm})
Deteccéoda VE 9 33+£03 118413 65+£1.9 95+15 46+1.1
11.0£09 63+£23
FixacéocaVE 15903 18514 171211 2502
15514
Perda do formato 17-18 18811 16213
esférico 184+1.2
Deteccaodo 18-21 2211 19919 2414
embrido 20712
Deteccdodo 22-24 25+ 1.1 24+24
batimento cardiaco 235+1.3
Deteccdodo Saco 25-28 2731 233+19
alantdide 24417
28314
Deteccdodo Similar 465108 344434
Corddoumbilical 37917

Fonte: Modificado de Ginther (1995), dados referentes aos equinos; Meira et al. (1998), referente aos
jumentos e em vermelho; Paolucci et al. (2012), referente aos muares; e Crisci et al. (2014)
referente aos jumentos.

No 35° dia de gestacdo em equinos, o corio-alantéide ocupa 2/3 do volume do
concepto, e a cinta coribnica € uma banda palida e fina (1 a 1,5cm) acima da regiao
equatorial. Um pequeno circulo da onfalopleura bilaminar persiste, e sera o ponto de
fixacdo do corddo umbilical (ALLEN, WILSHER, 2009). Em nosso estudo, o corio-
alantéide e a presenca da onfalopleura bilaminar sdo semelhantes as descritas nos
equinos. No entanto, nao foi observada a presenca da cinta coriénica no 33° dia de
gestacdo do embriao muar.

Ao contrario do que ocorre no feto eqlino, no feto muar, o saco vitelino ainda é
bem desenvolvido no 40°dia de gestacédo. O saco vitelino no feto equino € residual e
estd completamente circundado pelo alantéide. Além de ser incorporado a parede do
corddo umbilical (ALLEN, WILSHER, 2009). No entanto, os vasos sanguineos do
feto muar que irdo compor o corddo umbilical ja estdo no seu ponto de fixacdo nesta

idade gestacional.
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Aos 60 dias de gestacdo o feto equino possui aparéncia de cavalo, e na
interface placentaria sao visualizados vasos sanguineos por toda a superficie do
corio-alantoide (ALLEN, WILSHER, 2009). Duas veias e duas artérias emergem do
corddo umbilical, sendo que um par vasculariza a por¢cdo nao gravidica do corio-
alantéide e as partes, média e posterior, do corpo do feto; e o outro par, vasculariza
a porcdo gravidica do corio-alantéide e a parte anterior do feto (WHITWELL;
JEFFCOTT, 1975). O corio-alantdide bem vascularizado também foi observado no
feto muar com 63 dias de gestacdo. E as duas veias e as duas artérias do cordao
umbilical, bem como sua divisdo na vascularizacdo, foram bem visualizadas no feto
muar com 40 dias de gestacao.

No que diz respeito a morfogénese eqiina, 0s estudos se concentraram no
desenvolvimento inicial das membranas embrionarias (BETTERIDGE et al., 1982;
GINTHER, 1998; ALLEN, 200l1a; WILLMAN et al., 2011), e em imagens
bidimensionais (BETTERIDGE et al., 1982; GINTHER, 1998; ACKER et al., 2001;
ALLEN, 2001a; FRANCIOLLI et al., 2011; WILLMAN et al., 2011; RODRIGUES et
al., 2014a; RODRIGUES et al., 2014b). No entanto, tem-se empregado técnicas de
imagem em trés dimensfes (3D) para estudar o desenvolvimento embrionario
(DHENAIN, RUFFINS, JACOBS, 2001; TYSKA, FRASER, JACOBS, 2005;
DRIEHUYS et al., 2008; JENNER et al., 2014).

A série de mudancas caracteristicas da embriogénese € semelhante entre os
mamiferos (KNOSPE, 2002; BEAUDOIN, BARBET, BARGY, 2003), embora ocorram
diferencas espécie-especifica como o observado na Tabela 8.



105

Tabela 8- Comparacéo das caracteristicas morfoldgicas entre conceptos equinos e muares
EQUINE MULE
CHARACTERISTICE Days of gestaticn Days ofgestation

Pele translucida - 17
Formato clo embridoem lstra C 23 25
Arcos Branquiais 22 17
Vasiculas Opticas 25 25
Calices dpticos 21-26 -

23
Inicio da formacdao dos brotos dos membros 23 17

22
Cauda 23 17

22
Mesonefro 19-25 17
Metanefro 38-38 -
Vesiculas cerebrais primarias 20-40 25
Vesiculas cerebrais secundarias A pattir dos 40 33
Pigmento darefina 33 33

32
Formacéo da palpebra 32 45 — complato

37.45- completo

Formacéo das nalinas 33 45
Coragdo 2cédmaras 21 17
Compartimentalizaclo 23 25
Posicionamento definitivo 30-45 28-45
Figado Desenvolvimentoinicial 17
Projecéo na cavidade abdominal 33 33
Somitos 23 17
Corposvertebrais 33 45
Colunavertebral - 63

Fonte: Rigoglio (2016)

No inicio do desenvolvimento embrionario, a principal caracteristica da pele é ser
translicida e fina, possibilitando a visualizagdo dos 6rgéos internos. Essa aparéncia

translucida foi observada a partir do 20° dia nos embrides equinos (FRANCIOLLI et
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al., 2011), e nos pobneis (MARRABLE; FLOOD, 1975). Em nosso estudo essa
caracteristica foi observada no 17° dia de gestagdo, e passou a ser opaca a partir do
45° dia de gestacao.

Conforme ocorre o aparecimento das flexuras cefalica e cervical, 0 embrido
adquire o formato da letra C. A flexura cervical foi descrita no 28° dia de gestacédo do
embrido equino (JENNER et al., 2014). Contudo, em nosso estudo esta
caracteristica foi observada aos 25 dias de gestacéao.

Na regido cervical observou-se a formacdo dos arcos branquiais no 17° dia de
gestacdo do embridao muar. No entanto, Jenner et al. (2014) descreveu a presenca
destes no 22° dia de gestacdo do embrido equino, e entre os dias 26 e 32 no
embrido humano. E também foi descrito no embrido equino no 38° dia de gestacéo
[embora possa ter ocorrido erro na legenda da figura (FRANCIOLLI et al., 2011)].

As vesiculas Opticas rudimentares desenvolvidas na por¢éo anterior do encéfalo
primitivo, e a retina ndo pigmentada, foram observadas aos 25 dias de gestacao nos
embrides muares e nos equinos (FRANCIOLLI et al., 2011). A invaginacdo da
vesicula optica ocorre para formar o célice 6ptico (MONIE, 1976). Este evento foi
observado no embrido equino, entre o0 21° e 0 26° dia de gestacdo (FRANCIOLLI et
al., 2011), e também foi descrito nos equinos no 28° dia de gestacdo (JENNER et
al., 2014). Contudo, ndo foi possivel observar essa caracteristica nos embrides
muares do nosso estudo.

O inicio do brotamento dos membros toracicos nos antimeros direito e esquerdo
foi observado no 25° dia de gestacédo do embrido equino (FRANCIOLLI et al., 2011).
Nos embribes equinos, os brotos do membro pélvico foram descritos no 30° dia de
gestacdo (FRANCIOLLI et al., 2011), e estdo indiferenciados conforme descrito por
Ewart (1897). No entanto, Jenner et al. (2014) descreveram o desenvolvimento
inicial dos brotos dos membros no 22° dia de gestacdo do embrido equino. Contudo,
em nosso estudo os brotos dos membros toracicos foram observados aos 17 dias de
gestacao, e os brotos pélvicos no 25°dia de gestacéo.

A cauda apresentou-se alongada, com formato cilindrico e com espessura
similar ao corpo no embrido muar no 17° dia de gestacdo. Embora néo tenha sido
descrito por Franciolli et al. (2011), pode-se observar que o embrido equino também
apresenta essas caracteristicas no 25° dia de gestacdo. Em outro estudo, o embrido
equino, teve a cauda descrita como definida no 28° dia de gestacédo (JENNER et al.,
2014).
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No embrido equino, o mesonefro foi identificado entre o 19° e o 25° dia de
gestacao, e ocorre a transicdo para metanefro entre o 36° e o 38° dias de gestacéo
(FRANCIOLLI et al.,, 2011). Enquanto que no embrido muar o mesonefro foi
observado no 17° dia de gestacéo.

Nos embrides de pbneis e de equinos, com idade igual ou superior a 20 dias de
gestacdo, respectivamente, as vesiculas primérias do cérebro estdo presentes
(MARRANABLE, FLOOD, 1975; FRANCIONLLI et al., 2011), bem como em outros
mamiferos (HYTTEL, SINOWATZ, VYLSTEDM, 2010). No embrido muar o
prosencéfalo, o mesencéfalo e o rombencéfalo foram observados no 25° dia de
gestacdo. As trés vesiculas cerebrais foram descritas como proeminentes entre os
dias 20 e 40 de gestacdo do embrido equino (FRANCIOLLI et al.,, 2011). Nos
embribes de podneis estas vesiculas continuaram a se desenvolver até o 39° dia de
gestacdo (MARRANABLE, FLOOD, 1975). No entanto, em nosso estudo, o embrido
muar com 33 dias de gestacdo, apresentou as vesiculas cerebrais diferenciadas em
telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo e mielencéfalo.

No 33° dia de gestacdo, o embrido muar apresentou pigmentacdo na retina,
porém néo foi observada a formacédo da palpebra. Contudo, a pigmentacéo da retina
foi observada no 32° dia de gestacao do embrido equino (JENNER et al., 2014). E o
inicio da formacgdo das pélpebras no 37° dia de gestacdo do embrido equino
(JENNER et al., 2014). A formacdo completa do olho, incluindo a formacdo da
palpebra e pigmentacao da retina foi observada no 38° dia de gestacdo do embrido
equino (FRANCIOLLI et al, 2011). Dados semelhantes foram relatados
anteriormente no 36° dia de gestacao (EVANS, SACK, 1973).

Entre os dias 38 e 40 de gestacdo foi descrita a formacédo dos digitos, das
narinas e formacédo completa dos olhos (EVANS, SACK, 1973). No embrido equino,
a formacado das narinas e desenvolvimento inicial do ouvido também foi observada
no 38° dia, semelhantemente ao que foi descrito previamente (EWART, 1897). E no
embrido muar, a formacdo das narinas e a formacdo completa das palpebras
estavam evidentes no 45° dia de gestacao.

O coragdo no embrido equino apresenta duas camaras (atrio e ventriculo) no 21°
dia de gestacédo; no 28° dia apresenta compartimentos parciais, e entre o 30° e 45°
dias além de possuir dois atrios e dois ventriculos, este assume sua posi¢cdo na
cavidade toracica (RODRIGUES et al., 2014a). No embrido muar, a proeminéncia

cardiaca foi observada no 17° dia de gestacdo, continua se projetando na cavidade
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toracica entre o 25° e 45° dia, e a partir deste estagio apresenta caracteristica
semelhante a do embrido equino.

O desenvolvimento do figado € semelhante ao do coracdo, uma vez que se
inicia como uma proeminéncia na cavidade abdominal no 17° dia de gestacdo do
embrido muar. Continua seu crescimento ao ser projetado na cavidade abdominal, e
ocupa grande porcéo desta a partir do 33° dia de gestacdo. No embridao equino, uma
imagem clara do figado foi observada aos 37 (MARRABLE, FLOOD, 1975) e 38
(FRANCIOLLI et al., 2011) dias de gestacao.

Os somitos, que inicialmente sdo formados por tecido cartilaginoso, dao origem
aos corpos vertebrais e, posteriormente, serdo substituidos por tecido 6sseo para
formar a coluna vertebral (HYTTEL, SINOWATZ, VYLSTEDM, 2010). No embrido
equino, os somitos foram visualizados no 25° dia de gestacdo (FRANCIOLLI et al.,
2011), enquanto que no embrido muar, estes foram identificados no 17° dia de
gestacdo. Os corpos vertebrais foram observados no 38° dia de gestagdo do
embrido equino (FRANCIOLLI et al., 2011), e no 45° dia de gestacdo do embrido

muar. E a coluna vertebral ja esta formada no 63° dia de gestacdo de muar.

4.4 CONCLUSOES

As caracteristicas morfologicas das membranas extra-embriondrias ao longo do
desenvolvimento do concepto muar foram semelhantes as descritas nas outras
espécies do género Equus. No entanto, a cinta coribnica ndo estava presente, e 0
saco vitelino se apresentou desenvolvido, assim como o corddo umbilical no 40° dia
de gestacdo, nos conceptos muares. Muitas caracteristicas morfologicas foram
observadas primeiramente nos conceptos muares quando comparados aos
conceptos equinos. O desenvolvimento precoce dos conceptos muares pode estar

relacionados ao seu vigor hibrido
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Capitulo 4

DESENVOLVIMENTO DE FETOS EQUINOS CLONADOS DE GESTAC AO
GEMELAR
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5 INTRODUCAO

De acordo com o Ministério da Agricultura (MAPA, 2012), o Brasil possui cerca de
5,8 milhdes de cavalos, esta classificado como o maior rebanho na América Latina e
o terceiro mundialmente, perdendo somente para a China (8,2 milhdes) e México
(6,2 milhdes) (CNA, 2003). Somados aos muares (mulas) e asininos (jumentos) sao
8 milhdes de cabecas, movimentando R$ 7,3 bilhdes, somente com a producgdo de
cavalos (MAPA, 2012).

Devido a importancia do cavalo na pratica de diversos esportes e lazer houve o
crescimento mundial da equideocultura (MARIZ, 2008). O desenvolvimento de novas
técnicas reprodutivas possibilitou melhor aproveitamento dos animais, sendo a
transferéncia de embrido (TE) a ferramenta mais promissora para essa finalidade
(ARRUDA et al., 2001).

Contudo, técnicas como a superovulacédo, congelamento de embrides, fertilizacao
in vitro (FIV), injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) (LANGE-
CONSIGLIO et al., 2009; SMITS et al., 2012; ZANIBONI et al., 2012), transferéncia
de odcitos (HINRICHS, 2010), transferéncia intrafalopiana de gametas (GIFT) e
congelamento de odcitos, séo biotécnicas emergentes.

A transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) é um instrumento importante
na multiplicacdo de animais com genotipo Unico e para preservacao de espécies
ameacadas de extingdo. Essa técnica representa uma das mais extraordinarias
conquistas da pesquisa na area de biotecnologia do desenvolvimento (WILMUT et
al, 1997). Entretanto, apesar de possivel, a taxa de sucesso na clonagem de animais
superiores €, na maioria das vezes, inferior a 1% (SOLTER, 2000).

Em equideos, o primeiro sucesso na clonagem foi relatado em 2003 apds o
nascimento de trés muares a partir de células somaticas originadas de um feto com
45 dias de idade e transferidas a ovocitos maturados in vivo (WOODS et al., 2003).
No mesmo ano, na Italia, foi reportado o nascimento de uma potra clonada a partir
de célula de um animal adulto transferida a um ovocito maturado in vitro. Neste caso
a doadora de células somaticas também foi a receptora do embrido clonado, abrindo
novas perspectivas para o estudo das inter-relacbes materno-fetais (GALLI et al,
2003).
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A clonagem em equideos € extremamente dificil, pois 0os ovocitos ndo maturam
satisfatoriamente in vitro, diminuindo significativamente a disponibilidade de
citoplastos receptores de qualidade. Além disso, aparentemente as células equinas
apresentam baixas concentracdes de calcio intracelular, o que seria responsavel por
um baixo desenvolvimento in vitro dos embrides clonados (WOODS et al., 2003).

Contudo, a TNCS continua baixa devido aos processos complexos que envolvem
a combinacdo dos fatores biologicos e da técnica, que ndo estdo completamente
compreendidos (SOLTER, 2000), pois resulta em diversos problemas de
desenvolvimento embrionario (BORDIGNON et al., 2003), com alta taxa de
mortalidade perinatal e aborto (WILMUT et al., 1997; HILL et al., 1999; HEYMAN et
al.,, 2002). No entanto, ndo estda claro se estas falhas ocorrem devido a
reprogramacao dos nucleos somaticos ou se € intrinseco ao préprio processo de
clonagem (HAN et al., 2003).

Acredita-se que o0 uso da TNCS, promove 0 aumento na taxa de gémeos
monozigoticos devido a divisdo da massa celular interna apods a transferéncia, pois a
manipulacédo da zona pellcida pode originar um orificio pelo qual as células podem
herniar para, entdo, criar uma segunda massa celular interna ou constituir um novo
embrido (ROBERTS et al.,, 2015). Embora partos gemelares possam ocorrer na
reproducdo de equideos, estes ndo sdo frequentes. E o periodo de gestacdo pode
diminuir na gestacdo gemelar, sendo influenciado pelo tamanho dos conceptos e
das respectivas placentas (MACPHERSON; REIMER, 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento de conceptos equinos
clonados provenientes de gestacdo gemelar, comparando-os com conceptos
equinos nao clonados, e entre si, a fim de verificar se ha deficiéncia no seu

desenvolvimento.
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5.1 MATERIAL E METODOS

5.1.1 Producdo, coleta e mensuracdes dos fetos equ  inos clonados

A producdo dos conceptos clonados foi realizada através da TNCS. Apos a
retirada do citoplasma do odcito maturados in vitro ou coletados apds sua maturacao
in vivo, obteve-se um o0cito enucleado. Este odcito enucleado foi fusionado com a
célula somatica selecionada através de pulso elétrico ou quebra da membrana e
injecdo direta desta no citoplasma do odcito. Este o6cito recombinado e que contém
0 nucleo do doador genético foi ativado artificialmente. O nucleo transferido
descondensa e o0 6ocito comeca o0 desenvolvimento embrionario. Neste estudo
foram utilizados quatro conceptos clonados, sendo estes de gestacdo gemelares,
que foram interrompidas aos 40 e 60 dias de gestacado. Estes fetos foram coletados
no “Centre de Recherche en Reproduction Animale” (CRRA) da Universidade de
Montreal. Os conceptos foram dissecados de suas membranas extra-embrionarias e

fotografados com maquina digital (Nikon Coolpix P510)

5.1.2 Microscopia de luz

Os fetos clonados com 40 dias de gestacdo foram inteiramente fixados em
paraformaldeido 4% por um periodo de 24 horas. Enquanto que os fetos com 60
dias de gestacdo tiveram seus encéfalos dissecados, e os encéfalos foram, entéo,
fixados em paraformaldeido 4% por 24 horas. Em seguida, os fetos e os encéfalos
foram lavados, sob agitacdo, em solucao salina tamponada (PBS), trés vezes por 20
minutos cada. Apdés as lavagens o material foi acondicionado em cassetes
histoldgicos, colocados em alcool 70% e enviados para o Setor de Histopatologia da
Universidade de Montreal (UdeM), para continuacdo do processamento de acordo
com meétodos preconizados pela instituicdo (UdeM). Assim, recebemos as laminas
histol6gicas coradas com HE e estas foram fotografadas em microscépio com

camera digital (Nikon Eclipse 80I).
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5.2 RESULTADOS

5.2.1 Desenvolvimento de fetos equinos clonados de gestacao gemelar

Macroscopicamente, os fetos equinos clonados com 40 dias de gestacao
apresentaram pequena diferenca (10%) em relacdo ao seu comprimento. O feto
menor apresentou 2,0 cm de comprimento, e 0 maior 2,2cm. Ambos apresentaram
as mesmas estruturas: vesiculas embrionarias secundarias: telencéfalo, diencéfalo,
mesencéfalo e metencéfalo, bem como a medula espinhal, os membros toracicos e
pélvicos, e a vesicula optica ja pigmentada (Figura 28A).

Microscopicamente, foram observadas no feto maior estruturas da coluna
vertebral que n&do foram visualizadas no feto menor. Contudo, isto pode ter ocorrido
devido a utilizacdo de cortes histologicos em diferentes profundidades (Figura 28B e
C). As demais estruturas do SNC apresentaram o0 mesmo aspecto nos dois fetos,
com excecdo do plexo cordide. O telencéfalo, o0 mesencéfalo, a ponte, a medula
oblonga, as vértebras cervicais, as vértebras toracicas, as vértebras lombares e as
vértebras caudais também foram observados. Outros 6rgdos também puderam ser

identificados, tais como, o coracao, o pulmao, o figado e a lingua (Figuras 28B e C).



Figura 28 -

Conceptos equinos clonados em gestacdo gemelar (40 dias).
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Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Feto maior (A) Notar a presenca das vesiculas cerebrais secundarias: telencéfalo (Tel), Diencéfalo
(Die), Mesencéfalo (Mes), metencéfalo (Met), bem como da medula espinhal (ME). A vesicula 6ptica
(VO) encontra-se pigmentada. Devido a pele translicida foi possivel observar o figado (Fig). E os
membros toracicos (MT) e pélvicos (MP) ja estdo mais desenvolvidos. B e C) Na microscopia de luz
foram observadas as estruturas das vesiculas cerebrais: telencéfalo (Tel) e mesencéfalo (Més). Na
porcédo do metencéfalo observou-se o plexo cordide (PC) no quarto ventriculo (IV Ve), e a ponte (Po).
E na porgcdo do mielencéfalo, observou-se a medula oblonga (MO). Quanto a formacédo da coluna
vertebral, observou-se as vértebras cervicais (VeC), as vértebras toracicas (VeT), e as vértebras
lombares (VelL).Também foram identificados alguns 6rgaos, tais como, lingua (Lin), coragcdo (Cor),
pulméo (Pul) e figado (Fig). C) Os retangulos I, Il e Il representam por¢des da coluna vertebral que
serdo detalhadas na Figura 30.
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A principal diferenca microscopica, no desenvolvimento do SNC dos fetos com 40

dias de gestacdo, estd no tamanho do plexo cordide no quarto ventriculo. O plexo

cordide se encontra mais desenvolvido no feto maior, quando comparado ao feto

menor (Figura 29A e B). A parede do ventriculo lateral do telencéfalo apresentou as

mesmas camadas teciduais, denominadas zonas ventriculares e subventricular, em

ambos os fetos (Figura 29C e D). E o mesencéfalo ndo apresentou diferenca entre
eles (Figura 29E e F).
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Figura 29 - Microscopia do Sistema Nervoso Central dos fetos equinos clonados em gestacdo
gemelar (40 dias).
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Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Feto maior na coluna da esquerda (A, C e E), e feto menor na coluna da direita (B,D e F). A
e B) Notar a diferenca no desenvolvimento do plexo cordide (PC) no quarto ventriculo (IV
Ve). C e D) Ambos apresentaram as zonas ventricular (ZV) e subventricular (ZSV) na
parede do ventriculo lateral (VL) do telencéfalo (Tel). E e F) Observar a semelhanca do
mesencéfalo (Mes) nos fetos.

No detalhamento histolégico das porcdes destacadas pelos retangulos na figura
8B, foi possivel observar o ganglio da raiz dorsal das vértebras toracicas craniais e
caudais, bem como das vértebras caudais. Os primérdios de cartilagem da cabeca
das costelas proximos as vértebras toracicas craniais e caudais também foram
observados. E na regido das vértebras toracicas craniais, notou-se o0

desenvolvimento do esterno (Figuras 30A-C).
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Figura 30 - Estruturas da coluna vertebral do feto equino clonado em gestacédo gemelar (40 dias).

AT
3 §
5 Ll B T AR e e
b (Hoe Lt 3 : . 4 ",‘
7 =
T i -
% "walum ek ot PCC il ‘ -PCC ;
VeT 55 e o T SRR G e
3 %
PCC /i
Cos ' "C 111
: o VeCau
A 3 el ]
Est
]

T 1 3 4 %

Fonte: Rigoglio (2016)

Legenda: Al) Porcao das vértebras toracicas (VeT) craniais, demonstrando a presenca do ganglio da
raiz dorsal (GRD), do primérdio da cartilagem da cabega das costelas (PCCCos), e do
esterno (Est). Bll) Porcéo das vértebras toracicas (VeT) caudais, demonstrando a presenca
do ganglio da raiz dorsal (GRD) e dos primordios da cartilagem da cabeca das costelas
(PCCCos). CIll) Porcao das vértebras caudais (VeCau), demonstrando a presenca do
ganglio da raiz dorsal (GRD).

Embora os fetos equinos clonados gémeos com 60 dias de gestacdo tenham
apresentado diferenca de tamanho (36%), 0 menor com 7cm e 0 maior com 9,5cm,
notou-se, macroscopicamente, a presenca das mesmas estruturas corpéreas. A
cavidade oral e as narinas estdo bem desenvolvidas; as vesiculas Opticas estédo
pigmentadas, e as costelas estdo bem visiveis. Nesta idade gestacional ainda foi
observado o figado devido a pele translicida. Os membros toracicos e pélvicos

estdo bem desenvolvidos e apresentam formacéo do casco. (Figura 31A).



117

Os fetos apresentaram menor diferenca entre tamanho dos cérebros (24%),
sendo que o de menor tamanho apresentiou 2,1cm e o de maior tamanha 2,6cm.
Contudo, os cérebros continuam com caracteristicas lisencefélicas e girencefalicas,
pois ainda ndo possuem sulcos e circunvolucdes. E as estruturas cerebrais sdo as
mesmas para ambos. Na vista dorsal, foram observadas as vesiculas cerebrais
secundarias: telencéfalo (hemisfério cerebral); diencéfalo; mesencéfalo; metencéfalo
(cerebelo); mielencéfalo (medula oblonga) (Figura 31B).

No corte longitudinal, na por¢céo do telencéfalo, foi observado o bulbo olfatorio e o
hemisfério cerebral. Na por¢cdo do diencéfalo, o talamo estava visivel. O aqueduto
estava presente na porcdo do mesencéfalo. A ponte, o cerebelo e o quarto
ventriculo estavam na porcdo do metencéfalo, enquanto que a medula oblonga
estava visivel na por¢cao do mielencéfalo (Figura 31C).

Na vista dorsal, as vesiculas cerebrais continuam sendo observadas telencéfalo,
diencéfalo e mesencéfalo. Enquanto que no metencéfalo observou-se o cerebelo e a

ponte; e a medula oblonga no mielencéfalo (Figura 31D).
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Figura 31 - Desenvolvimento fetal e do cérebro de fetos equinos clonados em gestacdo gemelar
(60 dias).
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Legenda: A) Notar a diferenca no tamanho dos fetos equinos clonados gémeos. Ambos apresentaram a vesicula
optica (VO) pigmentada. Os membros toracicos (MT) e pélvicos (MP) ja estdo bem desenvolvidos e
com a presenca do casco. As costelas (Cos) ja estdo bem perceptiveis e o figado (Fig) ainda esta
visivel, bem como ha formacé&o da cavidade oral (CavOr) e das narinas. B) Vista dorsal dos cérebros
dos fetos equinos clonados. Notar a presenca do telencéfalo (Tel), também denominado de
hemisfério cerebral (HC), do diencéfalo (Die), do mesencéfalo (Mes), do cerebelo (Ce) e da medula
oblonga (MO). C) Corte longitudinal do cérebro dos fetos equinos clonados. Notar a presenca do
bulbo olfatério (BO), do hemisfério cerebral (HC), do tdlamo (Ta), do agueduto (Aq), da ponte (Po),
do cerebelo (Ce), do quarto ventriculo (IV Ve) e da medula oblonga (MO). D) Vista dorsal do cérebro
dos fetos equinos clonados. Notar a presenca do hemisfério cerebral (HC), do diencéfalo (Die), do
mesencéfalo (Mes), da ponte (Po), do cerebelo (Ce) e da medula oblonga (MO).
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Com o crescimento dos fetos e com o desenvolvimento do SNC, as estruturas da
parede do ventriculo lateral tornaram-se mais complexas. A zona ventricular é a
regido de proliferacdo das células nervosas. Subseqiente a esta, tem-se a zona
subventricular, que possui caracteristica neurogénica, possibilitando a auto-
renovacdo no cérebro de individuos adultos. A zona intermediaria esta localizada
entre a zona subventricular e a placa cortical. A existéncia da substancia branca
nessa area ocorre devido a migracdo de neurénios que foram formados na zona
ventricular, e esta presente apenas durante a corticogénese, portanto, nos
individuos adultos formara a substancia branca. A zona marginal antecede o cortex
motor, que € a camada mais exterior (Figura 32A e B)

Da mesma maneira que os outros dois fetos clonados com 40 dias de gestacao,
os fetos com 60 dias também apresentaram diferenca no desenvolvimento do plexo
cordide. Ou seja, o plexo coréide é mais desenvolvido no concepto maior. Contudo,
as estruturas que compdem o plexo corbide sdo semelhantes em ambos: tecido

conjuntivo, vasos sanguineos e epitélio cuboidal. (Figura 32C-F)
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Figura 32 - Estruturas do cérebro dos fetos equinos clonados em gestacao gemelar (60 dias).

Legenda: A e B) Parede do ventriculo lateral (VL) apresentando o cortex motor (CM), a zona marginal
(ZM), a placa cortical (PC), a zona intermediaria (ZI) com presenca da substancia branca
(SB), a zona subventricular (ZSV) e a zona ventricular (ZV). C e D) Presenca do plexo
cordide (PC) no quarto ventriculo (IV Ve). E e F) O plexo coréide possui epitélio cuboidal
(EpCu), e apresenta tecido conjuntivo (TC) e vasos sanguineos (asteriscos).
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5.3 DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, as técnicas de reproducéo assistida (TRA) progrediram da
inseminacdo artificial (IA) para a transferéncia de odcitos (TO), injecdo
intracitoplasmatica de espermatozéide (ICSI), e transferéncia nuclear de células
somaticas (TNCS) (COUTINHO da SILVA, 2008).

Embora ao longo dos anos o nascimento de outros potros clonados a partir da
TNCS (LAGUTINA et al., 2005; HINRICHS et al., 2006; HINRICHS et al., 2007
GAMBINI et al., 2012) tenham demonstrado e confirmado a reprodutibilidade, bem
como o estabelecimento desta técnica em equinos (HINRICHS et al., 2006), o uso
desta técnica ainda é dificil nesta espécie. Particularmente devido a baixa
disponibilidade de citoplasma adequado para a transferéncia nuclear.

Contudo, atualmente, passou a apresentar potencial clinico devido a eficiéncia
crescente da clonagem nesta espécie. A taxa de prenhes € menor e a morte
embrionaria € maior nos embrides clonados que foram capazes de comecar a
clivagem e se desenvolver até o estagio de blastocisto, em relagdo a gestacdo
normal (LANDIM-ALVARENGA et al., 2008).

Uma série de anomalias foi encontrada nas diversas espécies clonadas, no
entanto, em nosso estudo ndo foram observadas anomalias. As principais anomalias
encontradas sdao: disfuncdo das fibras mitdticas (SIMERLY et al., 2003),
anormalidade cromossdmica (BOOTH et al., 2003), bem como baixo namero de
células na massa celular interna. Também foram observadas disfun¢éo respiratoria,
deficiéncia imunologica, anormalidades cardiacas e vasculares, “falhas” renais,
congestao hepatica e fibrose (HILL et al., 1999; RENARD et al., 1999; CHAVATTE
PALMER et al., 2002; CIBELLI et al., 2002).

As anormalidades mais comuns dos potros clonados sdo: sindrome da ma
regulacdo neonatal, umbigo remanescente alargado, e deformidades angulares no
membro toracico, que sdo similares aos problemas descritos nos bovinos clonados.
Em contraste, a sindrome da prole grande e anormalidades macroscopicas das
membranas fetais que séo descritas nos bovinos clonados n&o foram relatados nos
potros clonados (JOHNSON, HINRICHS, 2015).

A maioria das perdas gestacionais ocorre no inicio da gestacao, antes do 50° dia.

Assim tém-se menos problemas no nimero e no manejo das receptoras, que podem
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ser re-utilizadas. O desenvolvimento a termo da gestacao de clones equinos é baixo
como nas outras espécies. Além disso, o potro e a sobrevivéncia deste sdo normais,
e nao foram relatados problemas semelhantes aos bovinos, como por exemplo,
hidropsia, hiperplasia da placenta e sindrome da prole grande (GALLI et al., 2013). A
maioria dos potros € normal ou precisam de uma menor assisténcia ao nascer
(JOHNSON et al., 2010), o que pode fazer dessa espécie um modelo interessante
para entendermos 0s mecanismos da clonagem nas demais espécies.

Em dois fetos gerados a partir da TNCS, que foram abortados com 180 dias de
gestacdo, foi observada uma estrutura cistica no corddo umbilical, parecida com
uma dilatacdo do Uraco, e este estava preenchido com liquido alantéico. Outros dois
fetos a termo com 344 e 329 dias nasceram. No entanto, o primeiro faleceu apés 40
horas do seu nascimento devido a uma intensa diarréia e consequente septicemia.
Mas nao foram observadas anormalidades morfologicas na necropsia. E o outro feto
se desenvolveu sem problemas (LAGUTINA et al., 2005)

Outro aspecto que deve ser entendido € que o potro clonado ndo sera uma
coOpia exata do cavalo original. Baseado em gémeos espontaneos e a baixa
producdo de gémeos idénticos, € sabido que o ambiente intra-uterino afeta no
tamanho do potro ao nascimento, e também no tamanho do individuo adulto e o
fendtipo, pois o animal clonado freqlientemente ndo tem o mesmo “revestimento”
que o animal doador (LANDIM-ALVARENGA et al., 2008).

Relatou-se a producdo de gémeos monozigdticos em equinos a partir da
transferéncia do embrido recuperado in vivo (MANCIL et al., 2011; SPER et al.,
2012). No entanto, houve apenas uma breve notificagdo de gémeos monozigoticos
resultantes da transferéncia de um uanico blastocisto equino produzido por ICSI.
Neste relato, os fetos foram abortados no 76° dia de gestacdo, e a analise do DNA
confirmou que eram gémeos monozigoéticos (LI; MORRIS; ALLEN, 2001).

Mais recentemente, relatou-se a producédo de gémeos monozigoticos a partir da
transferéncia de um embrido produzido in vitro obtido através da ICSI. Contudo os
fetos morreram aos 49 dias de gestacéo cuja causa foi desconhecida (ROBERTS et
al., 2015). No entanto, postulou-se que a morte espontanea de ambos os fetos apos
os 45 dias de gestacdo ocorra devido ao aporte sanguineo comprometido, sendo
resultado da insuficiéncia corio-alantdica e a inadequacao da placenta em suportar o
crescimento continuo dos fetos (GINTHER, 1998).
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5.4 CONCLUSOES

Embora os fetos das gestacées gemelares apresentem uma pequena diferenca
de comprimento aos 40 dias de gestacéo, esta diferenca passou a ser maior aos 60
dias de getacdo. No entanto, isto ndo influenciou na morfologia dos fetos. O
desenvolvimento do sistema nervoso central foi semelhantes ao dos fetos equinos,
com excecdo do plexo cordide ser mais desenvolvidos nos fetos com maior

comprimento.
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