UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

Natana Chaves Rabelo

AVALIACAO DE EXTRATOS VEGETAIS DE Azadirachta indica
A. Juss COMO INIBIDORES REVERSIVEIS DO CICLO CELULAR
DE FIBROBLASTOS BOVINOS

Juiz de Fora

2015



NATANA CHAVES RABELO

AVALIACAO DE EXTRATOS VEGETAIS DE Azadirachta indica
A. Juss COMO INIBIDORES REVERSIVEIS DO CICLO CELULAR
DE FIBROBLASTOS BOVINOS

Dissertacdo de Mestrado do Curso
de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Biolégicas, para obtencdo do Titulo
de Mestre em Ciéncias Bioldgicas na

area de Genética e Biotecnologia.

Orientador: Luiz Sérgio de Almeida Camargo

Juiz de Fora

2015



Ficha catalografica elaborada através do Programa de geracao
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Rabelo, Natana Chaves

Avaliagdo de extratos vegetais de Azadirachta indica A.
Juss como inibidores reversiveis do ciclo celular de
fibroblastos bovinos / Natana Chaves Rabelo. -- 2015.

90 p.

Orientador: Luiz Sérgio de Almeida Camargo

Dissertagdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Juiz de Fora, Instituto de Ciéncias Bioldgicas. Programa de P&s-
Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas: Imunologia e Genética, 2015.

1. Ciclo celular. 2. Transferéncia Nuclear de Célula
Somética. 3. Azadirachta indica. I. Camargo, Luiz Sérgio de
Almeida, orient. II. Titulo.




NATANA CHAVES RABELO

«Avaliagio de extratos vegetais de Azadirachta indica AJuss como

inibidores reversiveis do ciclo celular de fibroblastos bovinos ”

Aprovada em:

Dissertacdo de Mestrado submetida a
banca examinadora do Curso de Poés-
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas -
Enfase em Genética e Biotecnologia, da
Universidade Federal de Juiz de Fora,
como parte dos requisitos necessarios
para obtengcdo do Grau de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas.

Ed | ol | 2§

BANCA EXAMINADORA:

e e
e b T

Prof. Dr. Luiz Sérgio de Almeida Camargo
Orientador
EMBRAPA

%m‘revc\,

Prof.2 Dr.2 Nadia Rézejnde Barbosa Raposo
Membro Interno

Universidade Federal de Juiz de Fora

2

7
Prof.? Dr.? WanesSsa Aratjo Carvalho

Membro Externo
EMBRAPA



AGRADECIMENTOS

A CAPES pela concesséo da bolsa de estudo.

Ao CNPq pelo financiamento e auxilio & pesquisa.

A EMBRAPA e UFJF por tornar este trabalho possivel.

Ao Prof. Dr. Luiz Sérgio, pela orientacdo em todo esse periodo, pela
confiangca em mim depositada para a execucao deste projeto, e por me auxiliar nos
momentos de duvidas, insegurancas e dificuldades. Obrigada pelos ensinamentos e
por tornar este trabalho possivel.

A Profa. Nadia, pela colaboracédo no projeto, por fornecer os extratos do Nim
para a realizacdo dos experimentos, pelos conselhos e pela ajuda sempre que
possivel.

A Carolina Capobiango, por toda a ajuda desde a graduacdo. Por ter
compartilhado comigo cada etapa desde trabalho, por estar sempre disponivel para
me auxiliar, pela companhia nas madrugadas de experimento, pelos inUmeros cafés,
enfim...por todo o esforco dispensado. Este trabalho é nosso e, depois de longos

anos e muito esforco, nasceu!

A equipe do Laboratério de Reproducdo Animal da Embrapa Gado de Leite,
por todo este tempo de convivéncia e pelos ensinamentos que cada um me
transmitiu. Joel, Myro, Lilian, Bruno, Michele, Jodo Henrique, Sabine: N&o sé este
trabalho, mas também o meu crescimento profissional teve a contribuicao de cada
um de vocés. Aos graduandos e poés-graduandos que dividiram comigo todas as
preocupacdes e frustragbes do dia a dia...e, claro, o0s momentos de brincadeiras e
descontragdo também! Fernanda, Jasmin, Ivan, Savio, Thiago, Deividy, e as
meninas do “Tuplaftchuplat’, Carolzinha, Eliza, Thamiris, Vivian e Loriane. Vocés
fizeram parte desta conquista, seja através da ajuda nos experimentos, na escrita,
na elaboracdo dos graficos ou, simplesmente, por ouvirem minhas queixas e

lamentacdes a cada experimento que nao deu certo (que nao foram poucos!).

Ao meu pai, Galileu, minha mae, Denize, e minha irm&, Aline. A caminhada
fica muito mais facil com vocés ao meu lado. Todo o apoio, todas as palavras de
incentivo ditas nas horas certas, todas as vibracfes a cada etapa a ser vencida,



compartilhando comigo cada momento, sem medir esfor¢cos para me auxiliar no que
fosse preciso. Obrigada por tudo, por me ajudarem a me tornar uma pessoa melhor
a cada dia, por guiarem pelo melhor caminho e por todo o amor que me déo! Amo
VOcés!

Ao Hérman, pelo companheirismo desde o inicio, por torcer sempre para que
tudo desse certo, independente de qual caminho escolhesse. Saber que podia
(posso!) contar com vocé foi muito importante para que conseguisse chegar até
aqui. Agradeco seu carinho, sua paciéncia e sua compreensdo! Mais uma etapa
vencida com vocé ao meu lado!

Aos amigos, em especial a Carol, Ju, Thais, Lyninha, Clara, Maysa e L&, que
estiveram sempre ao meu lado, que me ajudaram em todos 0os momentos e
estiveram sempre torcendo por mim.

Aos familiares que, mesmo distantes, torceram e vibraram para que eu
chegasse até aqui e compreenderam meus momentos de auséncia.

Aos funcionarios e estudantes dos laboratorios de Genética Molecular e
Genética Vegetal, pelo auxilio nas andlises e disponibilizacdo de equipamentos e
materiais.

Enfim, a todos que contribuiram para que eu pudesse concluir esta etapa.



RESUMO

Erros na reprogramacdo epigenética no embrido reconstruido pela técnica de
Transferéncia Nuclear de Célula Somatica (TNCS) reduzem sua taxa de sucesso. A
sincronizacéo do ciclo do odcito receptor com o da célula doadora foi descrito como
um dos principais fatores que contribuem para uma reprogramacdo adequada.
Extratos da planta Azadirachta indica A. Juss (Nim) demonstraram potencial para
inibir o ciclo de células cancerigenas e o crescimento de tumores, 0 que levou a
hipotese de que ele pode ser efetivo, também, em células sométicas doadoras de
nacleo para a clonagem. O presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos de
extratos de Nim sobre o ciclo de fibroblastos bovinos, bem como verificar se tais
tratamentos diminuem a viabilidade das células ou alteram a expresséo de genes de
estresse e apoptose. Foram testadas quatro concentragbes (50, 100, 200 e 300
Mg/mL) dos extratos aquoso, etandlico e hexanico, por 12 ou 24 horas de exposicao,
utilizando um controle positivo (soroprivagcéo) e um controle com O pg/mL. A inibi¢do
do ciclo e a reversibilidade foram analisadas por Citometria de Fluxo, a expresséo
dos genes HSP70.1A, HSBP1, HSP27.P1, BAX, BCL-2 e WNT5A avaliada por PCR
em tempo real e a viabilidade celular por Azul de Tripan. Os resultados foram
submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Student Newman
Keuls, com valores de P<0,05 considerados significativos. Os tratamentos de 100 e
200 pg/mL do extrato etandlico, por 24 horas de exposi¢éo, foram os Unicos capazes
de sincronizar o ciclo das células em GO/G1 de forma reversivel (88,59 + 0,26% e
88,36 £ 0,32%, respectivamente), quando comparadas ao controle com O pg/mL
(81,89 + 0,43%), apresentando reducdo de células em GO/G1 dentro das 12 horas
seguintes a exposicdo ao extrato. Apenas para estes tratamentos, portanto, foi
realizada a andlise de viabilidade celular e expressdo génica. Para o grupo de
fibroblastos tratados com 200 pyg/mL houve reducéo da viabilidade (50,16 + 2,76%)
em relacdo aos demais, que foram semelhantes (P>0,05) entre si. Para os dois
tratamentos correu sub-expressdo da maior parte dos genes, com excecdo de
HSP27 para 100 pg/mL e HSP70 para 200 pg/mL, quando estes foram comparados
ao controle com O ug/mL. Com isso, conclui-se que, dentre os tratamentos testados,

o melhor seria 0 extrato etandlico, a 100 ug/mL, por 24 horas de exposi¢éo.



Portanto, este tratamento tem potencial para ser testado na producdo de embrides

pela técnica de TNCS e contribuir para melhorar sua eficiéncia.
Palavras-chave: Sincronizagéo celular. Citometria de Fluxo. Transferéncia Nuclear

com Célula Somatica.



ABSTRACT

Errors in epigenetic reprogramming in reconstructed embryos by technique Somatic
Cell Nuclear Transfer (SCNT) reduce your success rate. The synchronization of the
receiver oocyte cycle with the donor cell was described as one of the main factors
that contribute to an appropriate reprogramming. Extracts of Azadirachta indica A.
Juss (Neem) have demonstrated potential to inhibit the cell cycle of cancerigens cells
and growth of tumors, which led to the hypothesis that it may be effective also in
nucleus donor somatic cell for cloning. This study aimed to evaluate the effects of
Neem extracts on cell cycle of bovine fibroblasts and verify if these treatments reduce
the viability of cells and change the expression of stress and apoptosis genes. Were
tested four concentrations (50, 100, 200 and 300 pug/mL) of the aqueous, ethanolic,
and hexane extract, by exposure to 12 or 24 hours, using a positive control (inhibition
serum starvation) and a control with O pg/ml . The inhibition and reversibility of cycle
were analyzed by Flow Cytometry, the expression of genes HSP70.1A, HSBP1,
HSP27.P1, BAX, BCL-2 and WNT5A evaluated by real-time PCR, and cell viability by
Trypan Blue. The results were subjected to analysis of variance and means were
compared by the Student Newman Keuls test, with values P<0.05 considered
significant. The treatments of 100 and 200 pg/ml of the ethanol extract, for 24 hours
of exposure, were able to synchronize the cell cycle in the GO/G1 (88,59 + 0,26% and
88,36 + 0,32%, respectively), compared to the control with 0 pg/ml (81.89 + 0,43%),
being the only ones that were reversible, returning to cycle within 12 hours after the
removal of extract. Just these treatments, therefore, cell viability and gene
expression analysis was performed. For the group of fibroblasts treated with 200
pHg/mL was reduced the viability (50,16 + 2,76%) compared to the others, which were
similar (P>0.05) between them. For both treatments ran under expression of most
genes, with the exception of HSP27 to 100 pg/mL and HSP70 to 200 pg/mL, when
they have been compared to the control with O pg/mL. In conclusion, among the
treatments tested, the best was the ethanol extract, 100 pg/mL, for 24 hours of
exposure. Therefore, this treatment have potential to be tested in the production of
embryos by SCNT technique and helping to improve their efficiency.

Keywords: Cell Syncronization. Flow Citometry. Nuclear Transfer with Somatic Cell.
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1 INTRODUCAO

A compreensdo dos aspectos moleculares e bioquimicos relacionados ao
controle da proliferacdo celular € importante tanto para o estabelecimento de
alternativas para o tratamento de tecidos cancerigenos (ELUMALAI et al., 2012),
quanto para a sincronizacao do ciclo de células doadoras de nucleos para a técnica
de transferéncia nuclear de célula somética (TNCS) em animais (OBACK e WELLS,
2004).

A TNCS é uma técnica que tem potencial para contribuir na pesquisa basica
através da investigacdo dos processos celulares de desenvolvimento e de
reprogramacdo nuclear (HEYMAN, 2005), para fornecer um método mais eficiente
na geracao de animais transgénicos (CIBELLI et al., 1998; LEE et al., 2005) e para
auxiliar na multiplicacéo de animais de maior valor genético ou de espécies em risco
de extingdo (WELLS et al.,, 1998). Mais recentemente, vislumbrou-se, ainda, a
utilizacdo da técnica para o desenvolvimento de terapias paciente-especificas,
denominada “clonagem terapéutica” (YANG et al., 2007; TACHIBANA et al., 2013).
Entretanto, mesmo com todas estas perspectivas, a taxa de sucesso da técnica, a
nivel global e em animais domésticos, ainda € muito baixa, em torno de 1-3% de
eficiéncia (WHITWORTH e PRATHER, 2010).

A utilizacdo de bovinos para estudos genéticos auxilia no entendimento dos
processos bhioldégicos e moleculares envolvidos no desenvolvimento de embrides.
Esta é uma das espécies de maior similaridade genética com humanos, estimando-
se que o gado compartilhe cerca de 80% do seu genoma com 0s seres humanos
(ELSIK, TELLAM e WORLEY, 2009) o que o faz ser um modelo experimental
alternativo e bastante atrativo.

Uma das grandes dificuldades encontradas apds a transferéncia de um
nacleo somatico para um odcito receptor € a reprogramacao epigenética e a
ativacdo dos genes de pluripoténcia, que sao essenciais para o desenvolvimento do
embrido (BOIANI et al., 2002). Quando a célula se encontra em estagio GO, ou inicio
de G1, a cromatina se apresenta mais condensada e a atividade transcricional é
reduzida, o que tornaria 0 genoma mais permissivel a uma reprogramacao nuclear e

a responder melhor aos sinais enviados pelo citoplasma receptor, aumentando a
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chance de um desenvolvimento embrionario adequado (OBACK e WELLS, 2004).
Vérios trabalhos relacionaram o uso de células doadoras quiescentes com o
sucesso da técnica (WILMUT et at., 1997; KORFIATIS et al., 2001; KASINATHAN et
al., 2001).

Entre os métodos mais utilizados para inibir reversivelmente a proliferacédo as
células doadoras de nucleo em GO/G1, se destacam a soroprivacdo e a confluéncia
celular (inibicdo por contato) (WILMUT et al.,, 1997; HAYES et al., 2005). Alguns
agentes quimicos, como a roscovitina, olomoucina (ALESSI et al., 1998),
estaurosporina (TOLEDO e LYDON, 1997) e butirolactona (BLOOM e PAGANO,
2002) também sdo frequentemente utilizados. No entanto, os maiores desafios
enfrentados por estes métodos sao a resisténcia de uma subpopulagéo de células a
inibicdo do ciclo e o fato de ocorrer inducdo de fragmentacdo no DNA das células
expostas aos tratamentos, com a reducdo da sobrevivéncia celular (KUES et al.,
2000). Deste modo, a busca por novos métodos que sejam eficientes em sincronizar
o ciclo de células sométicas em GO/G1, sem interferir na viabilidade das mesmas,
continua sendo um desafio para as pesquisas nesta area.

Plantas medicinais tém recebido bastante atencdo da comunidade cientifica,
pela possibilidade de fornecerem componentes que sejam efetivos contra doencas e
gue atuam diretamente em processos biolégicos. A planta Azadirachta indica A. Juss
(Nim) é de origem indiana, pertencente a familia Meliaceae e é conhecida como uma
das plantas medicinais mais versateis, por apresentar um amplo espectro de
atividades biolégicas (SUBAPRIYA e NAGINI, 2005). Atualmente, a arvore de Nim
esta distribuida pela Asia, Africa e outras regibes tropicais do mundo (GIRISH e
SHANKARA, 2008).

Mais de 140 compostos bioativos ja foram isolados de diferentes partes do
Nim (BISWAS et al.,, 2002), mas as folhas s&o detentoras da maior parte destas
propriedades (SUBAPRIYA e NAGINI, 2005). Os compostos biolégicos delas
extraidos tém demonstrado atividade bactericida (KOUL et al., 2009), fungicida
(POLAQUINI et al., 2006), inseticida e pesticida (BRAHMACHARI, 2004), entre
outras. Na Ultima década, extratos de suas folhas demonstraram efeito
antiproliferativo em células cancerigenas e inibiram o crescimento de alguns tumores
(BARAL e CHATTOPADHYAY, 2004; KUMAR et al., 2006; ROY et al., 2007;
ELUMALAI et al., 2012). Kumar et al. (2010) sugeriram que este efeito tenha sido
provocado pela reducdo de ciclinas necessarias para 0 avanco do ciclo da fase G1
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para S, e pelo acumulo das proteinas p53 e p21 que, por sua vez, atuam como
inibidoras do ciclo. Portanto, extratos das folhas de Nim poderiam ser igualmente
eficientes na inibicdo do ciclo de outros tipos celulares, como fibroblastos bovinos,

visando sua utilizacdo na clonagem.

1.1 UM BREVE HISTORICO DA CLONAGEM

Inicialmente, a clonagem, ou transferéncia nuclear (TN), surgiu como um
método para estudar mecanismos envolvidos na diferenciacado celular (ROBL, 1999).
Um dos primeiros trabalhos na area foi realizado por Briggs e King (1952), através
da retirada do nucleo de odcitos de ra (Rana pipens), aspiracdo de células de
blastulas com o auxilio de uma micropipeta e posterior fusdo das duas. Foram
reconstruidos 197 embrides, sendo que 27 destes se desenvolveram até o estagio
de girino. O trabalho abriu caminho para testes em outras espécies, chegando a ser
alcancado com sucesso em mamiferos em 1981, por llmensee e Hoppe, com o
nascimento de trés camundongos clones, utilizando, também, células embrionéarias
como doadoras de nucleo. Posteriormente, o mesmo método foi utilizado para
produzir clones em caprinos (WILLASDEN et al., 1986), bovinos (ROBL et al., 1987)
e suinos (PRATHER, SIMS e FIRST, 1989).

Entretanto, a pequena quantidade de células (blastbmeros) disponiveis e a
baixa taxa de desenvolvimento embrionario, limitaram o avanco da técnica. A
necessidade do conhecimento do estagio do ciclo da célula doadora no momento da
transferéncia trouxe, ainda, mais um obstaculo (SMITH, WILMUT e HUNTER, 1988;
RITCHIE, 2006). Varios grupos iniciaram, entdo, uma intensa busca por outros tipos
celulares que pudessem ser utilizados como doadores de nucleo, visando sua
manutencdo em cultura e a possibilidade de controlar o ciclo das células.

A producéo de um clone utilizando células diferenciadas adultas foi alcancada
com sucesso por Campbell et al. (1996b), com o nascimento da ovelha Dolly. Foram
utilizadas células da glandula mamaria como doadoras de nucleo, demonstrando,

portanto, que este tipo de célula somatica também poderia ser reprogramado para
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um estado indiferenciado, suportando o desenvolvimento completo de um individuo.
Posteriormente, varias espécies de mamiferos foram clonadas utilizando células
somaticas, 0s quais se destacam trabalhos com bovinos (KUBOTA, 2000;
KASINATHAN et al., 2001), suinos (KUES et al., 2000) e murinos (WAKAYAMA e
YANAGIMACHI, 2001).

Aspectos indesejaveis sdo observados frequentemente em clones, em geral,
como a ocorréncia de hidroalantdides, maior incidéncia da Sindrome do bezerro
grande, anomalias placentarias que levam a problemas no desenvolvimento dos
fetos e perdas pronunciadas na segunda metade da gestacao (WELLS, 2005). A TN,
a partir de blastbmeros, parece apresentar maior eficiéncia em termos de niamero de
embrides transferidos e taxa de natalidade, além de gerar individuos com menos
alteracbes (ONO e KONO, 2006). Entretanto, células somaticas provenientes de
tecidos adultos poderiam ser utilizadas para aumentar a quantidade de embrides
reconstruidos, devido a possibilidade de multiplicacdo em cultura e criopreservacéo.
Desta forma, o numero de animais produzidos por cada linhagem celular seria
praticamente ilimitado (ALVAREZ, 2009).

As anormalidades observadas em clones se apresentam em decorréncia de
erros na reprogramacao nuclear (como sera discutido no tépico seguinte), que
ocorre de forma mais drastica em células adultas diferenciadas do que em células
embrionarias (NIEMANN et al., 2008). Por isso, células tronco embrionarias também
foram indicadas como possiveis doadoras de nucleo (WILMUT et al., 1992), por
apresentarem a vantagem do estado menos diferenciado e da possibilidade de
multiplicacao in vitro. Wakayama et al., (1999) utilizaram duas linhagens diferentes
de células tronco embriondrias ja estabelecidas, gerando um total de 31
camundongos clones, com 14 nascidos saudaveis. Estes resultados foram
importantes para murinos, entretanto, em animais de produ¢do, como bovinos, ainda
ndo foi possivel isolar células tronco embriondrias verdadeiras, e a grande
dificuldade de caracterizacdo bioldgica e de manutencdo em laboratérios, limita a
utilizacéo deste tipo celular para estes animais (CAMPBELL, 2005).

As células somaticas tém sido mais utilizadas na reconstrucdo de embrides
por TN em bovinos. No entanto, as células devem ser cultivadas por curtos periodos
de tempo, entre passagens de 1 e 10 (LI et al., 2003). Isto porque o cultivo in vitro
pode danificar o material genético, sendo que a porcentagem de aneuploidia em
células cultivadas tende a aumentar de acordo com o periodo de cultivo
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(FRESHNEY, 2000). Ou seja, quanto mais passagens celulares, maior o risco de
ocorréncia de alteracbes cromossGmicas e genéticas em cultivo in vitro,0 que
poderia reduzir as chances de sucesso da técnica de TNCS.

Cada etapa da técnica de TNCS € de extrema importancia, e envolve,
resumidamente, a enucleacao do odcito receptor estacionado em metafase Il a partir
da remocéo da regido que contém a placa metafasica; obtencéo e cultivo prévio de
células sométicas do animal doador; fusdo do odcito enucleado com a célula
doadora de nucleo; ativacdo partenogenética; cultivo in vitro e transferéncia do
embrido para a fémea receptora (Figura 1) (HEYMAN, 2005).

Figura 1. Esquema do procedimento de transferéncia nuclear de célula
somatica. a) écito em metafase Il (MIl), b) insercdo da micropipeta na regiao
da placa metafédsica com aspiracdo do corpusculo polar, c) enucleacdo do
oocito, d) controle fluorescente da presenca dos cromossomos em MIl, e)
cultivo de fibroblastos bovinos in vitro, f) selecéo da célula doadora para TN,
g) insercao do DNA no espaco perivitelineo, h) fuséo da célula doadora com o
citoplasma receptor, i) primeira clivagem do embrido reconstruido, j)
desenvolvimento in vitro do blastocisto, k) bezerro clone. Fonte: HEYMAN
(2005).



17

1.2 O CICLO DA CELULA SOMATICA E OS CHECKPOINTS

As células eucaridticas sdo comumente encontradas em um estado inativo, ou
quiescente, chamado GO. Quando existem estimulos positivos externos para a
proliferacdo, a célula retorna a fase G1 e comeca a sintetizar os fatores necessarios
para a progressao do ciclo celular, aumentando a sua massa citoplasmética para
garantir a divisdo subsequente (QU, MACLELLAN e WEISS, 2003). As fases do ciclo
celular séo divididas em quatro fases principais: fase G1, onde ocorre a preparagao
para a replicacdo do material genético; fase S, na qual ocorre a replicacdo do DNA,
ocupando em torno da metade do tempo de divisdo de uma célula de mamifero (10-
12 horas); fase G2, com a preparacéo para a citocinese e fase M (mitose), que por
sua vez é subdivida em préfase, metafase, anafase e teléfase, resultando na divisao
mitotica com a formacéo de duas células-filhas (MORAES, AUGUSTO e CASTILHO,
2007; LUKAS, LUKAS e BARTEK, 2004), como demonstrado na Figura 2.

A célula ndo . Duplicacao do DNA
entra em divisao .
ponto de
checagem G1
Célula

Nl.}cleo/. < 2 @

H Aumento da
massa muscular
Mitose

Divisao celular . .

ponto de checagem M

ponto de checagem G2

Figura 2. Representacdo das fases do ciclo celular. Fonte:
adaptado de Alberts et al. (2004).

O ciclo de uma célula somatica envolve uma sequéncia de processos que

controlam a replicacédo do DNA, com a correta separacéo e transmissdo do material



18

genético para as células-filhas, para que o desenvolvimento e a manutencédo do
organismo ocorram adequadamente.

Sabe-se que durante o ciclo celular existem pontos de checagem (ou
checkpoints), que monitoram 0s eventos para garantir que a divisdo ocorra
corretamente. Estes pontos estdo localizados na fase G1 (entre a fase M e a fase S),
gue verifica se 0s sinais externos estdo favoraveis a progresséao do ciclo; na fase G2
(entre a fase S e a fase M), que checa se a replicacao do DNA esta completa e se
ocorreu corretamente, para que possa prosseguir; e na fase M, também conhecido
como o ponto de verificacdo de montagem do fuso, que é o principal mecanismo de
controle do ciclo celular na mitose, pois garante a segregacao cromossdmica correta
para as células-filhas (QU, MACLELLAN e WEISS, 2003; WEAVER e CLEVELAND,
2005).

Quando as condi¢fes externas sdo desfavoraveis ou quando a célula precisa
reparar algum erro, o que ocasionalmente ocorre (como danos no DNA, altera¢cbes
de bases, ndo disjuncdo mitética, entre outras), os pontos de checagem detectam o
erro e proporcionam o tempo necessario para que a célula o corrija e tenha
condicOes de retornar ao processo de divisdo (LUKAS, LUKAS E BARTEK, 2004).
Caso o0s danos sejam irreparaveis, a célula entra em processo apoptotico,
eliminando, assim, a chance de propagacao do erro.

Durante o ciclo celular, proteinas-chave formam complexos ativos que
controlam positivamente ou negativamente a sua progressao (ver Tabela 1). As
Cinases dependentes de Ciclinas (CdKs) fazem parte do primeiro grupo, e sao de
fundamental importancia para o processo. Elas s6 sédo ativadas quando se ligam as
ciclinas, formando o complexo CdK-ciclina, que é responsavel por desencadear os
processos de fosforilacdo de muitas proteinas reguladoras da progressao do ciclo.
Portanto, o aumento ou a diminuicdo nos niveis de ciclina sdo determinantes para a
atividade da CdK, sendo que para cada Cdk existe uma ciclina especifica
(NAKAYAMA e NAKAYAMA, 2006). Por outro lado, existem os fatores que controlam
negativamente a progresséo do ciclo, a familia das proteinas inibidoras de cinases
dependentes de ciclina, conhecida como Cip/Kip, tem como representantes a p21
(regulada pela p53), p27 e p57, que s&o especialmente importantes no processo de
bloqueio do ciclo celular (BESSON, DOWDY e ROBERTS, 2008), seja durante o
desenvolvimento, a diferenciacdo ou em resposta a estresses celulares (SHERR e
ROBERTS, 1999).
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A supresséo da atividade de CdK na fase G1 pode ser revertida pela ativagao
do complexo G1-CdK, que € regulado pela proteinas E2F. Esta proteina se liga a
sequéncias especificas de DNA de promotores de muitos genes responsaveis por
codificar proteinas necessarias para a passagem da fase G1 para a fase S. A funcéo
da E2F é controlada, principalmente, pela interacdo com a proteina Retinoblastoma
(Rb), uma inibidora da progresséo do ciclo celular. Durante a fase G1, a Rb pode se
ligar & E2F, bloqueando a transcricdo de genes da fase S. Estimulos extracelulares
que ativam a divisdo, estimulam o acumulo de G1-CdK ativa, que por sua vez
fosforila a Rb, reduzindo sua afinidade por E2F, que em sua forma livre, ira ativar a
expressdo dos genes responsaveis pela progressao do ciclo, passando da fase G1
para S (CHEN et al., 1989; SHERR E ROBERTS, 1999).
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Tabela 1. Principais proteinas reguladoras do ciclo celular. Fonte: adaptado de ALBERTS et al. (2004).

NOME GERAL

FUNCAO E COMENTARIOS

Proteino-quinases e proteino-
fosfatases que modificam Cdks

Quinase ativadora de Cdk(CAK)

Quinase wee |

Fosfatase Cdc25

Fosforila o sitio de ativacdo das Cdks

Fosforila os sitios inibitérios da Cdk; envolvida principalmente
no controle da entrada na mitose

Remove os fosfatos inibidores da Cdk; trés membros da familia
(Cdc25,A,B,C) em mamiferos; a Cdc25C é a ativadora da Cdkl
no comeco da mitose

Proteinas inibidoras da Cdk
(CKls)

p27

p21

pl6

Suprime as atividades das G1/S-Cdk e S-Cdk em G1; ajuda a
retirar células do ciclo celular quando elas finalmente se
diferenciam; é fosforilada pela Cdk 2 e desencadeia sua
ubiquitinacéo pela SCF

Suprime as atividades das G1/S-Cdk e S-Cdk seguidas de
danos no DNA em G1, é ativada transcricionalmente pela p53

Suprime a atividade da G1-Cdk em G1, frequentemente é
inativada no cancer

Ubiquitina-ligase e seus
ativadores

SCF

APC

Cdc20

Hct |

Catalisa a ubiquitinacdo das proteinas regulatérias envolvidas
no controle de G1, incluindo CKls (p27): a fosforilacdo da
proteina-alvo normalmente é necessaria para sua ativacao

Catalisa a ubiquitinagdo das proteinas regulatérias envolvidas
principalmente na saida da mitose, incluindo a securina e M-
ciclina; é regulada pela associacdo com subunidades ativantes

APC - subunidade ativante de todas as células; desencadeia a
atividade inicial da APC na transicdo da metafase para anafase;
€ estimulada pela atividade M-Cdk

Mantém a atividade de APC ap6s a anafase e durante a G1; é
inibida pela atividade Cdk

Proteinas reguladoras do gene

E2F

p53

Promove a transcricdo dos genes necessarios para a
continuidade da G1/S, incluindo os genes que codificam as
G1/S-ciclina, as S-ciclina e as S-ciclinas e as proteinas
necessarias para a sintese de DNA; é estimulada quando a G1-
Cdk fosforila a Rb em resposta a mitdgenos extracelulares

Promove a transcricdo dos genes que induzem a retencdo do
ciclo celular (especialmente p21) ou a apoptose em resposta a
danos no DNA ou a outros estresses celulares; é regulada pela
associacdo com Mdm2, gue promove a degradacdo da p53
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Portanto, o ponto de controle da fase G1 é o alvo dos métodos de inibi¢do do
ciclo para a técnica de TNCS, pois a célula s6 entraré efetivamente no ciclo caso as
condicdes e os estimulos externos sejam positivos. Do contrario, a célula pode
permanecer no estado quiescente por tempo indeterminado, até que os estimulos se

tornem favoraveis para a proliferagéo.

1.3 PRINCIPAIS APLICACOES DA TECNICA DE TNCS

As aplicacdes da TNCS estédo relacionadas tanto a pesquisa basica aplicada.
A utilizacdo da técnica para aumentar a eficiéncia na producdo de animais
transgénicos se apresenta como uma das principais aplicagcbes. Por meio da
transferéncia do nucleo de células modificadas geneticamente, Cibelli et al. (1998)
relataram que dos nove embrides transferidos para fémeas bovinas, quatro bezerras
nasceram saudaveis e expressavam o transgene da B-galactosidase, demonstrando
o potencial de eficiéncia da técnica. A expressdao do gene reporter Green
Fluorescent Protein (GFP) foi observada em bovinos e suinos reconstruidos pela
técnica, utilizando-se células transfectadas (BORDINGNON et al., 2003; Liu et al.,
2008). Fémeas bovinas resistentes a infeccédo por Staphylococcus aureus também
foram obtidas com sucesso pela mesma técnica, sendo os animais produzidos
resistentes a mastite, problema que provoca grandes perdas de animais e gera
muitos gastos para o produtor (WALL et al., 2005).

Em humanos, tem sido estudada a possibilidade de utilizacdo da TNCS para
gerar células tronco embrionarias (CTE) a partir da transferéncia do nucleo de
células sométicas de pacientes (nuclear transfer-embryonic stem cells - NT-ESCs).
Com isso, os mecanismos das doencas poderiam ser estudados e, futuramente, a
técnica poderia ser utilizada em terapias paciente-especificas (YANG et al., 2007).
Em estudo recente, realizado por Tachibana et al. (2013), células tronco
embrionérias foram obtidas com sucesso apés o procedimento de TNCS, utilizando-
se fibroblastos fetais e o6citos humanos, que demonstraram uma reprogramacao

nuclear correta.
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A clonagem poderia permitir, também, a rapida disseminacdo de genotipos
superiores diretamente para produtores comerciais. Animais com caracteristicas
desejaveis para produtos especificos (ex.: leite ou carne), resistentes a doencas ou
a condicdes ambientais, poderiam ser extremamente Uteis na multiplicacdo de
animais superiores mesticos F1. Os ganhos genéticos poderiam ser alcancados
através da liberagdo controlada de animais vivos ou embries de elite clonados,
permitindo a producdo de um pequeno numero de animais com genética superior
para uso na reproducao (WELLS, 2005; OBACK e WELLS, 2007).

A utilizacdo da TNCS para a conservacao de espécies em risco de extincdo
também se tornou uma importante e potencial aplicacdo para a técnica a partir de
trabalhos que conseguiram clonar espécies ameacadas, mantendo uma pequena
populacdo de sobreviventes. Na Nova Zelandia, um grupo provou que isto seria
possivel apos clonarem a Unica fémea bovina de uma raga quase extinta chamada
Enderby Island. Isto permitiu a geracdo de 20 novas fémeas que seriam
inseminadas artificialmente utilizando-se sémen criopreservado (antes de instinto) de
animais da mesma raca (WELLS et al., 1998). Para isto, é conveniente criopreservar
células sométicas dos animais ameacados de extingdo como maneira segura de
preservar a biodiversidade (WELLS, 2005).

Entretanto, mesmo diante de todas estas perspectivas (além de varias outras
ndo citadas), muitos pontos da técnica ainda sao desconhecidos e dificeis de serem
controlados. Por este motivo, ao se falar de animais domeésticos, a taxa de sucesso
da técnica, no mundo, ainda € muito baixa, em torno de 1-3% de eficiéncia
(WHITWORTH e PRATHER, 2010). Dentre os fatores que interferem no
desenvolvimento de embrides reconstruidos por TN, destacam-se a qualidade do
citoplasma receptor oocitario, 0 processo de reconstrucao, as condi¢des de cultura,
a linhagem da célula doadora de nucleo e, principalmente, a sincronizacdo do ciclo
da célula doadora com o odcito receptor (WILMUT et al., 2002). Existe também uma
grande especulacéo a respeito dos fatores dependentes do nucleo doador, como a
composicao da cromatina, a configuracado das histonas, os padrdoes de metilacédo e
acetilagéo e a correta manutencgdo dos imprintings génicos (CAMPBELL, 1999).

Foi relatado por Wilmut et al. (1997) que o sucesso da clonagem estaria
relacionado a utilizacao de células doadoras de nucleo estacionadas na fase GO do
ciclo celular, critério utilizado para a geracdo do primeiro mamifero clonado a partir

da TNCS. Segundo Korfiatis et al. (2001), foi verificada uma maior taxa de
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blastocistos bovinos e caprinos ap6s a transferéncia de nudcleos de células
estacionadas nas fases GO/G1 do ciclo, quando comparada aos nucleos em fase M.
A necessidade de sincronizacao da célula doadora foi questionada apds a geracao
de embrides clones a partir de células ndo sincronizadas em bovinos (CIBELLI et al.,
1998) e camundongos (WAKAYAMA e YANAGIMACHI, 2001). Entretanto, o estagio
especifico da célula doadora ndo foi avaliado pelos métodos convencionais, 0 que
impede a afirmacdo de que os embriées produzidos vieram de células em outros
estagios do ciclo, que ndo GO/G1.

Células em GO estdo em estado quiescente, ou seja, em repouso, com 0O
metabolismo celular reduzido, permitindo que a cromatina responda melhor aos
sinais enviados pelo citoplasma receptor e seja mais permissiva a reprogramacao
pos-transferéncia (CAMPBELL, 1999). Entretanto, Zakhartchenko et al. (1999)
destacaram que a pré-ativacdo ou nao do odcito receptor interfere na
reprogramacao de nucleos em GO/GL. Isto porque odécitos presos em metafase Il
tém altas concentracbes do fator promotor de maturagdo, que induz o rompimento
do envelope nuclear (nuclear envelope breakdown - NEBD) e a condensacéo
prematura da cromatina (premature chromatin condensation - PCC). E muito
provavel que este seja um dos motivos para que células estacionadas em G0/G1
(antes da sintese de DNA) sejam mais adequadas e suportem melhor o
desenvolvimento embrionério quando ndo ha ativagcdo prévia no citoplasto, sendo
gue nucleos em S ou G2 se tornam pré-dispostos a sofrer tetraploidia, defeitos
cromossbmicos ou danos na cromatina, devido a condensacdo precoce dos
cromossomos (COLLAS et al., 1992).

1.4 A REPROGRAMACAO EPIGENETICA EM EMBRIOES CLONES

A organizacao da cromatina atua como reguladora da expressao génica. Ela é
extremamente complexa e envolve varias especificidades como a metilacdo do DNA,
composicdo da lamina nuclear e subunidades de histonas, bem como modificacdes

poés-traducionais  subsequentes (acetilacdo, fosforilacdo, metilacdo, etc.)
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(WHITWORTH e PRATHER, 2010). Sabe-se que a metilacdo do DNA esté ligada ao
controle de pluripoténcia (BORGEL et al., 2010), por isso os genes tém de sofrer
desmetilacdo para que ocorra a reprogramacédo de células soméaticas para o estado
indiferenciado pluripotente (BHUTANI et al., 2010). Esta forma de regulacédo pode
promover o silenciamento permanente de genes necessarios apenas para o inicio do
desenvolvimento embrionario, impedindo sua expressao acidental, o que poderia
propiciar uma predisposi¢éo a formacéo de tumores (HOCHEDLINGER et al., 2005).

A maioria dos genes de pluripoténcia séo silenciosos (metilados) também nas
células germinativas maduras, o que significa que as marcas epigenéticas devem
ser revertidas rapidamente apés a fertilizagdo natural, para permitir a re-expressao
dos genes associados a pluripoténcia no embrido (REIK, 2007). Durante o
desenvolvimento normal, os embrides passam por uma série de modificacbes na
organizacao das histonas e alteracdes nos padroes de metilagdo do DNA, que séo
muito bem orquestradas, e desempenham importante papel na expressao do
genoma embrionario (BLELLOCH et al., 2006). Portanto, a composi¢do do nucleo
muda drasticamente durante a embriogénese, 0 que também ocorre quando as
células sofrem especializacdo tecido-especifica (WHITWORTH e PRATHER, 2010).

O genoma de embrides clonados, entretanto, parece ser uma mistura de
sequéncias metiladas correta e incorretamente (Figura 3). A perturbacdo da
dindmica dos padrées de metilacdo durante os primeiros estagios da embriogénese,
momento em que 0 genoma embrionario é gradualmente preparado para ser
ativado, parece ser um dos fatores que contribuem para anormalidades persistentes
que comprometem o desenvolvimento normal e a sobrevivéncia da maioria dos
animais clonados (BOURC’HIS et al., 2001).
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Figura 3. Dindmica da metilacdo no inicio do desenvolvimento em clones bovinos. A
desmetilacdo ocorre até o estagio de 8 células em embrides normais, seguida por
metilagdo de novo apés essa fase. Em embrides clones, a desmetilagdo parece ocorrer
com menor intensidade, e a metilagcdo de novo se torna precoce, em torno do estagio de
4células. Além disso, em embriGes clones ndo é observada diferenca nos padrées de
metilacdo de novo entre o trofoblasto (TE) e a massa celular interna (IMC), o que ocorre
no desenvolvimento de embrides normais. Fonte: adaptado de YANG et al, (2007).

A resisténcia das células somaticas a reprogramacéo reflete a estabilidade do
estado diferenciado (PASQUE et al., 2011). De fato, a reprogramacao epigenética é
mais drastica na TNCS, pois o perfil de expressdo de uma célula diferenciada
precisa ser reprimido para que um novo perfil especifico de um embrido recém-
fertilizado seja estabelecido, proporcionando um desenvolvimento embrionério e
fetal coordenado. Estima-se que esta modificacdo inclua o silenciamento da
expressdo de 8.000-10.0000 genes do programa de células somaticas e a ativacado
de aproximadamente 10.000 genes do programa embrionario (NIEMANN et al.,
2008).

Para o sucesso da TNCS, portanto, € necessario que o nucleo da célula
doadora seja remodelado para assumir um padrdo de nucleo zigético, sendo que,
guando é utilizado um odécito preso em metafase, este processo é facilitado. O
‘remodelamento nuclear’ resulta na mudanca no padrdo de genes a serem
transcritos, o que se refere a “reprogramacgado nuclear’. Mais especificamente, 0

remodelamento € em nivel de estrutura fisica do DNA, enquanto que a
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reprogramacgéo vem como resultado destas mudancas estruturais (WHITWORTH e
PRATHER, 2010).

Tani, Kato e Tsunoda (2001) compararam o desenvolvimento de blastocistos
produzidos por TNCS a partir de odcitos pré-ativados ou ndo, e relataram que os
pré-ativados ndo suportaram o desenvolvimento a partir do oitavo dia, demonstrando
gue ndo sao capazes de induzir a reprogramacédo do nucleo inserido. Além disso,
Campbell e colaboradores (1996a) sugeriram que células na fase GO do ciclo celular
e inicio de G1, favorecem a reprogramac¢do nuclear, pois a cromatina é capaz de
redirecionar seu desenvolvimento. A célula doadora ideal ndo poderia, portanto,
estar em processo de proliferacdo, mas ter a capacidade de se dividir ativamente
para suportar o desenvolvimento embrionario (CIBELLI et al., 1998). A inibicdo do
ciclo celular nessas fases em células pode ser alcancada por diferentes métodos,
mas devem promover a parada do ciclo celular em estagio especifico e serem
reversiveis, mantendo a capacidade de proliferacéo e diferenciacédo das células apos

a insercao no citoplasma receptor.

1.5 METODOS DE SINCRONIZACAO DO CICLO DA CELULA DOADORA

Conforme descrito anteriormente, a coordenacédo entre o ciclo celular do
odcito receptor com o da célula doadora de nucleo € de grande importancia para
manter a integridade do DNA e a ploidia do embrido reconstruido por TNCS
(CAMPBELL et al., 1996a). Métodos para sincronizar o ciclo das células doadoras,
de modo reversivel, tém sido bastante explorados por varios grupos de pesquisa. Os
métodos mais comuns utilizados para este fim sdo a privacdo de soro e a inibicéo
por contato, que promovem a parada do crescimento celular de forma reversivel,
mas atuam através de mecanismos diferentes (MODIANO et al., 1999; HAYES et al.,
2005).

A soroprivacdo consiste na drastica reducdo da concentracdo de soro fetal
bovino (SFB) do meio de cultivo das células, o que diminui os mitdgenos e os fatores

de crescimento essenciais para a proliferacéo celular, com isso, 0 complexo cinase
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dependente de ciclina (CDK-ciclina) ndo € ativado, o que faz com que as células
permanecam no estagio GO (CONNELL-CROWLEY et al.,, 1998; DAVIS; HO;
DOWDY, 2001), pois ndo ha estimulos externos favoraveis para que as células
entrem em divisao.

Segundo Wilmut et al. (1997), um dos fatores de maior importancia para o
sucesso da clonagem da ovelha Dolly foi a sincronizacdo do ciclo das células
doadoras pelo método de soroprivacdo, 0 que certamente favoreceu a
reprogramacdo nuclear pés-transferéncia. Zakhartchenko et al. (1999),
demonstraram que este método foi eficiente também em sincronizar o ciclo de
fibroblastos fetais bovinos na fase GO do ciclo celular, e propiciaram melhores taxas
de clivagem, de blastocisto e de prenhez. Posteriormente, outros trabalhos também
demonstraram sucesso da técnica utilizando este método para sincronizar células
doadoras em diferentes espécies (CHO et al., 2002; SOON-CHYE et al., 2004; de
BARROS et al., 2010).

Entretanto, a soroprivacdo em culturas de células de mamiferos reduz a
viabilidade celular e aumenta a fragmentacédo do DNA (KUES et al., 2000). Cho et al.
(2005) avaliaram que este método aumenta a taxa de células apoptoticas em fetos
bovinos, provavelmente pelos danos causados ao DNA destas células (GIBBONS et
al., 2002). Maiores perdas gestacionais também foram relacionadas com a
exposicdo das células doadoras a soroprivacao (Wells et al., 1999), bem como o
aumento na producéo de agentes oxidativos, que por sua vez, causaram mudancas
no perfil proteico de fibroblastos humanos cultivados nestas condi¢gdes (BORALDI et
al., 2008).

A inibicdo por contato pode ser alcangcada em cultivos de células aderentes,
incluindo fibroblastos, células do musculo liso, células endoteliais e epiteliais, entre
outras. Caracteristicas observadas nas células expostas a este método envolvem
uma forma de sinalizacdo transmembrana a partir do contato célula-célula, a
reorganizacao do citoesqueleto, além de uma mudanca transcricional que inicia e
mantém o estado quiescente. Aumentando o contato entre as células aderentes,
fatores de crescimento para a proliferacdo in vitro e estimulos mediados pela
integrina, séo bloqueados (NELSON E DANIEL, 2002; TOMII et al., 2009).

Trabalhos que utilizaram a confluéncia celular antes da transferéncia do
nacleo obtiveram resultados satisfatorios em relacdo as taxas de embrido, de

gestacédo e de nascimentos. Gao et al. (2003), relataram o desenvolvimento de 49%



28

de embribes de camundongos que chegaram a fase de moérula/blastocisto
provenientes de células confluentes, contra 22% para o grupo obtido por células ndo
confluentes, refletindo também na quantidade de nascidos vivos, sendo 5 e 1,
respectivamente. Quando foram comparados os métodos de soroprivagdo com o de
inibicdo por contato em células bovinas, Hayes et al. (2005) ndo observaram
diferencas significativas tanto na porcentagem de células em GO/G1, quanto na taxa
de blastocistos pos-transferéncia dos nucleos somaticos.

No entanto, mesmo que em camundongos os resultados tenham sido
satisfatérios quanto a retencdo de células em GO/G1, Kasinathan et al. (2001)
observaram que isto ndo refletiu no melhor desenvolvimento dos embriGes/fetos
bovinos, ja que nenhum sobreviveu mais que 180 dias de gestacao. Uma explicacéo
para o ocorrido seria o fato de que a inibicdo por contato gera uma subpopulacéao de
células resistentes a parada em G1. Apbés o repique, as células sincronizadas
continuardo a progressao a partir do ponto onde pararam, mas as que tiverem uma
resposta retardada irdo estabelecer diferentes padrbes na progressdo para 0s
estagios subsequentes do ciclo, sendo considerado um método assincronico
(DAVIS, HO e DOWDY, 2001).

Além da privacdo de soro e da inibicdo por contato, outros trabalhos
demonstraram que alguns produtos quimicos servem como alternativas para inibir a
proliferacdo celular, agindo principalmente como inibidores de cinases dependente
de ciclinas (Cdk) e promovendo o blogueio reversivel do ciclo celular em G1. Alguns
exemplos sao: roscovitina, olomoucina,estauropurina (ALESSI et al.,, 1998),
butirolactona (BLOOM e PAGANO, 2002) e afidicolina (MIYAMOTO et al., 2007)
entre outros.

Um dos quimicos mais utilizados em procedimentos de clonagem é a
Roscovitina, um inibidor de cinase dependente de ciclina 2 (CDK-ciclina 2) que reduz
0s niveis das ciclinas A e E. Quando comparada a soroprivacdo, a roscovitina foi
igualmente eficiente na sincronizagéo do ciclo de células da granulosa, em bovinos,
principalmente na fase G1, e ndo demonstrou induzir efeitos negativos de longo
prazo sobre a taxa de gestacédo, a sobrevida fetal e do bezerro, nem a salde pés-
natal, diferente do observado nos embrides produzidos por células em soroprivacao,
gue conduziram a perdas fetais (GIBBONS et al., 2002).

Mesmo que os efeitos de inibicdo do ciclo sejam satisfatorios, evidéncias de
inducdo de apoptose ja foram observadas em células de cancer de mama apos
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exposicdo a Roscovitina. O tratamento com o agente inibiu a sintese de DNA,
induziu eventos celulares precursores da morte celular programada, além de inibir
irreversivelmente a atividade proliferativa das células (MGBONYEBI, RUSSO E
RUSSO, 1999). Outras linhagens de células cancerigenas (WESIERSKA-GADEK et
al., 2008, GARROFE-OCHOA et al., 2008, CAPPELLINI et al., 2009) e n&o
cancerigenas (WU et al.,, 2008) também ja demonstraram sofrer danos apoés
exposicdo ao mesmo tratamento e este efeito pode ser prejudicial ao embrido/feto
gerado com o ndcleo dessa célula doadora, contribuindo para a imprevisibilidade da
técnica de transferéncia nuclear em gerar embrides, fetos e recém-nascidos viaveis.

Os problemas relatados acima, tanto em relacéo a dificuldade de inibicdo total
das células (entre 70 e 90% das células, dependendo do agente quimico ou método
de inibicdo utilizado), quanto a indugdo de danos ao DNA e morte celular, sédo
fatores limitantes para o sucesso da técnica de TNCS. Além disso, métodos de
producdo de embrides clones envolvendo inibidores de Cdk2 (roscovitina e
olomoucina) estdo patenteados (Stice, S. Effective nuclear reprogramming in
mammals using Cdk2 inhibitors; US Patent 6906238, emitida em 14/06/2005), o que
pode, em algum momento, limitar o uso de técnicas de transferéncia nuclear com
tais inibidores.

Portanto, a identificacdo de métodos ou agentes quimicos mais eficientes e
com menos efeitos prejudiciais as células doadoras, que superem problemas
relacionados a patentes, devem contribuir para o avanco da técnica de transferéncia
nuclear com células somaticas e proporcionar melhores resultados pos-

transferéncia.

1.6 ESTRESSE E MORTE CELULAR

Uma célula eucariética, sob determinadas condi¢cdes de injaria ou estresse,
pode ser capaz de reverter certos danos e retornar ao seu estado normal.
Entretanto, quando o estimulo nocivo ultrapassa o limiar de lesdo, ocorre a morte

celular, que pode ser por necrose ou por apoptose (ROBINS e COTRAN, 2005).



30

A necrose é um processo de morte celular descontrolado, tendo como
caracteristicas a expansao da célula como um resultado da falha prematura da
integridade da membrana (ndo ocorre aumento de célcio intracelular), fragmentacao
do DNA de forma desigual e lesdo das membranas lisossomais com o
extravazamento das enzimas para o citoplasma. Os componentes celulares séo
degradados e ocorre o0 extravazamento para o meio extracelular, danificando tecidos
adjacentes e promovendo um processo inflamatério no local (VERMES, HAANEN e
REUTELINGSPERGER, 2000).

A apoptose, ou morte celular programada, pode ocorrer coOmo um processo
fisiolégico normal durante o desenvolvimento embrionario, na manutengcdo da
homeostase dos tecidos normais ou na cicatrizagao de feridas (RAVICHANDRAN,
2003). Ela é controlada intracelularmente através da ativacdo de enzimas que
degradam o DNA nuclear e as proteinas citoplasmaticas. A membrana celular
permanece intacta, mas ocorre uma alteracéo estrutural para sinalizar a célula como
um alvo fagocitario. Desta forma, a célula é eliminada rapidamente, antes que o
conteudo citoplasmatico extravaze e ocorra o processo de inflamacéo no local, como
observado em morte celular por necrose (ROBINS e COTRAN, 2005).

Quando uma célula esta sob condicdes de estresse, podem ocorrer
disfuncdes fisiolégicas, danos estruturais e alteracdes morfolégicas que levem a
ativacdo de toda a maquinaria de morte celular (MOSSER et al., 1997), caso os
danos sejam irreparaveis. Alguns genes sao responsaveis por codificar para
proteinas que agem como indutoras ou repressoras da processo de apoptose, que
serdo mais expressos ou menos expressos dependendo das condi¢cdes de estresse.

Representantes da familia B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) ajudam a regular a
ativacao das procaspases. Como inibidora da apoptose, a propria Bcl-2 se destaca,
por bloquear a liberacdo do citocromo c, provavelmente pela formacdo de
heterodimeros com moléculas pré-apoptéticas (AMARANTE-MENDES e GREEN,
1999) sendo, portanto, membro do grupo de reguladores anti-apoptoéticos. Como
exemplo de proteinas promotoras de apoptose (pré-apoptética), o grupo das
Proteina X associada a Bcl-2 (Bcl-2-associated X protein, Bax) é estimulado por
sinais apoptéticos, que fazem com que esta proteina seja translocada para as
proximidades da mitocondria, onde sofrerd modificacdes conformacionais,

proporcionando a ligagdo com a membrana mitocondrial e posterior ativagdo. Com a
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formacao de oligbmeros destas proteinas, ocorre a penetracdo na membrana, o que
possibilita a liberacdo do citocromo ¢ (ANTONSSON e MARTINOU, 2000).

Em resposta ao estresse, mudancas adaptativas ocorrem dentro das células,
propiciando uma superexpressdo de genes relacionados a protecdo celular, que
evitam a morte (MOSSER et al., 1997). O grupo das Proteinas de Choque Térmico
(Heat Shock Proteins, HSPs) conferem resisténcia a uma variedade de estresses
celulares (LANDRY et al., 1989) e o seu funcionamento implica, provavelmente, na
estabilizacdo e/ou restauracdo de elementos do citoesqueleto em células
estressadas. Dentre estas, estdo as HSP27.P1, que parecem estar associadas aos
reparos nos filamentos de actina apds danos causados por estresse (LAVOIE et al.,
1993) e as HSP70.1A, que conferem um potencial termotolerante as células, sendo
sintetizadas em resposta a uma exposicdo prévia a hipertermia, ou a condi¢cbes de
estresse, 0 que torna a célula mais resistente, bloqueando danos intracelulares e
impedindo a ativacdo das caspases (MOSSER et al., 1997).

Existe outro grupo de fatores que também sdo expressos em situacbes de
estresse, denominados Fatores de Choque térmico (Heat Shock Factors, HSF), que
também codificam proteinas de choque térmico e estresse fisiologico (MARIMOTO
et al., 1994), onde HSF1 é responsavel por ativar a transcricdo de alguns genes de
resposta ao estresse (NAKAlI e MORIMOTO 1993). Entretanto, existem alguns
trimeros que podem interagir com esta proteina, tendo um efeito regulatério negativo
na sua atividade, como € o caso da ligacdo do fator 1, que forma a Proteina de
Ligacdo ao Fator de Choque Térmico 1 (Heat Shock Factor Binding Protein 1, HSBP
1) (SATYAL et al., 1998).

Em estudos relacionados ao estresse celular, seja ele provocado pelas
condicdes de cultivo, por agentes quimicos ou por componentes desconhecidos
adicionados ao meio, a avaliacdo da expressao de outros genes relacionados ao
metabolismo celular também se torna importante, pois alteracdes nos padrbes de
expressdo dependentes das condi¢cdes a que as células foram submetidas podem
ser encontradas. O grupo das proteinas Network of Proteins ou WNTs, tem como
representantes proteinas com papel essencial no crescimento celular, na
diferenciacao e em processos apoptoticos (LOGAN e NUSSE, 2004). A WNT 5a tem
grande importancia na adaptagdo das células a determinados meios de cultivo,

tendo sido avaliada sua expressdo em um experimento realizado por Torii et al.
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(2008), onde este gene se mostrou superregulado e os fibroblastos humanos
cultivados sob condi¢des de soroprivacdo apresentaram efeitos anti-apoptoticos.

1.7 Azadirachta indica A. Juss

A planta Azadirachta indica A. Juss, mais conhecida como Nim, pertence a
familia Meliaceae e é nativa da india, mas ja disseminada pela Asia, Africa e outras
regides tropicais. E uma arvore de grande porte, pode chegar até 25 metros de
altura e 3 metros de diametro, com muitas ramificacdes, apresentando uma copa
bem larga (Figura 4) (GIRISH e SHANKARA, 2008).

Figura 4. Arvore de Azadirachta indica A. Juss (Nim).
Fonte: GIRISH e SHANKARA (2008).
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Durante as Ultimas décadas, importantes informacbes sobre a atividade
biolégica e aplicagbes medicinais do Nim foram divulgadas, revelando que existem
propriedades importantes em praticamente todas as suas estruturas, representada
por galhos, folhas, sementes e frutos (Figura 5), o que a torna comercialmente
exploravel (BISWAS et al., 2002). Entretanto, ainda que todas as partes da planta
sejam detentoras de compostos bioativos, as sementes e as folhas sdo mais
acessiveis e possuem compostos mais concentrados, que podem ser facilmente
extraidos com solventes aquosos ou organicos (hidrocarbonetos, alcoois, cetonas ou
éteres) (LEE et al.,, 1988). De acordo com o solvente utilizado, variados tipos e
concentragcbes de compostos serdo extraidos, dependendo da polaridade e
afinidade entre eles (MARINOVA e YANISHLIEVA, 1997; RUSAK et al., 2008).

Figura 5. Produtos obtidos da planta Azadirachta indica. (A) galhos, (B)
folhas, (C) frutos, (D) sementes (com endocarpo), (E) sementes (sem
endocarpo). Fonte: Adaptado de GIRISH e SHANKARA (2008).

Neste contexto, um nimero de compostos ja foi identificado por demonstrar
atividade contra varias doencgas (GILANI e RAHMAN, 2005). Ja foram verificados
efeitos imunomodulatério e antiinflamatério, utilizado para o controle glicémico,
tratamento de Ulceras, malaria, infeccbes fangicas, bacterianas e virais, além de
demonstrarem propriedades antioxidantes (SUBAPRIYA e NAGINI, 2005).
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Vérios estudos tém demonstrado, também, o potencial desses constituintes
no tratamento do cancer (MOSSINI, 2006). O extrato etandlico induziu a parada do
ciclo celular de linhagens de cancer de prostata (KUMAR et al.,, 2006), o extrato
metandlico teve 0 mesmo efeito em células leucémicas, (ROY et al., 2007), e a
administracdo dos compostos isolados nimbolide e azadirachtina foram eficientes na
inibicdo de carcinomas bucais de camundongos (KUMAR et al., 2010).

Dentre os grupos de compostos que mais se destacam no Nim, estdo os
flavonodides, alcaléides e limondides presentes nas folhas. As vias pelas quais 0s
componentes deste vegetal atuam na proliferacdo e na sobrevida das células, ainda
nao estdo bem elucidadas, entretanto, alguns autores demonstraram a ocorréncia da
modulacdo de ciclinas, inibicdo de CDKs e aumento de p53 apds a exposicdo ao
composto nimbolide (da classe dos limondides), podendo ser um dos responsaveis
pelo efeito antiproliferativo neste tipo celular (ROY et al., 2007). A inducdo das
proteinas p53 e p21 com inibicdo das ciclinas B e D foi relatada por Kumar et al.
(2009a).

Pelo exposto acima, extratos de A. indica poderiam ser fortes candidatos a
inibidores da proliferacéo de células doadoras de nucleo para a TNCS. Por isso, 0o
presente trabalho se propds a avaliar a acdo de extratos do vegetal na inibicdo
reversivel do ciclo de células somaticas ndo carcinogénicas, como fibroblastos
bovinos, que séo utlizados frequentemente como doadores de nucleo para a
clonagem. O efeito sobre a viabilidade das células e a possibilidade de inducéo de
processos de estresse e apoptose também foram considerados importantes dentro
deste contexto. A identificacdo de produtos naturais, de larga distribuicdo na
natureza, com potencial para sincronizar o ciclo das células doadoras de nucleo
pode vir a contribuir para o sucesso da transferéncia nuclear somatica, contornando

os problemas que envolvem os métodos atualmente utilizados.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito dos extratos aquoso,
hexanico e etandlico de A. indica sobre a inibicdo do ciclo celular de fibroblastos
bovinos.

2.2 ESPECIFICOS

v Avaliar se os extratos possuem efeito de inibicdo do ciclo celular nos estagios
GO0/G1,;

v Avaliar se o efeito de inibicdo do ciclo celular em GO/G1 seria reversivel apos
a exposicao aos tratamentos e

v Detectar possiveis alteracdes na viabilidade e na expressdao de genes
relacionados ao estresse e apoptose das células expostas aos tratamentos

cujos resultados anteriores tenham sido satisfatorios.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DOS FIBROBLASTOS BOVINOS

A coleta das células foi realizada no Campo Experimental José Henrique
Bruschi, localizado em Coronel Pacheco-MG, pertencente a Embrapa Gado de Leite.
Utilizou-se uma biépsia da orelha de uma vaca Gir (identificacdo: 3446), de
aproximadamente 1cm?® que foi transportada em solucdo salina de fosfato
tamponado (PBS) acrescida de antibiético (penicilina+estreptomicina) e soro fetal
bovino (SFB, SIGMA, SAINT LOUIS, EUA), para o laboratério de Reproducéo
Animal situado na Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora-MG. No laborat6rio, foi
retirada a cartilagem do material coletado e o mesmo foi lavado com a solugédo de
transporte. ApOs esta etapa, o tecido permaneceu em cultivo no meio Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM, SIGMA) suplementado com 10% de SFB e 0,1%
de antibidtico (penicilina + estreptomicina), durante 14 dias.

Ao atingirem 70-80% de confluéncia, as células foram criopreservadas em
solucdo DMEM com 20% de SFB e 10% de dimetil sulféxido (DMSO, SIGMA) na
concentracdo de 20 x 10* células/mL. Essas células foram mantidas no Banco de
Células Sométicas Bovinas criopreservadas da Embrapa Gado de Leite. A obtencéo
de células bovinas e formacao do Banco de Células foram previamente aprovadas
pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Gado de Leite,
protocolo 08/2014. Assim, um biobanco de células foi preparado para a realizacédo

dos experimentos, sendo as células utilizadas sempre em segunda passagem.
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3.2 PREPARO DOS EXTRATOS

Os extratos aquoso, hexanico e etandlico de Azadirachta indica A. Juss foram
gentilmente cedidos pelo Nucleo de Identificacdo e Quantificacdo Analitica (NIQUA)
laboratério pertencente a Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Juiz
de Fora/ Juiz de Fora — MG.

Brevemente, cada um dos trés extratos foi preparado de maneira especifica,
em funcdo do solvente utilizado. O extrato hexanico foi preparado no aparelho de
Soxhlet até o esgotamento total e, depois, rotaevaporado. Os extratos aquoso e
etandlico foram preparados por maceracdo dinamica e, posteriormente, o primeiro
foi liofilizado e o segundo rotaevaporado para obtencao de um residuo seco. Depois
de concluido o processo, os trés extratos foram mantidos em freezer -20°C, até o
momento do uso.

A diluicao do extrato hexanico foi realizada em PBS, sendo necessario utilizar
também 30ul de DMSO+TWIN (1:1, SIGMA). Ja para os extratos aquoso e etandlico,
foi utilizado somente PBS. Para a diluicdo de todos os extratos, foi necessario
intercalar vértex e sonicador até a diluicdo total da massa (maximo de 1min em

sonicacao), chegando a uma concentracéo final de 5mg/mL.

3.3 EXPERIMENTO 1: AVALIAQAO DO CICLO CELULAR APOS EXPOSIQAO
AOS EXTRATOS DE Azadirachta indica

Para a realizacdo do experimento 1, as células foram descongeladas e
semeadas em placas de 6 poc¢os, com meio padrdao (DMEM enriquecido com 10%
de SFB e 0,1% de antibi6tico) e mantidas em estufa incubadora a 37°C, com 5%
CO, em ar atmosférico e 95% de umidade, até atingirem aproximadamente 50% de
confluéncia. Neste momento, os extratos foram adicionados aos meios de cultivo,
seguindo as concentracdes de 50, 100, 200 e 300 pg/mL para todos os extratos

(aquoso, hexéanico e etandlico), por um periodo de 12 ou 24 horas de exposicao.



38

Foram realizadas trés repeticGes, em triplicata, para cada extrato testado. Também
foram preparados, paralelamente, um controle positivo (soroprivagao), no qual as
células foram cultivadas durante trés dias em meio DMEM acrescido de 0,5% de
SFB e 0,1% de antibiético, bem como um controle negativo, com 0 ug/mL de extrato,
onde as células ndo foram expostas a nenhum tratamento de inibicao,
permanecendo em cultivo com meio padrdo até o momento da leitura do ciclo
celular. Foi certificado que, no momento de preparacdo das células para avaliacdo
do ciclo celular em Citdmetro de Fluxo, as culturas ndo estivessem em confluéncia
total, ja que este também é um método de inibicdo da proliferacdo celular. Os
experimentos foram feitos de maneira independente para cada extrato.

Apés o periodo de incubacdo com os devidos tratamentos, os pocos foram
lavados com PBS (sem Ca™ e Mg'™) e as células foram desagregadas
enzimaticamente com o uso de Tripsina (0,25%, EDTA SOLUCTION, SIGMA), por
incubacao a 37°C, durante 3 minutos, sendo posteriormente inativada com DMEM +
10% SFB. A suspensao celular foi transferida para tubos de 15mL e centrifugadas a
591g (Centrifuga Excelsa Baby Il Modelo 206-R, FANEM, SAO PAULO, BRASIL),
por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 1ml de etanol a 70%
(gelado) foi adicionado ao pellet para cada 1 x 10° células, sob agitacdo em vértex,
para a fixacdo das células, que permaneceram nesta solu¢cdo durante duas horas, a
temperatura de 4°C. Posteriormente, os tubos foram centrifugados, o sobrenadante
foi descartado e o pellet de células foi ressuspenso em 1ml de PBS para uma outra
centrifugacéo de 5 minutos. Esta lavagem seguida de centrifugacao foi repetida trés
vezes. ApOs descartar o sobrenadante da Ultima centrifugacdo, 100 ul de
Ribonuclease A 0,1 pg/ml, (LUDWING BIOTEC, ALVORADA, BRASIL) foram
adicionados a cada tubo, permanecendo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz
por 10 minutos, para a degradacdo do RNA. Em seguida, cada amostra foi
misturada a 400 ul de lodeto de Propidio (IP, SIGMA), na concentracao de 50 pg/ml,
aproximadamente 10 minutos antes do inicio da leitura, para a marcagédo do DNA.

As analises foram realizadas no laboratério de Genética Vegetal da Sede da
Embrapa Gado de Leite (JUIZ DE FORA, BRASIL), no Citbmetro de Fluxo Facs
Callibur (BECTON DICKINSON, SAN JOSE, EUA), utilizando os parametros FL2-H e
FL2-A para a confeccao dos histogramas. As porcentagens de células dentro de
cada fase do ciclo celular foram calculadas pelo software livre WinMDI verséo 2,8 (J.

Trotter, http://facs.scripps.edu/software.html, 2010), através dos histogramas
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gerados pelo Citbmetro de Fluxo, determinando as porcentagens de células nos
estagios sub-G0/G1, GO/G1, S e G2/M. Posteriormente, os dados foram tabulados
para a analise estatistica.

As proporc¢des de células em cada fase do ciclo celular (sub-G0/G1, GO/G1, S
e G2/M) foram submetidas a analise estatistica, onde a comparacao foi feita entre as
médias dos tratamentos dentro de cada extrato separadamente, ou seja,
tratamentos de diferentes extratos ndao foram comparados. Foi feita uma anélise de
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Student Newman
Keuls (SNK) por meio do procedimento GLM do programa sistema de analises

estatisticas (Statistical Analysis System — SAS.

3.4 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DA REVERSIBILIDADE DE ACAO DOS
EXTRATOS

Para a realizacdo do experimento 2, foram selecionados os tratamentos que
demonstraram melhores resultados em inibir o ciclo dos fibroblastos de acordo com
o experimento 1. A reversibilidade de acdo dos extratos foi avaliada a partir da
leitura do ciclo celular apds a exposi¢céo aos tratamentos, seguida de cultivo por 0,
12, 24 ou 36 horas.

As células foram descongeladas e submetidas aos tratamentos apos
atingirem aproximadamente 50% de confluéncia, ficando expostas aos extratos por
12 ou 24 horas (conforme descrito anteriormente). Apés a retirada dos tratamentos,
as células permaneceram em cultivo com meio padrédo por 0, 12, 24 ou 36 horas,
para que fosse verificada a diferenca na porcentagem de células em G0O/G1. Assim
como no experimento 1, também foram preparados o0s controles positivo
(soroprivacao) e negativo (0 pg/mL), sendo feitas trés repeticdes, em triplicata, para
cada tratamento. A preparacdo das células para a leitura do ciclo celular em
Citbmetro de Fluxo, seguiu os mesmos padrdes descritos para o0 experimento 1 e as

analises dos histogramas também foram realizadas da mesma maneira.
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As proporcdes de células em cada fase do ciclo celular (sub GO, GO/G1, S e
G2) fornecidas pelo Citbmetro de Fluxo em cada repeticdo também foram
submetidos a ANOVA (andlise de variancia) e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Student Newman Keuls (SNK) por meio do procedimento
GLM do programa sistema de analises estatisticas (Statistical Analysis System -
SAS). Entretanto, para o experimento 2, foram comparadas as propor¢des de
células no mesmo estagio do ciclo celular ao longo do tempo: 0, 12, 24 ou 36 horas
apos a remocao dos extratos, dentro de cada tratamento individual, sem fazer

comparacdes entre extratos ou entre tratamentos.

3.5 EXPERIMENTO 3: AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Para a realizacdo do experimento 3, foram selecionados os tratamentos que
demonstraram melhores resultados em inibir o ciclo dos fibroblastos, de acordo com
0s resultados obtidos no experimento 1, mas que também tiveram seu efeito
revertido, de acordo com resultados obtidos no experimento 2.

A andlise de viabilidade celular se deu se deu a partir da taxa de
sobrevivéncia apés a exposicdo aos tratamentos. O cultivo dos fibroblastos foi
realizado sob as condi¢cBes padrdo citadas anteriormente, até atingirem 50% de
confluéncia, momento em que foram adicionados os extratos, aos quais as células
ficaram expostas por 12 ou 24 horas, dependendo do tratamento. Foram
preparados da mesma maneira o controle negativo (0 ug/mL) e o controle positivo
(soroprivacao). Apds a exposicao ao extrato, os po¢os foram lavados com PBS (sem
Ca'™ e Mg™) e tratados com Tripsina (0,25%,SIGMA), por incubagdo a 37°C, durante
3 minutos, sendo posteriormente inativada com DMEM + 10% SFB. A suspenséao de
células foi transferida para tubos de 15 mL para posterior centrifugacdo por 5
minutos, a 591 G. O sobrenadante foi removido e 1 mL de PBS foi adicionado ao
pellet para uma segunda centrifugacdo de 3 minutos. Apdés a retirada do
sobrenadante, o pellet foi resuspendido em 200 ul de PBS, para que 50 yl de cada
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tubo fosse misturado a 50 pl de Azul de Tripan (0,2%, SIGMA ), de modo a adquirir
uma concentracao celular de aproximadamente 5 x 10* células/mL para a anélise.

A viabilidade celular foi avaliada pelo aparelho Cedex XS Analyser (ROCHE,
INDIANOPOLIS - EUA), um contador semiautomatico de células que utiliza o método
de exclusdo por Azul de Tripan, através da contagem de células marcadas/nao-
marcadas, fornecendo os dados baseados em porcentagens de células viaveis e
nao-viaveis, sendo necessario apenas 10 pl por amostra para cada analise.

Os dados foram tabulados para a analise estatistica, que se deu a partir de
analise de variancia (ANOVA) sendo as médias dos tratamentos comparadas pelo
teste de Student Newman Keuls (SNK) por meio do procedimento GLM do programa
Sistema de Analises Estatisticas (Statistical Analysis System - SAS). Os tratamentos
foram comparados entre si e com os controles (0 pg/mL e soroprivagéo). Os valores
de P<0,05 foram considerados significativos e foram apresentados como médias *
erro padrdo da media (EPM).

3.6 EXPERIMENTO 4: ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Para a realizacdo do experimento 4, foram selecionados os tratamentos que
demonstraram melhores resultados em inibir o ciclo dos fibroblastos, de acordo com
0os resultados obtidos no experimento 1, mas que também tiveram seu efeito
revertido, de acordo com resultados obtidos no experimento 2, ou seja, 0S mesmos
tratamentos testados no experimento 3. A andlise de expressdo génica se deu a
partir da quantificacdo dos transcritos dos genes B-ACTINA, HSP70.1A, HSBP1,
HSP27.P1, BAX, BCL-2 e WNT 5A, que estao envolvidos nos processos de estresse
e apoptose.

O cultivo dos fibroblastos foi realizado sob as mesmas condi¢des citadas para
0S experimentos anteriores, com o descongelamento e cultivo dos fibroblastos em
meio padrdo, até atingirem 50% de confluéncia, para que fossem expostos aos
respectivos tratamentos. ApGs a retirada do meio contendo os extratos, cerca de 2 x
10° células por tratamento foram imediatamente congeladas em 20uL PBS,
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totalizando trés repeticbes por tratamento. Foi utilizado apenas o controle com 0
Mg/mL de extrato (negativo). As células permaneceram estocadas em freezer a -

80°C até o momento da extracdo do RNA total.

3.6.1 EXTRACAO DO RNA TOTAL

Para a extragdo do RNA foi utilizado o kit comercial RNeasy Micro Kit
(QIAGEN GMBH, HILDEN, ALEMANHA) de acordo com as especificacbes do
fabricante. Resumidamente, as células foram lisadas por tampédo RLT acrescido de
10% de B-Mercaptoetanol (B-ME). Foi acrescido etanol 70% ao lisado e este foi
transferido para a coluna de Spin e submetido a centrifugacao, por 15 segundos, a
6800 G. Em seguida, foi adicionado o tampao de lavagem RW1 e centrifugado sob
as mesmas condi¢cOes anteriores. Para a purificacdo da amostra foi adicionado 80 pL
de solugdo de RDD + DNAse a membrana do filtro e, ap6s 15 minutos, esta foi
lavada novamente com o tampao RW1, seguida do tampdo RPE. Logo apés, foi
adicionado etanol 80% na coluna, para posterior centrifugacdo por 2 minutos,
visando a secagem da membrana onde se encontrava o RNA. Para elui¢do, foram
utilizados 12 L de 4gua RNase-free. Do volume final de aproximadamente 11 pL, foi
retirada uma amostra de 1 uL para quantificar o RNA total (tabela 2), através do
aparelho espectrofotdmetro (NANODROP ND-1000 , WILMINGTON, EUA).

3.5.2 SINTESE DO cDNA (DNA COMPLEMENTAR)

A transcricdo reversa para a sintese do cDNA foi realizada com o Kit
comercial SuperScript Il First-Stand Synthesis Supermix (INVITROGEN,
CARLSBAD, CA, EUA) seguindo as recomendacdes do fabricante. Resumidamente,

5 pL (~203,7 ng/pL) de RNA total foram utilizados em cada reacédo de sintese de
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cDNA. Uma reacao contendo RNA total, primer oligo dT, tampé&o de ligacdo e agua
livre de nuclease foi incubada por 5 minutos a 65°C. Em seguida, 12 pL do mix (2x
First-Strand reaction mix e SuperScript 1ll / RNAseOUT Enzime mix) foi adicionado a
reacdo que foi incubada a 50°C por 50 minutos e 85°C por 5 minutos. O volume final
foi de 20 uL de cDNA por reacdo, que permaneceu estocado a -20°C até posterior
utilizacdo. A quantificacdo do cDNA de cada repeticdo foi realizada através do
espectrofotometro (NANODROP ND-1000).

3.5.3 DESENHO DOS PRIMERS ESPECIFICOS

Os primers (B-ACTINA, HSP70.1A, HSBP1, HSP27.P1, BAX, BCL-2 e WNT
5a) foram desenhados a partir de sequéncias disponiveis no banco de dados do
GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov) utilizando o programa Prime3 (ROZEN e
SKALETSKY, 2000) e a sequéncia do primer GAPDH foi obtida a partir da referéncia
de Mourot et al. (2006). Todos os primers foram sintetizados pela Integrated DNA

Technologies (Coralville, 1A, EUA) e estao descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Informagdes dos primers utilizados

Temperatura Tamanho N° de acesso no
Produto Sequéncia do primer de do produto GenBank
pareamento (pb)

B-ACTINA F 5GACATCCGCAAGGACCTCTAZ

(endégeno) R 5ACATCTGCTGGAAGGTGGAC3' 53°C 205 NM_173979
GAPDH F 5CCAACGTGTCTGTTGTGGATCTGAS oo 037 Mourot et al.,
(endégeno) R 5'GAGCTTGACAAAGTGGTCGTTGAGS (2006)

Lsproga  F 5 COGGAGAAGGACGAGTTTGAGS soec L6 \M203322.2

R 5ACATGAGCAATCCAGGGAAGY

F 5TTTGCTTCAGGGTTTCATCCAGGAS
BAX R 5CAGCTGCGATCATCCTCTGCAGS' 64°C 174 NM173894

F 5TGGATGACCGAGTACCTGAA3Z
BCL-2 R 5CAGCCAGGAGAAATCAAACAS' 53°C 120 XM_586976

F 5TGCAGGATCTCACCTCAGTGZ
HSBP.1 R 5 GTTCCAGATTCCAGCGAAGAS' 55°C 236 NM_001113316.1

F 5GAGAGCGCGCGCATCCTGATS

WNT5a R 5 CAGCTGCAGCCAGCACGTCT3'

67°C 135 NM_001205971.1

F 5AGCTGACGGTCAAGACCAAG3S

HSP27.P1 R 5 GGGGACAGAGAGGAGGAGACS'

57°C 154 NM_001025569.1

Sequéncia dos primers especificos utilizados para o estudo de expressdo génica em fibroblastos
bovinos, temperaturas de pareamento, tamanho dos fragmentos e fonte de acesso as sequéncias no
GenBank ou referéncia bibliogréfica.

3.5.4 PCR EM TEMPO REAL

A abundéncia de cDNA de cada amostra de fibroblastos bovinos submetidos
aos tratamentos foi realizada utilizando a metodologia de PCR em Tempo-Real. As
concentragbes de primers e cDNA haviam sido previamente padronizadas. Foi
utilizado o kit comercial QuantiTect Sybr Green PCR Kit (QIAGEN), de acordo com
as recomendag0des do fabricante. Resumidamente, cada reagéo foi preparada com
cDNA da respectiva amostra, juntamente com o par de primers, Master Mix
(HotStarTag DNA Polymerase, QuantiTect SYBR Green PCR Buffer, dNTP mix,
incuindo dUTP, SYBR Green I, MgCl, e ROX como referéncia passiva), totalizando
um volume final de 25uL. Controles negativos foram preparados, onde o cDNA foi
omitido durante a reacédo e substituido por agua ultrapura. Foram feitas reacées em
triplicata para cada amostra (de todos os tratamentos e controle), das trés

repeticdbes. Foram utilizadas placas Opticas de reacdo de 96 pocos (Applied
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Biosystems, Foster City, CA, USA), seladas com filme adesivo optico (Applied
Biosystems), que foram acopladas ao aparelho ABI PRISM® 7300 Sequence
Detection Systems (Applied Biosystems). Para a amplificagdo do material, as
amostras foram incubadas a 95°C por 15 minutos, seguidas por 45 ciclos de 94°C
por 15 segundos, e posterior ligacdo aos primers nas temperaturas especificas para
cada um (conforme descrito na Tabela 2) por 30 segundos, finalizando com a
extensao da fita a 72°C por 30 segundos.

A quantificacdo foi realizada utilizando-se o método do C; (cycle threshold)
comparativo, com os resultados expressos relativos a genes de referéncia enddégena
e um grupo controle. O C; corresponde ao ciclo em que cada curva de amplificacao
atravessa o limiar de deteccédo (threshold), servindo como base para comparacao
entre as amostras. Este limiar foi estabelecido pelo proprio aparelho, em modo
automatico.

Como a quantificacdo relativa se baseia na frequéncia relativa dos transcritos
do gene alvo em relacdo a um gene de expressao constitutiva, os genes de
referéncia endégena foram B-ACTINA e GAPDH por serem amplamente utilizados
em trabalhos de expresséao génica em células somaticas. Como grupo calibrador foi
utilizado o controle com 0 pg/mL de extrato de A. indica, onde as células ndo foram
cultivadas em condi¢des normais (DMEM + 10% SFB + antibiético). Os valores de
expressao relativa estdo apresentados como média + erro padrao da média (EPM).

As andlises de quantificacdo relativa dos genes B-ACTINA, GAPDH,
HSP70.1A, HSBP1, HSP27.P1, BAX, BCL2 E WNT5A foram realizadas de acordo

com o modelo matemético descrito por Pfaffl, Horgan e Dempfle (2002):

Quantifica(;éo Relativa = (Ealvo)ACtaIvo(Ct do controle — Ct da amostra)

E ACT_ (Ctdo controle — Ct da amostra)
( Ref) Ref

Onde:

Eavo = Eficiéncia da PCR dos genes alvo

Controle = grupo controle

Amostra = grupo teste

Erer = Eficiéncia da PCR do gene controle enddégeno
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A partir deste método foi desenvolvido o Relative Expression Software
Tool (REST®) (PFAFFL, HORGAN e DEMPFLE, 2002) que possui o modelo
estatistico Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation TEST® (versao 384 - Beta,
2005), o qual foi utilizado para analisar os dados obtidos da quantificacao relativa da
PCR em tempo real. Esse modelo foi desenvolvido com base em testes de
permutacdo, que sdo uma alternativa quando testes paramétricos nao podem ser
usados. Estes testes obtém resultados a partir de permutacdes aleatérias dos dados

do experimento.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DO CICLO CELULAR APOS EXPOSI(;AO
AOS EXTRATOS DE Azadirachta indica

4.1.1 EXTRATO AQUOSO

Os tratamentos referentes ao extrato aquoso (50, 100, 200 e 300 pg/mL, por
12 ou 24 horas de exposi¢cdo) apresentaram, em sua maioria, reducéo significativa
(P<0,05) de células no estagio GO/G1, quando comparados ao controle com 0
Mg/mL. Apenas os tratamentos de 50 pg/mL, por 12 e por 24 horas de exposicéo, e
o de 300 pg/mL, por 24 horas de exposicao, foram semelhantes a esse controle de 0
pg/mL (Figura 6). Nenhum dos tratamentos teve eficiéncia similar ou superior a

a
5P
Figura 6. Diferengas significativas (P<0,05) entre os tratamentos sdo

indicadas por letras diferentes . Valores representam a médiaterro
padrao da média, com n=9 (trés repeticdes em triplicata).

soroprivacao, que apresentou 89,18+1,05% de células em GO/G1.
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As diferencas encontradas nas porcentagens de células nos estagios S e
G2/M, apés a exposicdo aos tratamentos com o extrato aquoso de Nim, se referem
as células que nao sofreram inibicdo em GO/G1. Por isto, as diferencas encontradas
nao tem uma relacdo direta com a concentracado/tempo de exposicdo ao extrato
(Tabela 3).

A subpopulacéo de células que apresenta fluorescéncia reduzida em relagcéo
a GO0/G1, denominada de sub-G0/G1, foi utilizada como uma analise preliminar de
morte celular. Foi observado um aumento significativo na porcentagem de células
em sub-G0/G1 apds exposicdo aos tratamentos com o extrato aquoso, quando estes
foram comparados ao controle com 0 pg/mL. O aumento demonstrou ser
diretamente proporcional a concentragdo administrada, sendo que as concentracdes
de 200 pg/mL e 300 pg/mL, ambas com 12 e 24 horas de exposicdo ao extrato,
apresentaram valores semelhantes entre si e superiores aos demais. Nesta analise,
a soroprivacgao foi similar (P>0,05) ao controle com 0 pg/mL. Para a visualizagdo dos

histogramas referentes aos tratamentos com o extrato aquoso, ver Anexo A.

Tabela 3. Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular apés exposi¢do ao extrato aquoso.

Tratamentos % de células em cada fase do ciclo celular

Ext. Aquoso Sub-G0/G1 G0/G1 S G2/M

0 ug/mL 0° 83,73 +1,15° 7,31 +0,77°% 8,95 + 0,53°

50 ug/mL 12h 093+016®  80,69+143®°  11,05+1,31*  8,03+0,61"
24h 063+011°%  8055+0,73®  872+0,74® 10,11 +0,29%°

100 pg/mL 12h 094+0,11%°  78,42+1,24° 11,89 + 1,282 8,57 +0,53%
24h 1,36 +0,26" 79,24 + 0,80° 10,38 +0,86™° 9,01 + 0,86™

200 pg/mL 12h 273+0,19° 78,61 + 0,45° 10,26 + 0,38*° 8,46 + 0,32*
24h 228+0,12° 78,61 + 0,54° 8,16 + 0,20°* 10,97 + 0,34%

300 pg/mL 12h 226 +0,10° 78,27 +0,70° 9,58 + 0,49 9,89 + 0,34%
24h 258+019° 80,29 +1,09° 7,00+ 0,18% 10,15 + 0,95%

Soroprivagéo 0,31+0,08° 89,18 +1,05° 5,16+ 0,85 5,30+ 0,46°

Diferencas significativas entre os tratamentos na mesma coluna estdo representadas por letras diferentes
abede (P<0,05). Valores representam a média + erro padrdo da média, com n=9 (trés repeticdes em triplicata).
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4.1.2 EXTRATO HEXANICO

Para os tratamentos referentes ao extrato hexanico (50, 100, 200 e 300
Mg/mL, por 12 ou 24 horas de exposi¢cédo) houve aumento (P<0,05) na porcentagem
de células em GO/G1 para os tratamentos de 50 pg/mL, por 12 e 24 horas de
exposicdo, 100 ug/mL, por 12 horas de exposi¢cado e 200 ug/mL, também por 12
horas de exposicdo, quando comparados ao controle com 0 pg/mL. Ja quando
comparados a soroprivacdo, apenas o tratamento de 100 pg/mL, por 12 horas de
exposicdo, foi igualmente eficiente em estacionar as células em GO/G1l
(88,42+0,86% e 87,85+0,51%, respectivamente), sendo que nenhum tratamento

apresentou porcentagem superior a ele (Figura 7).

12h 24h 12h 24h
Opg/mL  50pg/mL 100pg/mL 200pg/mL 300pg/mL
Tratamentos extrato hexdnico (concentragaottempo)

1

Chlulas em GOGT (%)

Figura 7. Diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos sdo
indicadas por letras diferentes *"°. Valores representam a médiaterro
padrao da média, com n=9 (trés repeticdes em triplicata).

As porcentagens de células nas fases S e G2/M, apds a ao extrato hexanico
de Nim, apresentaram diferengcas entre si, variando de acordo com as taxas
encontradas do estagio GO/G1 e sub-G0/G1 (Tabela 4). Entretanto, estas diferencas
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nao tem uma relacdo direta com a concentracdo/tempo de exposicdo ao extrato,
assim como observado para o extrato aquoso.

O aumento da taxa de sub-GO/G1 foi dependente da concentracdo e do
tempo de exposicdo ao extrato hexénico. Os tratamentos de 200 pg/mL, por 24
horas de exposicdo e de 300 pg/mL, por 12 e 24 horas de exposi¢cdo, provocaram
um pronunciado aumento (P<0,05) destas taxas (6,85 + 0,41%, 4,49 + 0,19% e
14,47 = 0,60%, respectivamente), em comparacdo com os demais tratamentos e
controles. Para a visualizagdo dos histogramas referentes aos tratamentos do

extrato hexanico, ver Anexo B.

Tabela 4. Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular apés exposicéo ao extrato hexanico.

Tratamentos % de células em cada fase do ciclo celular

Ext. Hexanico Sub-G0/G1 G0/G1 S G2/M

0 pg/mL 0° 81,44 + 0,29° 7,55 +0,26° 11,02 + 0,24°

50 pg/mL 12h 0,67+0,10% 84,23 +0,56" 8,34 + 0,34% 6,75 + 0,44
24h 091+0,08% 85,66 +0,47 5,89 + 0,35° 7,52 + 0,25%

100 pg/mL 12h 103+0,16%  87,85+0,51° 4,53 +0,28° 6,59 + 0,33%
24h  132+0,28¢° 82,33 +0,30° 5,21 + 0,45% 11,13 + 0,35°

200 pg/mL 12h 121 +0,23° 85,87 + 0,45" 5,07 + 0,48% 7,87 +0,37°
24h  §85+0,41" 73,08 + 0,61° 9,22 + 0,30 10,85 + 0,26°

300 pg/mL 12h  449+0,19° 74,44 + 0,67° 7,53 +0,20° 13,54 + 0,69%
24h  14,47+0,60% 67,00 +0,47° 8,67 +0,47% 9,87 +0,27°

Soroprivagéo 1,49 +0,33 ¢ 88,42 + 0,86" 4,04 +0,22° 6,02 + 0,86°

Diferencas significativas entre os tratamentos na mesma coluna estdo representadas por letras
diferentes *"®4® (P<0,05). Valores representam a médiaterro padrdo da média, com n=9 (trés
repeticbes em triplicata).
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4.1.3 EXTRATO ETANOLICO

Para os tratamentos referentes ao extrato etandlico (50, 100, 200 e 300
Mg/mL, por 12 ou 24 horas de exposicdo) foi observado que, para todos os
tratamentos de 24 horas de exposi¢cao, houve um aumento significativo (P<0,05) na
porcentagem de células no estagio GO/G1, quando comparados ao controle com 0
Mg/mL. Este aumento também foi observado para o tratamento de 100 pg/mL por 12
horas, e todos estes foram semelhantes (P>0,05) a soroprivacdo. Ja os demais
tratamentos, apresentaram menores indices de células no estagio GO/G1 quando

comparados a soroprivacao (Figura 8).
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Figura 8. Diferengas significativas (P<0,05) entre os tratamentos sdo
indicadas por letras diferentes *"°. Valores representam a médiaterro
padrao da média, com n=9 (trés repeticdes em triplicata).

Em relagcéo aos indices de células em S e G2/M, a diferenca observada entre
o controle com O pug/mL e a soroprivagdo (10,26 + 0,32% e 5,02 £ 0,42%,
respectivamente) é reflexo dos valores observados em GO/G1l (Tabela 5). As

diferengas encontradas entre os tratamentos com o extrato n&o tiveram uma relagéo
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direta com a concentracao e o tempo de exposicéo, assim como observado para os
extratos anteriores.

Os picos de sub-GO/G1 para os tratamentos referentes a este extrato, em
geral, foram menores (P<0,05) do que na soroprivacdo. Somente o tratamento de
200 pg/mL, por 12 horas de exposicao foi similar a ele. Nao foi observada uma
relacdo direta entre a concentracdo e tempo de exposicdo ao extrato com o indice
de sub-GO/G1. Para a visualizacdo dos histogramas referentes aos tratamentos do

extrato etandlico, ver Anexo C.

Tabela 5. Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular apés exposicéo ao extrato etandlico.

% de células em cada fase do ciclo celular

Tratamentos

Ext. Etandlico Sub-G0/G1 GO/G1 S G2/M

0 ug/mL 0° 81,89 + 0,43° 8,22 + 0,44% 10,26 + 0,32*

50 pg/mL 12h  0,65+0,08" 82,74 + 0,65° 8,84 + 0,407 7,76 +0,35°
24h 0,78+0,61° 86,81 + 0,61° 5,32 + 0,44° 7,08 + 0,46™

100 pg/mL 12h  1,02+052° 86,04 + 0,50° 7,70 +0,58° 5,23 + 0,23%
24h  1,04+0,08° 88,59 + 0,26% 5,70 + 0,27° 4,78 + 0,16°

200 pg/mL 12h  1,93+0,12° 82,50 + 0,56° 9,57 + 0,36 5,93 + 0,36°*
24h  0,55+0,04" 88,36 + 0,32° 5,36 + 0,42° 6,18 + 0,24%

300 pg/mL 12h 113+0,20° 84,02 + 1,32° 9,61 + 0,40 5,46 + 0,29%
24h 1,18+0,05° 86,89 + 0,76 5,70 + 0,64° 6,23 + 0,23%

Soroprivagao 2,25+0,66% 89,65 + 0,45 5,29 +0,18° 5,02 + 0,42

Diferencas significativas entre os tratamentos na mesma colunas estdo representadas por letras
diferentes <€ (P<0,05). Valores representam a média + erro padrdo da média, com n=9 (trés
repeticbes em triplicata).

4.2 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DA REVERSIBILIDADE DE ACAO DOS
EXTRATOS

Para o experimento 2 foram selecionados os tratamentos que promoveram

aumento na concentracdo de células em GO0/G1, quando comparado ao controle



53

com O pg/mL, identificados no experimento 1. Para o extrato hexanico, foram
selecionados, portanto os tratamentos de 50 pg/mL e 100 pg/mL, tanto por 12
guanto por 24 horas de exposicédo, e de 200 pg/mL, por 12 horas. Para o extrato
etanodlico, dentre os tratamentos que demonstraram maiores porcentagens de
células em G0O/G1, foram priorizados os de 24 horas de exposi¢cdo, com excec¢do da
concentragcédo 300 pg/mL (por ser uma concentracdo muito alta e, possivelmente, de
maior toxidade). Os tratamentos referentes ao extrato aquoso nao foram analisados,

pois nenhum deles resultou no aumento da proporcao de células em GO/G1.

Para a analise de reversibilidade, portanto, as propor¢cdes de células em um
mesmo estagio do ciclo celular (GO/G1, S ou G2/M) foram comparadas dentro de
cada tratamento, até 36 horas ap6s a remocao dos extratos. As analises foram feitas
de 12 em 12 horas, ou seja, depois de 0, 12, 24 e 36 horas da retirada do
tratamento. O objetivo foi identificar aquele onde o retorno das células ao ciclo
celular (com a progressdo para as fases subsequentes) ocorresse em menor

intervalo de tempo. Portanto, ndo foi realizada comparacgao entre os tratamentos.

Nos tratamentos referentes ao extrato hexanico, ndo foram observadas
diferencas (P>0,05) nas porcentagens de células nos estagios GO/G1 do ciclo
celular, nos tempos de 0, 12, 24 e 36 horas apds a remocao do extrato (Tabela 6),
sugerindo que nao houve reversibilidade de sua acdo. Na soroprivacdo houve uma
reducdo (P<0,05) da propor¢cédo de células em GO/G1 depois de 24h de cultivo em
meio padréo (10% SFB), em relacdo ao tempo de 0 hora.

Para o extrato etandlico, somente o tratamento de 100 pg/mL, apds 24 horas
de exposicao, apresentou uma propor¢cao menor (P<0,05) de células em GO/G1
(Tabela 6). Essa reducao ocorreu 12 horas apés a remoc¢ao do extrato. Apesar de
ter sido observada uma reducdo na proporcdo de células neste estagio para o
tratamento de 200 pug/mL, por 24 horas de exposicao, apos 12 horas da retirada do
contato com o extrato, tal diferenca néo foi significativa em relacdo aos demais
tempos avaliados. Para melhor visualizacdo da reducdo de células, ao longo do
tempo, para estes tratamentos, ver Anexo D.
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Tabela 6. Porcentagem de células na fase GO/G1 apés a retirada dos tratamentos com extrato
hexanico e etandlico.

GO0/G1

Tratamentos Extrato Oh 12h 24h 36h
Soroprivagao 80,11 1,442 88,09+1,272 61,90+4,07° 77,95+1,962
50 pg/mL 12h 71,20 +1,13 70,70+ 1,13 73,86 £ 2,04 66,27 + 4,67
50 pg/mL 24h 74,14 + 3,73 71,83+1,70 76,07 £ 1,82 75,65 + 2,17
100 pg/mL  12h Hexanico 72,25+ 2,33 73,06 + 1,08 74,43 £ 2,14 70,65 + 3,33
100 pug/mL  24h 72,43 +1,45 74,87 £ 2,22 68,90 * 3,65 71,35+ 3,72
200 pg/mL  12h 69,28 + 1,17 67,90 £ 0,87 76,07 + 1,82 75,65 + 2,17

50 pg/mL  24h 78,92 + 0,41 76,54 £ 0,70 77,61 +1,46 80,88 + 2,51
100 ug/mL  24h Etandlico 81,84+0,28% 72,13+165° 76,96+0,91% 81,15+2,472
200 pg/mL  24h 80,19 £ 0,45 71,11 +£1,78 73,39+ 1,44 75,54 + 2,89

Os tempos de 0, 12, 24 e 36h, referem-se ao periodo de cultivo apds a remogédo dos tratamentos e
subsequente leitura em citbmetro de fluxo. Diferengas significativas entre os tempos, ha mesma linha,
estdo representadas por letras diferentes ab (P<0,05). Valores representam a média + erro padrao da
média, com n=9 (trés repeticbes em triplicata).

Os resultados referentes ao estagio S do ciclo celular mostraram que apenas
no tratamento com 50 pg/mL, por 24h de exposicdo ao extrato hexanico, houve um
aumento (P<0,05) na proporcdo de células, o que ocorreu dentro de 12h apoés a
retirada do tratamento (Tabela 7). Para os demais grupos avaliados, tanto do
hexanico. quanto do etandlico, ndo foram observadas diferencas (P>0,05) na
porcentagem de células neste estagio ao longo das 36 horas apds a retirada do

tratamento.
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Tabela 7. Porcentagem de células na fase S apds a exposicdo ao extrato hexanico e etandlico.

Tratamentos Extrato >
Oh 12h 24h 36h

Soroprivagao 7,20 £ 0,61 6,86 £ 1,24 9,70 £ 0,75 7,62 +£0,77
50 ug/mL 12hs 8,44 + 1,07 10,62 + 1,35 9,66 + 1,01 10,52 £ 0,63
50 ug/mL  24hs 6,09+0,87° 1350+1,15° 928+1,17° 8,30+0,47°
100 ug/mL  12hs Hexanico 8,63 + 0,99 9,89 + 1,06 8,78+ 0,84 7,84 +0,33
100 ug/mL  24hs 7,18 + 0,61 8,29 +0,43 7,68 + 0,92 8,92+1,01
200 ug/mL  12hs 10,32 + 1,02 9,86 + 1,08 9,66 + 1,01 10,52 £ 0,63

50 pg/mL  24hs 9,33+£0,44 9,22+1,21 9,55+ 0,99 8,07 1,15
100 ug/mL  24hs Etanolico 8,44 +0,35 11,63 +£1,07 10,0 £ 0,87 8,14 + 1,97
200 pg/mL  24hs 9,01+1,27 12,60 £ 1,08 8,94 + 1,05 8,88 + 0,92

Os tempos de 0, 12, 24 e 36h, referem-se ao periodo de cultivo apds a remocao dos tratamentos e
subsequente leitura em citbmetro de fluxo. Diferencas significativas entre os tempos, na mesma
linha, estdo representadas por letras diferentes ab (P<0,05). Valores representam a média * erro
padrdo da média, com n=9 (trés repeticées em triplicata).

Nos grupos expostos por 12 horas as concentracbes de 50 pug/mL e 200
pg/mL do extrato hexanico, ocorreu uma diminuicdo na porcentagem de células em
G2, depois de 24 horas da retirada do extrato. Entretanto, estes resultados nédo
tiveram relagdo com as porcentagens encontradas nas outras fases.

Ja para 0s grupos expostos ao extrato etandlico, os resultados referentes a
guantidade de células no estagio G2 parecem ter relacdo com a diminuicdo de
células nos estagios GO/G1 (Tabela 8). No tratamento de 100 pg/mL, por 24 horas
de exposicdo, houve um aumento (P<0,05) na porcentagem de células em G2
dentro das 12 horas seguintes a remocado do extrato, que corresponderia as células
gue sairam do estagio GO/G1 neste mesmo tempo. Isto também foi observado para
0 grupo exposto por 24 horas a concentragdo de 200 pg/mL, também para o extrato
etandlico, onde ocorreu aumento na porcentagem de células em G2 (P<0,05) depois
de 12 horas da retirada do tratamento, acompanhando a reducdo de células em
GO0/G1. Na soroprivagado, o aumento de células em G2 ocorreu 24 horas depois da
retirada da condicao de inibicdo sendo que a reducéo de células em GO/G1 também

ocorreu neste tempo.
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Tabela 8. Porcentagem de células na fase G2 apds a exposicdo aos tratamentos com extrato

hexanico e etandlico.

G2
Tratamentos Extrato
oOh 12h 24h 36h

Soroprivacdo 10,52+1,00° 5,04+1,32° 2816+4,482 1477+1,23°
50 yg/mL  12hs 14,82 +2,63% 17,25+0,462 13,67+0,91" 11,64+1,28"
50 ug/mL  24hs 19,76 £1,73 13,96 + 1,00 14,57 + 1,03 18,66 + 2,32
100 ug/mL  12hs Hexanico 17,56 +1,60 16,92 + 1,20 15,86 + 1,56 14,09 + 1,78
100 ug/mL  24hs 19,49+ 1,60 14,17 + 1,47 20,17 + 2,60 16,38 + 3,05
200 ug/mL  12hs 18,18 +0,92% 19,25+353% 13,67+0,91% 11,64+1,28"

50 ug/mL  24hs 11,74+0,50 12,35+ 0,36 12,83 + 0,59 10,10 + 0,95
100 ug/mL  24hs Etandlico 9,73+1,19° 14,27+0,72% 12,66+0,60* 10,78 +1,73%
200 ug/mL  24hs 10,8 +0,47° 1456+1,03* 1569+0,75° 10,37 +0,79°

Os tempos de 0, 12, 24 e 36h, referem-se ao periodo de cultivo apés a remocao dos tratamentos e
subsequente leitura em citbmetro de fluxo. Diferencas significativas entre os tempos, na mesma
linha, estdo representadas por letras diferentes ab (P<0,05). Valores representam a média * erro
padrdo da média, com n=9 (trés repeticdes em triplicata).

Os histogramas referentes aos tratamentos de 100 pg/mL e 200 pg/mL por 24

horas de exposicdo ao extrato etandlico, nos tempos de 0 hora e 12 horas apés a

remocado dos extratos (para visualizacdo da reversibilidade de acdo), e os da

soroprivagéo nos tempos de 0 hora e 24 horas, estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Histogramas demonstrando a porcentagem de células em G0/G1 em
G2 0 hora e 12 horas apés exposicdo ao extrato etandlico para (A) tratamento
de 100 pg/mL apds Oh e 12h apés a exposicdo ao extrato etandlico por 24h, (B)
200 pg/mL apés Oh e 12h ap0s a exposicdo ao extrato etandlico por 24h e (C)
soroprivacdo apés Oh e 24h apds a retirada da condicao de inibicao.

4.3 EXPERIMENTO 3: AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Para o experimento 3, foram selecionados os tratamentos que demonstraram
reversibilidade quanto a inibicdo do ciclo celular, identificados através do
experimento 2. Portanto, 0s grupos expostos aos tratamentos de 100 pg/mL e 200
Mg/mL, por 24 horas de exposi¢do ao extrato etandlico, foram submetidos a analise
de viabilidade celular por Azul de Tripan, pois demonstraram redugcdo na
porcentagem de células em GO/G1 apoés a retirada do tratamento. Foram utilizados
um controle positivo (soroprivagdo) e um controle negativo (0 pug/mL).

N&o foi observada diferenca (P>0,05) na taxa de viabilidade celular entre a

soroprivagdo, o controle com 0 pg/mL e o grupo exposto a 100 pg/mL do extrato
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etanodlico, por 24 horas. Entretanto, no tratamento de 200 pg/mL, pelo mesmo

tempo de exposicao, houve reducao (P<0,05) na taxa de viabilidade (Figura 10) em
relacdo aos demais.

100 3

80 {

a
a a
60 - - b
40 - - .
20 4 T
0 I J d - ; x = =

Soroprivagao 0 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL

Tratamentos -extrato etanolico (24h)

Células viaveis (%)

Figura 10. Diferengas significativas (P<0,05) entre os tratamentos s&o
representadas por letras diferentes ab " valores representam a meédiaterro
padrdo da média, com n=9 (trés repeticées em triplicata).

4.4 EXPERIMENTO 4: AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

Foram selecionados para a analise de expressdo génica 0S Mesmos
tratamentos submetidos a andlise de viabilidade celular, sendo eles 100 pg/mL e 200
Mg/mL, por 24 horas de exposi¢cdo ao extrato etandlico. Foi utilizado apenas o
controle negativo (0O ug/mL) para comparacédo da expressao dos genes B-ACTINA,
HSP70.1A, HSBP1, HSP27.P1, BAX, BCL-2 e WNT5A.

Apds a extracdo do RNA total, as amostras foram quantificadas para que

fosse calculada a quantidade necessaria para cada reacao. A transcri¢cao reversa foi
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realizada em seguida, sendo o cDNA de cada amostra também foi quantificado. Os

valores das quantificacbes estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Quantificacdo do RNA total e cDNA

Tratamentos Repeticbes Quantificacdo do RNA total Quantificacdo do cDNA
Extrato etandlico (ng/uL) (ng/uL)
1 242,65 670,75
0 ug/mL 2 253,7 452
3 17,75* 375,7
4 249.95 704,75
1 256,3 886,65
100 pg/mL /24 h 2 191,9 881,1
3 240,15 852,9
1 363,4 792,55
200 pg/mL /24 h 2 195.4 869,2
3 179 901,8

QuantificagcBes apods o procedimento de extracdo do RNA total e de transcricdo reversa.
* Os valores de cDNA para este grupo foram mais baixos, por isto foi realizada uma extracédo

adicional (repeticéo 4).

ApGs a padronizacdo da PCR em tempo real, foram obtidas as temperaturas

de dissociacdo (TD) (Tabela 10) e a eficiéncia da reacédo para cada gene avaliado

(Tabela 11). Para a analise da quantificacdo relativa, utilizou-se como referéncia

enddgena o gene da B-ACTINA, cujo coeficiente de variagdo entre as amostras foi o

menor (3,33%), quando comparado ao GAPDH (4,07%).
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Tabela 10. Condi¢des padronizadas da PCR em tempo real.
Gene cDNA (ng) Primer (nM) Temperatura de Temperatura de

pareamento (°C) dissociacédo (°C)

GAPDH 400 100 53°C 82,7°C
B-ACTINA 400 100 53°C 84,8°C
HSP70.1A 800 100 59°C 86,5°C
BAX 800 100 64°C 83,6°C
BCL-2 800 100 53°C 83,3°C
HSBP1 800 100 55°C 82,0°C
WNT5A 800 100 67°C 86,9°C
HSP27.P1 800 100 55°C 84,1°C

Tabela 11. Valores da eficiéncia da reacéo para
cada gene avaliado.

Gene Eficiéncia r
GAPDH 1,80 1
B-ACTINA 1,78 1
HSP70.1A 1,80 1
BAX 1,71 1
BCL-2 1,72 1
HSBP1 1,61 1
WNT5A 1,88 1

1

HSP27.P1 1,94

A partir das analises das curvas de dissociacdo dos genes avaliados, nao
foram observados picos referentes a dimeros de primers ou produtos inespecificos
da PCR (Figura 11), validando, assim, a quantificacdo dos transcritos pelo presente
trabalho.
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Figura 11. Curvas de dissociacdo para 0s genes de estresse e apoptose (A) B-ACTINA, (B) GAPDH,
(C) BAX, (D) BCL-2, (E) HSB P1, (F) HSP 27.P1, (G) HSP 70.1A, (H) WNT 5A.

Para o tratamento de 100 pg/mL, por 24 horas de exposicdo ao extrato
etanodlico, observou-se menor abundéncia de transcritos (P<0,05) para todos os
genes relacionados ao processo de apoptose (BCL-2, BAX e WNT5A) e para a
maior parte dos genes de resposta ao estresse (HSP70.1A e HSBP1), sendo o
HSP27.P1 o Unico transcrito que ndo apresentou diferencas significativas (P>0,05)
em relacdo ao controle O ug/mL (Figura 12).

Para o tratamento de 200 pg/mL, por 24 horas de exposicdo ao extrato
etandlico, também foi observada menor abundancia de transcritos (P<0,05) para

todos os genes relacionados ao processo de apoptose (BCL-2, BAX e WNT5A)
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como também para 0s genes de reposta ao estresse (HSP27 e HSBP1), sendo que

apenas o gene HSP70.1A néo apresentou diferencas significativas na quantificacédo

dos transcritos (P>0,05) em relacdo ao controle negativo.

1,20

1,00

0,8

o

0,6

Abundincia Relativa de mRNA
S

0,4

(=3

0,2

o

0,00

W CN (0 pg/mL)
*
. . W 100 pg/mL
1 1 * 200 pg/mL
* |
| k3
* g I *
* x|
* *
! *
* *
*
* 1
*
BAX BCLZ H5P70 WNT5a H5P27 HSBP1

Figura 12. Grafico demonstrativo da abundéancia relativa dos transcritos apos exposi¢do ao extrato
etandlico. Diferencas significativas entre os grupos séo indicadas por * P<0,05 e **P<0,001.
Valores representam a médiaterro padrdo da média, com n=9 (trés repeticbes em triplicata), sendo
utilizado o controle negativo (0 pg/mL) como grupo calibrador, com valor igual a 1.
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6 DISCUSSAO

Existem varios fatores que afetam o desenvolvimento de embrides
reconstruidos por transferéncia nuclear de célula somatica (TNCS). Entre eles esta a
sincronizacao do ciclo celular entre o odcito receptor e a célula doadora, para que
ocorra uma reprogramacdo nuclear adequada. A rigorosa sincronia da célula
somatica em GO ou G1 com o odcito estacionado em metéfase Il permite que os
cromossomos se condensem corretamente, resultando na manutencdo da ploidia
correta do embrido produzido (HAYES et al, 2005). Portanto, € desejavel que a
maior proporcao possivel de células doadoras de nucleo esteja em GO/G1 e, para
isso, existem diversas substancias capazes de sincronizar o ciclo celular nesta fase.
Assim, o presente estudo avaliou os efeitos de inibicdo do ciclo em fibroblastos
bovinos no estagio GO/G1 a partir da exposicdo destas células aos extratos aquoso,
hexanico e etandlico de folhas de Azadirachta indica (Nim), com o intuito de uséa-las
como doadoras de nucleo na TNCS.

Os resultados encontrados no presente trabalho mostram que, em
determinadas concentracdes, 0s extratos etanolico e hexanico de folhas de Nim
foram capazes de inibir o ciclo de fibroblastos bovinos em GO/G1. Os melhores
tratamentos (100 pg/mL e 200 pg/mL, por 24 horas de exposicdo ao extrato
etanodlico) apresentaram taxas de células em GO/G1 com médias de 88,36+0,32% e
88,59+0,26%, respectivamente, valores estes, semelhantes a soroprivacao
(89,65+0,45%). J4 0 extrato aquoso ndo demonstrou efeitos de inibicdo da
proliferacdo nos fibroblastos bovinos.

A inibicdo por soroprivagdo foi utilizada como controle positivo, por ser
relatada como um dos métodos mais eficientes em sincronizar o ciclo das células
doadoras de nucleo no estagio GO/G1 (WILMUT et al., 1997; BOQUEST et al., 1999;
WELLS et al., 2003). As porcentagens de células obtidas neste estagio pelo método
de soroprivacdo estdo de acordo com resultados obtidos por Hayes et al. (2005),
que apés 72 horas, fibroblastos adultos bovinos em cultivo com 0,5% de SFB,
apresentaram uma taxa de 89,56 + 5,15%, de células em GO0/G1.
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Foi observado que os fibroblastos bovinos tiveram respostas diferentes em
relacd@o a inibi¢cdo do ciclo celular, conforme o extrato utilizado (aquoso, etandlico ou
hexanico), o que pode estar relacionado com a variedade de compostos ativos
presentes em cada um, de acordo com o solvente e o tipo de preparacdo
empregada. Os métodos e o tempo de extragdo, bem como o solvente utilizado
fornecem variados tipos e concentragcdes dos compostos, onde se considera a
polaridade e afinidade das moléculas ao solvente (MARINOVA e YANISHLIEVA,
1997; RUSAK et al., 2008). Diversos trabalhos indicaram que o extrato etandlico de
folnas de Nim é mais eficaz por apresentar uma ampla gama de propriedades
farmacoldgicas (SUBAPRIYA E NAGINI, 2005), que pode ser explicado pelo fato de
0 etanol possuir uma extremidade polar e outra apolar, tornando-o capaz de
dissolver tanto moléculas polares como moléculas apolares (MARINOVA e
YANISHLIEVA, 1997).

Alguns trabalhos tém relatado que o extrato aquoso de Nim apresenta
atividade antineoplasica em modelos murinos, a partir da modulacao de proteinas
reguladoras do ciclo que, por sua vez, interferem na proliferagdo celular (BARAL e
CHATTOPADHYAY, 2004; GANGAR et al., 2006; ARORA, BANSAL e KOUL, 2012).
No presente trabalho, para 0s grupos expostos ao extrato aquoso, nao foi observado
efeito de inibicdo da proliferacdo em fibroblastos bovinos. O tipo celular parece,
portanto, interferir na forma de resposta ao extrato testado.

Sabe-se que complexos de proteinas CDK-ciclina sdo de fundamental
importancia para a progressao do ciclo celular, isto quer dizer que a variacdo dos
niveis de ciclina participa da inibicdo e progressao do ciclo, sendo de extrema
importancia para o controle da proliferagdo celular (NAKAYAMA e NAKAYAMA,
2006). As células quiescentes apresentam como caracteristica a reducdo da
expressado de ciclinas D e E, que sédo essenciais para a progressao do ciclo celular
na transicéo da fase G1 para a fase S (BOQUEST et al., 1999). Alguns quimicos que
apresentaram sucesso na inibicdo do ciclo de células doadoras de nucleo para a
clonagem, como butirolactona e afidicolina (KUES et al., 2000), estado relacionados
com a inibicdo destas ciclinas, promovendo a parada do ciclo celular em GO/G1, de
forma reversivel (KITAGAWA et al., 1994).

Alguns compostos isolados do Nim, como nimbolide e quercetina, tem se
destacado em trabalhos relacionados a inibicdo da proliferacdo de células
cancerigenas (WOUDE et al.,, 2003; ROY et al., 2007; KUMAR et al., 2009;
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CASELLA et al., 2014). A exposicao de células HeLa ao nimbolide induziu a parada
do ciclo celular na fase GO/G1, juntamente com o acumulo de p21 (dependente de
p53) e subexpressdo de proteinas reguladoras do ciclo celular, como ciclina B,
ciclina D1 e antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) (PRIYADARSINI et al.,
2010). Outro estudo também indicou a modulacao de proteinas reguladoras do ciclo,
como ciclinas, Cdks e p53, induzindo a inibicdo do ciclo em linhagens de células
cancerigenas (ROY et al., 2007).

Recentemente, células pré-neoplasicas do figado foram tratadas com
guercetina, onde observaram a inibicdo da producéo tanto de ciclinas A, como de
ciclinas B. Além disso, também foi observado um aumento dos transcritos e de
proteinas p53 apds os tratamentos. O trabalho relatou, ainda, que os efeitos
adversos da quercetina possam ser dependentes do tipo de célula ou do tecido
expostos, a presenca ou ndo de um fator estressante, bem como a dose
administrada (CASELLA et al., 2014).

N&o foram encontrados na literatura trabalhos que tenham avaliado a agéo de
tais compostos, ou mesmo de extratos de Nim, em células sométicas nao-
cancerigenas de mamiferos, mas € possivel considerar a hipotese de que os
compostos nimbolide e quercetina estejam presentes nos extratos hexanico e
etanodlico utilizados no presente trabalho, atuando no processo de inibicdo da
proliferacdo dos fibroblastos bovinos. Uma triagem fitoquimica poderia ser realizada
para indicar quais compostos estdo presentes nestes extratos, para que seja
possivel fazer uma associacdo com a acéo provocada por eles.

Quanto aos indices de sub-GO/G1, é interessante ressaltar que quando as
células sdo expostas a fluorocromos intercalantes de DNA, células necroticas ou em
apoptose tardia irdo apresentar uma intensidade de fluorescéncia reduzida em
relacdo aos parametros FSC (indicativo do tamanho da célula) e SSC (indicativo da
granulosidade ou complexidade da célula), que se mostra mais baixo quando
comparado ao observado para células normais (TELFORD, KING e FRAKER, 1994).
Portanto, o pico de sub-G0/G1 foi apresentado como uma analise preliminar de
morte celular, ndo excluindo a necessidade de realizacdo de outros métodos para
identificar a presenca de células apoptoticas.

No presente trabalho, a andlise do indice de sub-GO/G1 nos grupos expostos
aos extratos aquoso e hexanico aumentaram de acordo com a concentragéo e o

tempo de exposicdo. As maiores concentracdes do extrato hexanico (200 pug/mL/24
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horas, 300 pg/mL/12 horas e 24 horas) demonstraram altos indices de sub-G0/G1, o
que pode ser um indicativo de maior toxicidade em relagdo aos outros extratos. Ja
para 0S grupos expostos ao extrato etanolico, o aumento do indice de sub-G0/G1
nao foi dose/dependente.

Quanto aos resultados de reversibilidade, apesar do extrato hexanico ter se
mostrado eficiente em inibir o ciclo dos fibroblastos, ndo foi observada a
reversibilidade de sua ac&do. Logo, nenhum dos tratamentos testados poderia ser
utilizado para a clonagem, ja que as células doadoras de nucleo precisam retomar a
capacidade de proliferacdo celular apés a exposicdo ao agente de inibicdo, dando
inicio ao desenvolvimento embrionario (DAVIS, HO e DOWDY, 2001). Quanto aos
grupos expostos por 24 horas ao extrato etanélico, as concentracdes de 100 pg/mL
e 200 pg/mL, foi observada reducédo (P<0,05) de células no estagio GO/G1 dentro
das 12 horas seguintes a retirada do tratamento. Na soroprivacdo também foi
observada essa reducao, entretanto, ela ocorreu 24 horas depois da remocao da
condicdo de inibicdo, 0 que seria uma vantagem na utilizacdo do extrato para a
TNCS, ja que o nuacleo poderia retornar ao ciclo mais rapidamente e poderia

conduzir o inicio do desenvolvimento embrionario de forma adequada.

Na andlise de viabilidade celular por azul de Tripan, o tratamento de 100
pg/mL, por 24 horas de exposicdo ao extrato etandlico, ndo induziu reducdo da
viabilidade celular, mas na concentracdo de 200 pg/mL, pelo mesmo tempo de
exposicdo ao mesmo extrato, houve reducdo da porcentagem de células viaveis em
relacdo ao controle de 0 pg/mL. Ja foi relatado que extratos de Nim tém potencial de
reduzir a viabilidade celular e induzir apoptose em diversos tipos de células
tumorais. Kumar et al. (2006) observaram reducéo de 50% na proliferacédo de células
de céancer de prostata, apos administracdo de 100 pg/mL do extrato etandlico de
Nim, por 24 horas de exposicdo, além de demonstrarem que o extrato induziu morte
celular por apoptose, a partir de avaliagdo por fragmentacdo do DNA destas células.
Em trabalho realizado por Elumalai et al. (2012b), a utilizacdo de 10-50 pg/mL de
extrato etanolico de Nim, também por 24 horas de exposicéo, foi capaz de induzir
apoptose em células de cancer de mama. A exposic¢ao de células HeLa ao nimbolide
reduziu a viabilidade de forma dependente da dose (PRIYADARSINI et al., 2010).

Diferentes respostas também foram observadas para a analise dos transcritos
reguladores de apoptose, BAX, BCL-2 e WNT 5A, que se mostraram subexpressos
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em relacdo ao controle com 0 pg/mL. O gene BAX é conhecido por sua fungéo proé-
apoptotica e o aumento da expressédo de seus transcritos € um indicativo de inducéo
de apoptose. A proteina Bax age de forma contraria a Bcl-2, que € uma proteina
anti-apoptotica (LUCKEN-ARDJOMANDE E MARTINOU, 2005). Kumar et al. (2006)
relataram uma diminuicdo na expressao de proteinas Bcl-2 e um aumento de
proteinas Bax, em trabalho com células de céncer de préstata humano, apés
exposicao ao extrato etandlico de Nim. Nele foram utilizadas as concentracdes de 50
pMg/mL e 100 pg/mL, por 24 horas de exposicdo, e a alteracdo no balango destas
proteinas se deu de forma dose-dependente. Outro trabalho também relatou esta
alteracdo para os genes BAX e BCL2, em células de cancer de mama, apds
exposicdo ao extrato etandlico de Nim, nas concentracdes de 10 pg/mL e 50 pg/mL
(ELUMALAI et al., 2012).

Surpreendentemente, os genes HSP 27.P1, HSB P1 e HSP 70.1A também
foram subexpressos, sendo que apenas HSP 27.P1 e HSP 70.1A para os
tratamentos de 100 e 200 pg/mL, respectivamente, apresentam quantidade de
transcritos similar, quando comparados ao grupo controle. O grupo das Heat Shock
Proteins (HSPs) confere resisténcia a uma variedade de estresses celulares, e seu
funcionamento implica, provavelmente, na estabilizacdo e/ou restauracdo de
elementos do citoesqueleto em células estressadas (LANDRY et al., 1989). A
subexpressao de quase todos os genes avaliados € intrigante, pois o préprio cultivo
in vitro gera um estresse as células, o que demandaria proteinas relacionadas a sua
protecdo (MORAES, AUGUSTO e CASTILHO, 2007).

Uma possivel explicacdo para a reducdo destes transcritos seria o fato de a
maioria dos compostos bioativos do Nim pertencer a classe dos triterpenos, com
destaque para os limonoides e flavonoides (KUMAR et al., 2009), compostos que
tém demonstrado efeito antioxidante em diversos modelos experimentais, seja in
vivo ou in vitro (NAHAK e SAHU, 2010; DEKA et al., 2013; GHIMERAY et al., 2009).
Portanto, o extrato etandlico pode ter protegido as células do estresse provocado
pelo préprio cultivo in vitro (MORAES, AUGUSTO e CASTILHO, 2007), reduzindo,
assim, a expressao de genes de resposta ao estresse.

Diferentes respostas aos extratos foram observadas no presente trabalho
quando comparadas as encontradas na literatura, que utilizaram outros tipos
celulares ou tecidos. E possivel que a linhagem celular utilizada seja responséavel
por esta diferenga, pois fibroblastos s&o, geralmente, mais resistentes em cultura
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gue outros tipos celulares (MORAES, AUGUSTO e CASTILHO, 2007). Por isso,
guando comparados a células cancerigenas, podem responder de forma diferente
aos tratamentos.

Além disso, os mecanismos de proliferacdo e de sobrevivéncia celular sao
alterados em células cancerigenas. O desenvolvimento do cancer esta associado a
um aumento da proliferagdo celular e a diminuicdo da apoptose (HANAHAN e
WEINBERG, 2000), que leva a um acumulo de muta¢des ao longo do tempo. Alguns
dos mecanismos utilizados pelas células cancerigenas para contornar a morte
celular programada envolvem a superexpressao de proteinas anti-apoptéticas, a
reducdo da expressdo de proteinas e caspases pro-apoptéticas, e a ativacao
constitutiva de fatores de sobrevivéncia (REED, 1999). Tais diferencas entre células
normais e células cancerigenas podem, portanto, levar a respostas distintas apos a
exposicao a agentes que atuam na proliferacao celular.

Os resultados obtidos pelo presente estudo indicaram, portanto, que o0 extrato
etandlico de Nim, a 100 pg/mL, por 24 horas, foi capaz de inibir o ciclo dos
fibroblastos bovinos de forma reversivel, ndo sendo observada reducdo da
viabilidade celular ou aumento na expressao de genes relacionados a apoptose. A
vantagem de demandar menor tempo de exposicdo (24 horas) para que seja
alcancada porcentagem equivalente de células em GO0/G1l, em relacdo a
soroprivacdo, que necessita de 48-72 horas (DAVIS, HO E DOWDY, 2001) e a
confluéncia de aproximadamente 96 horas (HAYES et al.,, 2005), o tornaria uma
alternativa interessante aos métodos ja existentes utilizados para inibir o ciclo de
células doadoras de nucleo para a TNCS. Além disso, o efeito do tratamento com o
extrato etandlico foi revertido dentro de 12 horas apds a exposi¢cao, mais rapido que
nas células inibidas por soroprivacéo (24 horas).

Entretanto, se faz necessario uma analise especifica para verificar se de fato
ndo ha inducdo de apoptose, 0 que contornaria, também, os efeitos adversos
relatados para os outros métodos de inibicdo em GO/G1 (KUES et al.,, 2000). A
triagem quimica visando conhecer os principais compostos ativos das plantas e seus
metabdlitos secundarios também constitui-se em uma andlise importante, que
podera vir a ser realizada, pois a partir dela pode-se chegar ao isolamento de
substancias importantes para a producdo de novos fitoterdpicos pela industria

farmacéutica, tanto para fins medicinais como de pesquisa cientifica.
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7 CONCLUSAO

O extrato etandlico, na concentracdo de 100 pg/mL, por 24h de exposicéo,
demonstrou potencial para inibir reversivelmente o ciclo dos fibroblastos bovinos no
estagio GO/G1, sem alterar a viabilidade dos mesmos. Uma andlise especifica de
apoptose podera confirmar se este tratamento poderia vir a se tornar um método
alternativo para a sincronizagao de fibroblastos bovinos utilizados como doadores de
nucleo para a transferéncia nuclear de célula somatica, onde a célula teria condi¢des

de suportar o inicio do desenvolvimento embrionario de forma adequada.
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ANEXO A — HISTOGRAMAS DO CICLO CELULAR DAS CELULAS EXPOSTAS
AO EXTRATO AQUOSO DE AZADIRACHTA INDICA
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Histogramas gerados pelo Citdmetro de Fluxo por macacdo com IP ap6s exposicdo ao extrato
aquoso. Cada histograma se refere a um tratamento: (A) 50 pg/mL / 12 h, (B) 50 pg/mL / 24 h,
(C) 100 pg/mL / 12 h, (D) 100 pg/mL / 24 h, (E) 200 pug/mL / 12 h, (F) 200 pg/mL / 24 h, (G) 300
pg/mL / 12 h, (H) 300 pg/mL / 24 h, (1) 0 pg/mL, (J) Soroprivacao.
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ANEXO B — HISTOGRAMAS DO CICLO CELULAR DAS CELULAS EXPOSTAS
AO EXTRATO HEXANICO DE Azadirachta indica
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Histogramas gerados pelo Citdmetro de Fluxo por macacdo com IP ap6s exposicdo ao extrato
hexanico. Cada histograma se refere a um tratamento: (A) 50 pg/mL / 12 h, (B) 50 pg/mL /24 h,
(C) 100 pg/mL / 12 h, (D) 100 pg/mL / 24 h, (E) 200 pg/mL / 12 h, (F) 200 pg/mL / 24 h, (G) 300
pg/mL / 12 h, (H) 300 pg/mL /24 h, (1) 0 pg/mL, (J) Soroprivacao.
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ANEXO C — HISTOGRAMAS DO CICLO CELULAR DAS CELULAS EXPOSTAS
AO EXTRATO ETANOLICO DE AZADIRACHTA INDICA
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Histogramas gerados pelo Citdmetro de Fluxo por macacdo com IP ap6s exposi¢cdo ao extrato
etanolico. Cada histograma se refere a um tratamento: (A) 50 pg/mL /12 h, (B) 50 pg/mL / 24 h,
(C) 100 pg/mL / 12 h, (D) 100 pg/mL / 24 h, (E) 200 pg/mL / 12 h, (F) 200 pg/mL / 24 h, (G) 300
pg/mL /12 h, (H) 300 pg/mL /24 h, (1) 0 pg/mL, (J) Soroprivacao.



ANEXO D — ACOMPANHAMENTO DA REDUCAO DE CELULAS NO
ESTAGIO G0/G1 APOS A RETIRADA DO EXTRATO ETANOLICO

Reversibilidade do extrato
etanolico - G0/G1
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Gréficos indicando a (A) diminuicdo da porcentagem de células na fase
GO0/G1 ap6s os tempos de 12, 24 e 36 horas apés a retirada do

tratamento. A presenca de * indica diferenga significativa com P<0,05




