Wl P UNIVERSIDADE DE BRASILIA )
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

ESTUDO DE GENES CANDIDATOS ASSOCIADOS AO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO BOVINO EM DIFERENTES SISTEMAS DE PRODUCAO DE
EMBRIOES

Tatiane Carmo Duarte Mundim

DISSERTACAO DE MESTRADO EM CIENCIAS AGRARIAS

BRASILIA/DF
NOVEMBRO/2008



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

ESTUDO DE GENES CANDIDATOS ASSOCIADOS AO DESENVOLVIMENTO

EMBRIONARIO BOVINO EM DIFERENTES SISTEMAS DE PRODUCAO DE

EMBRIOES

Tatiane Carmo Duarte Mundim

ORIENTADOR: Rodolfo Rumpf

DISSERTACAO DE MESTRADO EM CIENCIAS AGRARIAS

PUBLICACAO: 312/2008

BRASILIA/DF
NOVEMBRO/2008



UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

ESTUDO DE GENES CANDIDATOS ASSOCIADOS AO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO BOVINO EM DIFERENTES SISTEMAS DE PRODUCAO DE

EMBRIOES

Tatiane Carmo Duarte Mundim

DISSERTACAO DE MESTRADO SUBMETIDA A FACULDADE DE AGRONOMIA E
MEDICINA VETERINARIA DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA, COMO PARTE DOS
REQUISITOS NECESSARIOS A OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE EM CIENCIAS
AGRARIAS NA AREA DE CONCENTRACAO DE DISCIPLINAS DE PRODUCAO

ANIMAL.

MAURICIO MACHAIM FRANCO, Dr. (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia)
(CO-ORIENTADOR) CPF: 517.692.476-53
E-mail: mfranco@cenargen.embrapa.br

APROVADA POR:

RODOLFO RUMPF, PhD (FAV / UnB e Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia)
(ORIENTADOR) CPF: 295.718.049-91
E-mail: rodolfo@cenargen.embrapa.br

JAIRO PEREIRA NEVES, Dr. (FAV / UnB)
(EXAMINADOR INTERNO) CPF: 065863509-30
E-mail: jpneves@unb.br

MARGOT ALVES NUNES DODE, PhD (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia)
(EXAMINADOR EXTERNO) CPF: 395928980-49
E-mail: margot@cenargen embrapa.br

BRASILIA/DF, 18 de Novembro de 2008.

i


mailto:margot@cenargen�embrapa.br�
mailto:margot@cenargen�embrapa.br�
mailto:mfranco@cenargen.embrapa.br
mailto:rodolfo@cenargen.embrapa.br
mailto:jpneves@unb.br
mailto:margot@cenargenembrapa.br

FICHA CATALOGRAFICA

Mundim, Tatiane Carmo Duarte

Estudo de genes candidatos associados ao desenvolvimento
embrionario bovino em diferentes sistemas de produgao de embrides
Orientacdo de Rodolfo Rumpf. — Brasilia, 2008.

73p.: il.

Dissertagdo de Mestrado ( M ) — Universidade de Brasilia /
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria , 2008.

1. Bovino. 2. Embrides. 3. Expressdo Génica. 4. ARTs.
I. Rumpf, R. II. PhD.

MUNDIM, T.C.D. Estudo de genes candidatos associados ao desenvolvimento embrionario
bovino em diferentes sistemas de producio de embrides. Brasilia: Faculdade de Agronomia e

Medicina Veterindria, Universidade de Brasilia, 2008, 72p. Dissertacdo de Mestrado.

CESSAO DE DIREITOS

NOME DO AUTOR: Tatiane Carmo Duarte Mundim

TITULO DA DISSERTACAO DE MESTRADO: Estudo de genes candidatos associados ao
desenvolvimento embrionario bovino em diferentes sistemas de producio de embrides.
GRAU: Mestre ANO: 2008

E concedida a Universidade de Brasilia permissdo para reproduzir copias desta dissertacdo de
mestrado e para emprestar ou vender tais cOpias somente para propositos académicos e
cientificos. O autor reserva-se a outros direitos de publicacdo e nenhuma parte desta dissertacao

de mestrado pode ser reproduzida sem a autorizag¢ao por escrito do autor.

Tatiane Carmo Duarte Mundim
CPF:288538538-32
Brasilia / DF — Brasil

Telefone: 34484774 e-mail: tatianemundim(@yahoo.com.br

i1


mailto:tatianemundim@yahoo.com.br

“A cada dia que vivo, mais me convengo de que o desperdicio da vida esta no
amor que nao damos, nas forcas que nao usamos, na prudéncia egoista que
nada arrisca, € que, esquivando-se do sofrimento, perdemos também a
felicidade”.

Carlos Drummond de Andrade

v



Dedico esse trabalho

aos meus maravilhosos pais,
Anilton e Beide
A minha irma Poliana
E ao meu amado Alexandre.
Esse trabalho s6 se tornou possivel porque tenho ao meu lado
pessoas maravilhosas, amparando-me e fortalecendo-me.
Se nesses anos de trabalho e auséncia me esqueci de dizer, digo agora:

Amo-os de todo o meu coragao!



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, primeiramente, por ter me fortalecido e me erguido todas as vezes que
me senti desmotivada pelo cansaco e pelos obstaculos impostos, mas principalmente por ter me
dado a confianga de que tudo posso naquele que me fortalece.

Aos meus pais, Anilton e Beide, a minha irma Poliana e a minha Suzy, por todo amor a
mim concedido, pelo apoio emocional e pelo incentivo, por serem o meu porto seguro, pra onde
sei que sempre poderei retornar tranquila.

Ao meu fiel companheiro Alexandre por todo amor, apoio, compreensao e for¢a, por tudo
que ¢és e fazes por mim.

Ao Dr. Rodolfo Rumpf pela orientagdo, ensinamentos e por todas as oportunidade que
me concedeu antes, durante e depois desse trabalho. Por toda consideragdo, respeito e confianca
em mim depositados.

Ao Dr. Mauricio Machaim Franco por toda orientagdo, ensinamentos, amizade e
confianga. Nesses anos ao seu lado pude aprender ndo somente as técnicas, instrumentos de
pesquisa, mas sobretudo a “fazer ciéncia”, com a aptidao de que ¢ detentor. Com muito carinho,
obrigada por tudo!

A Dra. Margot A. N. Dode por todos os ensinamentos profissionais € pessoais, por
acreditar em mim e por todas as oportunidades que me proporcionaram tantos aprendizados e
realizagdes. A vocé gostaria de deixar meus sinceros agradecimentos e admiragao.

Ao Dr. Jairo Pereira Neves por todo carinho e respeito e pelos incentivos que me
ajudaram a realizar esse trabalho.

A minha companheira de trabalho e grande amiga Edylaine A. Castro, obrigada por toda
amizade, for¢a e companheirismo durante todos esses anos.

A todos os integrantes e ex- integrantes do LRA e fazenda Sucupira: Ana Claudia,
Valquiria, Clarice, Dr. Eduardo Melo, Dr. Roberto Sartori, Regivaldo, Ligiane, Ester, Georgia,
Marcelo, Grazieli, José e Chivas.

Aos amigos Dr. Alexandre Ramos, Dr. Ivo Pivato, Anisio, Urias ¢ todos os funcionarios
da fazenda Sucupira. Vocés além de companheiros de trabalho foram grandes colaboladores, de

forma muito especial, para a realiza¢do desse trabalho.

vi



A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia pela estrutura e condi¢des oferecidas para
a realizagdo desse trabalho.
A UnB pela formagao académica e profissional.

Ao CNPq e a CAPES pelo apoio financeiro.

vil



INDICE

RESUMO X1v
ABSTRACT XVi
INDICE DE TABELAS X
INDICE DE FIGURAS xi
LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIACOES xii
1.INTRODUCAO 18
2.REVISAO BIBLIOGRAFICA 20

2.1 O imprinting gendmico e a reprogramagdo epigenética durante o desenvolvimento

embriondrio inicial 22
2.2 Os Genes IGF-II e IGF-IIR: 25
2.3 O Gene GRB-10 26
2.4 Estresse oxidativo e genes relacionados 26
2.5 Apoptose e o gene BAX 28
2.6 Reconhecimento materno da gestagdo e o gene INF-1 31
3.0BJETIVOS 33
4.HIPOTESE 34
5.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 35
CAPITULO UNICO 40

EMBRIAO PRODUZIDO POR HIPERESTIMULACAO HORMONAL E UM CONTROLE

ADEQUADO PARA O ESTUDO DE PERFIL DE EXPRESSAO GENICA EM EMBRIOES

PIV?

viii



RESUMO

ABSTRACT

1.INTRODUCAO

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

2.2 Produgdo e coleta dos embrides

2.3 Extracdo de RNA 51
2.4 Transcricao Reversa 52
2.5 PCR semi-quantitativo 52
2.6 Quantificacao 53
2.7 Estatistica 53
3.RESULTADOS 56
4.DISCUSSAO 60
5.CONCLUSAO 66

6.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

67

1X



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Protocolo utilizado para a superestimulagdo hormonal dos animais 49

Tabela 2. Sequéncia de Primers e tamanhos dos produtos amplificados para cada gene usado na

avaliacdo da expressdo génica 55



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Quantidade relativa (média + erro padrao) do gene GRB-10 em embrides produzidos
por diferentes sistemas: ovulagdo natural (OVN), superovulagdo (SOV) ¢ in vitro (PIV). Para
cada tratamento foram utilizados 3 pools de 15 embrides. Letras diferentes indicam diferencas

entre os grupos (P <0,05) 56

Figura 2. Analise de correlagdo da expressdo dos genes GRB-10, IGF-II e IGF-IIR entre
embrides produzidos por diferentes sistemas: ovulagdo natural (OVN), superovulagao (SOV), e

in vitro (PIV). a) OVN vs. PIV; b) OVN vs. SOV; ¢) PIV vs. SOV 57

Figura 3. Soma da quantidade relativa de mRNA (média *+ erro padrao) dos genes MnSOD,

GPX4 e CATALASE para cada fonte de embrido: ovulagdo natural (OVN), superovulacio

(SOV) e in vitro (PIV). n =9 58

Figura 4. Soma da quantidade relativa de mRNA (média * erro padrdo) de todos os genes em

cada tratamento: ovulagdo natural (OVN), superovulagdo (SOV) e in vitro (PIV). Letras

diferentes indicam diferencas entre grupos(P < 0,05). n =24 59

X1



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIACOES

ARTSs Assisted Reproductive Technologies (Tecnologias de reproducgdo assistida)

bp pares de base

c¢DNA DNA complementar

CIV Cultivo in vitro

CCO Complexo cumulus-odcito

DNA Acido Desoxirribonucléico

Dnmt DNA metiltransferases

D-PBS Dulbecco's Phosphate Buffered Saline

FIV Fecundagao in vitro

FSH Hormonio Foliculo Estimulante

GAPDH “Glyceraldehyde-2-phosphate dehydrogenase’(Glutaraldeido-2-fosfato desidrogenase)
GPX-4 (Glutationa Peroxidase 4)

GRB-10 “growth factor receptor-bound protein-10” (Proteina 10 ligada a Receptor de Fator de
Crescimento)

IA Inseminagao artificial

IGF-II “Insulin-like growth factor 11" (Fator de Crescimento Semelhante a Insulina Tipo 2)
IGF-IIR “Insulin-like growth factor Il receptor” (Receptor do Fator de Crescimento
Semelhante a Insulina Tipo 2)

INF- 1 Interferon - tau

MIV Maturacdo in vitro

MnSOD Manganés superdxido desmutase

xii



OVN Ovulag¢ao natural

PBS Solucao salina com tampao fosfato
PCR Reacdo em Cadeira da Polimerase
PGF-,, Prostaglandina

PIV Produgao in vitro

RNA Acido Ribonucléico

ROS Espécies reativas de oxigénio
RT-PCR Transcri¢cdo Reversa por PCR
mRNA RNA mensageiro

SOV Superovulacao

TCM-199 “Tissue Culture Medium 199
TE Transferéncia de Embrido

UV Ultra-violeta

Xiii



EXPRESSAO DE GENES CANDIDATOS ASSOCIADOS AO DESENVOLVIMENTO

EMBRIONARIO BOVINO EM DIFERENTES TIPOS DE PRODUCAO DE EMBRIOES

RESUMO GERAL
Embrides produzidos por hiperestimulagdo hormonal sdo usados como controle in vivo na
maioria das publicacdes relacionadas a expressdo génica. Entretanto, ainda ndo se sabe se esses
embrides sdo os controles mais apropriados a serem utilizados em estudos de perfil da expressao
génica. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi comparar a expressdo dos genes
candidatos relacionados ao desenvolvimento embrionario bovino: GRB-10, IGF-II, IGF-IIR,
MnSOD, GPX-4, CATALASE, BAX, ¢ INTERFERON-t, entre embrides produzidos in Vvivo
através de superovulagdo (SOV), através de Produgdo in vitro (PIV) e in vivo produzidos por
ovulagdo natural, sem nenhuma estimulagdo hormonal (OVN). A comparacao foi realizada
através da técnica de RT-PCR usando B-ACTIN e GAPDH como os controles constitutivos.
Quando a expressdo individual dos genes foi analisada, GRB-10 foi menos expresso em
embrides OVN do que em SOV (P = 0,04) e PIV (P = 0,01), no entanto, nenhuma diferenca foi
encontrada entre os outros genes. Genes relacionados a resposta ao estresse foram agrupados e
comparados entre os diferentes tipos de embrides. A soma da expressdo dos genes MnSOD,
GPX-4, CATALASE tende (P = 0,10) a ser maior em embrides PIV do que em OVN. A
expressao de todos os genes estudados foi também somadas para cada tratamento, e a expressao
génica geral foi menor em embrides OVN quando comparados com embrides de SOV(P = 0,06)
ou de PIV(P = 0,04). Nenhuma diferenca foi observada entre os embrides SOV e PIV(P = 0,70).
Finalmente, os genes foram agrupados de acordo com suas fungdes, relacionadas ao

desenvolvimento embriondrio (GRB-10, IGF-II e IGF-IIR), a resposta ao estresse (MnSOD,
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GPX-4 e CATALASE) e a qualidade embrionaria (BAX, INTERFERON-t). A anélise de
correlagdo foi realizada e mostrou um comportamento distinto nos embrides de OVN quando
comparados com os de SOV (r =-0,9429) e com os de PIV (r = - 0,8833) para os genes GRB-10,
IGF-II e IGF-IIR. No entanto, o comportamento desses genes foi similar para os embrides de
SOV e de PIV (r = 0.9890). Concluimos que a estimulacdo hormonal ovariana afeta os embrides
através da alteragdo de sua expressao génica. Portanto, se os embrides de SOV tiverem que ser
usados como contrdle em estudos de expressao gé€nica, os dados deverdo ser analisados com

cautela.

Palavras-chave: Embrides, Bovino, Expressao Génica e ARTs.
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EXPRESSION OF CANDIDATE GENES RELATED TO BOVINE EMBRYONIC

DEVELOPMENT IN DIFFERENT TYPES OF EMBRYO PRODUCTION

ABSTRACT
Embryos produced by hormonal hyperstimulation are used as “in vivo” control in the majority of
publications related to gene expression. However, if those are the most appropriated control for
gene expression profile studies it is not known. Thus, the objective of this study was to compare
the expression of GRB-10, IGF-II, IGF-IIR, MnSOD, GPX-4, CATALASE, BAX, and
Interferon-t genes among embryos produced in vivo by hormonal hyperstimulation (SOV), by in
vitro fertilization (IVF) or in vivo without any hormonal stimulus (NOV). Comparison was
performed using a semi-quantitative RT-PCR using B-Actin and GAPDH as constitutive
controls. When the individual gene expression was analyzed, GRB-10 was less expressed in
NOV than SOV (P = 0.04) and IVF (P = 0.01) embryos, whereas no differences were found for
the other genes. Then, genes related to stress response were grouped and compared among the
types of embryos. The sum of expression of MnSOD, GPX-4, CATALASE genes tended (P =
0.10) to be greater in IVF than NOV embryos. The expression of all studied genes were also
added together for each treatment, the “overall” gene expression was lower in the NOV embryos
when compared with SOV (P = 0.06) or IVF (P = 0.04). No difference was observed between
the SOV and IVF embryos (P = 0.70). Finally, genes were grouped according to their function as
being related to embryo development (GRB-10, IGF-II, IGF-IIR), stress response (MnSOD,
GPX4, CATALASE) and embryo quality (BAX, INTERFERONT). A correlation analysis was
performed and showed a distinct behavior for NOV embryos when compared with SOV (r = -

0.9429) or IVF (r = -0.8833) for GRB-10, IGF-II and IGF-IIR genes. However, the behavior of
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those genes was similar for SOV and IVF embryos (r = 0.9890). We conclude that ovarian
hormonal stimulation affects embryos by altering their gene expression. Therefore, if SOV
embryos have to be used as experimental control for gene expression studies, data should be

analyzed with caution.

Key words: Embryos, Bovine, Gene Expression, ARTs
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1. INTRODUCAO

O crescimento da pecuaria, o aumento dos indices reprodutivos e produtivos, bem como a
maior disseminacdo de material genético superior nos rebanhos tém sido alvo de muitos estudos
e investimentos, o que tem permitido um grande avanco e desenvolvimento de diversas
biotécnologias ligadas a reproducdo animal. Essas biotecnologias tém sido desenvolvidas com o
objetivo de otimizar a produ¢do animal, auxiliando na identificacdo, selecdo e multiplicacdo de

animais geneticamente superiores.

Apesar de muitos avangos, ainda existem varios fatores que afetam a eficiéncia dessas
biotécnicas de reproducdo. Dentre eles, pode-se citar a manipula¢do de ovocitos e embrides e as
condi¢gdes ambientais in Vvitro, principalmente a composi¢cdo dos meios de cultivo e maturagdo
(Fairburn et. al, 2002; Khosla, et. al, 2001). Esses fatores podem ser os responsaveis pelas
diferengas nas taxas de eficiéncia quando se compara a transferéncia de embrides (TE), producao
in vitro de embrides (PIV) e a clonagem por transferéncia nuclear. Dentre varias causas
possiveis, pode-se considerar como muito importantes as alteragdes nos padrdes de metilagdo no

DNA e conseqiientes alteragdes na expressao de genes imprinted, tanto em células quanto
em embrides.

A metilagdo no DNA ¢ um importante fator epigenético e estd envolvida no processo de
controle da expressdo génica, regulando a expressdo dos genes imprinted (Reik et al., 2001 e Li,
2002). Os estudos de expressdo génica de genes imprinted podem contribuir para a melhoria da
eficiéncia da transferéncia de embrido, produgdo in vitro de embrides e clonagem. O cultivo in
vitro, assim como a estimulagdo hormonal produzida na superovulagao podem alterar o padrdo

de metilacdo do DNA, modificando portanto, a expressdao génica (Khosla et al., 2001).
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Além disso, dentre os varios fatores que afetam a eficiéncia das técnicas de produgao in
vitro, o estresse oxidativo causado pela produgdo de radicais livres durante o cultivo tem
recebido especial atengdo nos ultimos anos. As conseqiiéncias desses danos oxidativos podem
ser evidenciadas no desenvolvimento retardado dos embrides, nas disfungdes metabodlicas e até
mesmo no aumento e acelera¢do da apoptose (Guérin et al., 2001).

Assim, estudos de expressdo génica sdo ferramentas que vieram com um enorme
potencial para auxiliar os métodos tradicionais de avaliagdo de eficiéncia de produgdo de
embrides.

Os genes que serdo avaliados neste experimento sdo: genes imprinted, relacionados ao
desenvolvimento embrionario (IGF-II, IGF-IIR e GRB-10), genes relacionados ao estresse
oxidativo (MnSOD, GPX-4 e Catalase), gene de controle da apoptose (BAX) e gene de
qualidade embriondria (INF-t). Todos estes sdo potenciais candidatos a marcadores moleculares,
baseado em suas fungdes fisiologicas, e respectivamente, relacionados ao desenvolvimento
embrionario (Wilkins e Haig, 2003), resposta do embrido as agressdes do meio e qualidade
embrionaria (Rizos et al.; 2003 e Rizos et al.; 2004), com a finalidade de se tornarem mais uma
alternativa para avaliar a qualidade do embrido e conseqiientemente, aumentar a producao

desses.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O padrao de expressao génica, durante o desenvolvimento embrionario, tem fundamental
importancia para o metabolismo em diferentes etapas, como as clivagens iniciais, a ativacao
gendmica que ocorre no estagio entre 8-16 células em bovinos, a compactacdo da moérula e a
diferenciagdo celular e/ou formacao do blastocisto. Alteracdes no padrao de expressao génica
podem afetar a viabilidade de embrides (Bertoline et al., 2002).

Apesar de grandes progressos na producdo de embrides in vitro, esses embrides ainda
diferem dos produzidos in vivo na morfologia, metabolismo (Khurana and Niemann, 2000) e

expressao génica (Niemann & Wrenzycki, 2000).

Diferencas na expressao de genes e consequentemente na qualidade embrionaria podem
ocorrer quando se compara os diferentes tipos de produgdo de embrides, como por exemplo o
sistema in vivo com o cultivo in vitro. Quando se compara diferentes sistemas de cultivo in vitro,
também sdo observadas alteragdes, uma vez que, embrides no estagio de pré-implantacdo sio
capazes de se desenvolverem em condi¢des inadequadas de cultivo, modificando o perfil de
genes importantes para o desenvolvimento (Lonergan et al., 2006).

Natale et. al, 2001 citam a importancia de se estudar a expressdo génica em embrides
para se monitorar a qualidade dos meios de cultivo. Herman et. al, 1996 mostram a importancia
do entendimento dos mecanismos de metilagdo no DNA, os quais estdo diretamente ligados aos
mecanismos de imprinting gendmico (Li, 2002), que podem ter seus padrdes alterados quando
individuos sdo clonados, com isso alterando a expressao génica e conseqiientemente a eficiéncia

da técnica.
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Quando embrides bovinos sdo expostos a condigdes de cultivo adversas, eles suportam
um enorme grau de flexibilidade para se adaptarem ao meio ou para ajustar seus programas de
desenvolvimento as condi¢des subotimas de cultivo, no entanto, quando a capacidade de
compensagdo ¢ sobrecarregada, o desenvolvimento ¢ comprometido e pode resultar em
anormalidades (Niemann & Wrenzychi, 2000).

Segundo Baumann et al., 2007, a qualidade de um embrido produzido in vivo ¢ maior do
que o produzido in vitro e de acordo com a quiet embryo hipothesis tem um metabolismo mais
reduzido que o in vitro. Além disso, o embrido in vitro tem uma capacidade reduzida de
sobreviver a criopreservagdo ¢ possuem uma menor taxa de gestagdo do que os in Vivo, apds a
transferéncia.

Assim como o cultivo in vitro, a estimulagao hormonal, utilizada na superovulagio, pode
alterar o padrdo de metilagdo do DNA, alterando a expressao de certos genes (Khosla, 2001).

Fortier et al., 2008 sugeriram que a superovulagdo ou seus efeitos subsequentes,
comprometem a qualidade do ovécito (podendo ser devido a ovulacdo de ovdcitos anormais, ou
por forcar os ovocitos a um desenvolvimento rapido) e interfere negativamente na manutengao
do imprinting (através da alteragio do meio do oviduto eou do utero) durante o
desenvolvimento pré-implantacional e podem ter sérias implicagdes clinicas apds o nascimento.

Rivera et al, 2008, constataram que a manipulacdo de embrides (transferéncia de
embrides) causa a diminuicdo da expressdo de muitos genes imprinted em tecidos
extraembriondrios durante o periodo pos-implantacional.

Condigdes de maturagdo, fecundagdo e cultivo in vitro, assim como os processos de
superovulacdo vém sendo estudados, estimulando a procura de novos protocolos que

aperfeicoem as técnicas e reduzam o custo, na tentativa de buscar a producdo de embrides que
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mais se assemelhem, em competéncia e qualidade, ao embrido produzido naturalmente in vivo.
Assin sendo, a biologia molecular, na tentativa de identificar marcadores moleculares e
mecanismos envolvidos na expressdo diferencial de genes surge como potencial ferramenta de

monitoramento e avaliacdo de sistemas de producdo de embrides.

2.1 O imprinting gendmico e a reprogramacio epigenética durante o
desenvolvimento embrionario inicial

O imprinting genomico ¢ considerado uma marca epigenética que controle a expressao de
genes imprinted, cuja a expressdao depende da origem parental dos mesmos. A epigenética
consiste no estudo de alteracdes na fungdo génica que ndo estdo relacionadas a sequéncia
primaria do DNA. Os genes imprinted estdao envolvidos na interagdo mae-prole, no crescimento e
fungdo placentdria e conseqilientemente influenciam no desenvolvimento embriondrio. (Isles &
Holland, 2005).

O imprinting é estabelecido durante a gametogénese de forma sexo-especifica e
transmitida para o zigoto. (Waterland & Michels, 2007). Diferencia-se da genética classica
mendeliana uma vez que regides de cromossomos homologos ndo apresentam equivaléncia
funcional, onde somente um dos alelos, embora ambos estejam presentes, estard funcionalmente
ativo enquanto o outro silenciado.

O mecanismo de silenciamento desses genes ¢ conhecido por envolver uma série de
modificacdes complexas, que incluem a marcacdo epigenética por metilacio de DNA alelo-
especifica em regides do genoma ricas em dinucleotideos CpG e/ou modifica¢des nas histonas

com acetilagdo e metilagdo. Essa marca¢do epigenética diferencial dos cromossomos parentais
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resulta em uma leitura diferencial pela maquinaria transcricional e como conseqiiéncia, a
expressao génica ¢ somente de um alelo parental (Isles & Holland, 2005).

O imprinting genOdmico ¢ vital para um padrdo de expressdo génica normal em um
individuo, erros muitas vezes resultam em uma transcri¢do gé€nica inapropriada ou até mesmo a
repressao da mesma (Swales & Spears, 2005).

Diversas teorias foram propostas para explicar a ocorréncia do imprinting gendmico.
Dentre elas, a mais aceita ¢ a chamada teoria do conflito, também conhecida por “batalha dos
sexos”. Essa teoria baseia-se no interesse tanto do macho quanto da fémea em obter o niumero
maximo de proles viaveis com a finalidade de manter seus genes na populagdo. Como a
reproducdo poligdmica ¢ comum em mamiferos, o macho tem o interesse de assegurar o
crescimento de sua prole, e assim recruta o maximo de recursos possiveis da fémea visando
beneficiar a progénie, para que a mesma seja maior e mais forte, aumentando as chances de
sobrevivéncia no meio, mesmo que isso ocorra em detrimento da fémea pela utilizagdo de mais
nutrientes maternos. Em contrapartida, a fémea deve limitar o crescimento embrionario e fetal
para que a mesma esteja apta a reproduzir-se novamente, com outro macho. As fémeas que
conseguem restringir o crescimento fetal e produzir maior nimero de proles com a limitacao de
recursos conseguem, a longo prazo, ter mais €xito em suas vidas reprodutivas (Hunter, 2007).

O DNA genOmico passa por mudancas significativas de metilacio do DNA durante a
embriogénese. Essas mudancas sdo estdgio de desenvolvimento e sexo dependentes, sendo
importantes para o estabelecimento e controle dos genes imprinted.

Durante a gametogénese, 0os genomas paterno € materno encontram-se separados. E nesse
periodo que os eventos de marca¢do dos imprints ocorrem, ou seja, os alelos imprinted sdo

diferencialmente marcados para permitir sua expressdo sexo-especifica. Antes do
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estabelecimento dessas marcagdes sexo-especificas, os imprints sdo apagados, ocorre uma ampla
demetilagdo de todo genoma no inicio do desenvolvimento das linhagens primordiais
germinativas. O momento de aquisicdo dos imprints genomicos ¢ significativamente diferente
entre as duas linhagens germinativas (Lee et al., 2002).

Os padroes de estabelecimento das metilagdes nos genes imprinted dos espermatozodides e
dos ovdcitos depende da atividade das enzimas DNA metiltransferases (Dnmt). A correta
regulacdo das atividades Dnmts, no estabelecimento do status alelo especifico de expressao nos
alelos parentais ¢ muito importante para que ndo haja prejuizo do potencial de desenvolvimento
embrionario e fetal (Waterland & Michels, 2007).

Durante a embriogénese, ocorre uma alteragdo no padrao de metilacdo. Todas as diferencas
alélicas sdo perdidas quando células germinativas primordiais desenvolvem-se no embrido.
Independentemente do sexo, os padroes de metilagdo prévios sdo apagados e os genes ficam
tipicamente desmetilados. Depois, um padrao de metilagdo especifico para cada sexo ¢ imposto. A
extensdo da metilacdo esta sob controle de uma seqiiéncia especifica de DNA chamada Centro de
Imprinting. O efeito do Centro de Imprinting em regular a estrutura e a metilacdo da cromatina se
estende por centenas de quilobases de DNA adjacentes. Tendo em mente que tudo isso € um processo
normal, o imprinting gendomico ¢ passivel de erros. Os erros mais comuns sdo uma mutagdo em um
gene que sofre imprinting, se a mutacdo for no alelo silenciado, nenhum efeito pode ser obviamente
esperado, mas se ocorrer no alelo ativo, havera auséncia de produgdo de uma determinada proteina;
pode ser no Centro de Imprinting, no qual acometera um numero maior de genes devido a sua
abrangéncia maior; ou, ainda, pode ser por dissomia uniparental (Lee et al., 2002).

Dentre os diversos genes imprinted ja descritos, os genes IGF-II, IGF-IIR ¢ o GRB-10,
tém sido muito estudados devido a importancia dos mesmos durante o desenvolvimento

embrionario.
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2.2 Os genes IGF-II e IGF-IIR

O gene imprinted IGF-II (fator de crescimento semelhante a insulina tipo 2) possui
imprint materno e é expresso pelo alelo paterno (Goodall & Schmutz, 2003). E considerado um
potente mitégeno que desempenha importante funcao na diferenciacdo celular, desenvolvimento
do cérebro, no crescimento fetal e desenvolvimento da placenta (Reik et al., 2001).

E um gene altamente conservado, ¢ atua ligando-se ao receptor de IGF-I e ao receptor de
insulina tipo A (Murphy & Jirtle, 2003), atuando em uma regulacdo autocrinaparacrina dose
dependente. Essas ligagcdes ocorrem para iniciar e propagar os sinais que induzem o crescimento
e bloquear a apoptose. Além de ser o principal fator de crescimento fetal, o IGF-II na placenta
regularia a difusdo e trocas de nutrientes com o feto, a disponibilidade de glicogénio e o

transporte de aminoacidos.

Em contraste ao IGF-II, o gene imprinted IGF-IIR (receptor do fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 2) possui imprint paterno e é expresso pelo alelo materno. A protina
Igf-IIr nao estd envolvida na transducdo de sinais, mas atua sequestrando o excesso de IGF-II,
evitando sua ligacdo ao receptor do tipo I. O IGF-IIR liga-se ao IGF-II transportando-o para o
interior de lisossomos para que ocorra a sua degradagdo (Murphy & Jirtle, 2003). Desta maneira,
corroborando com a teoria do conflito, o IGF-IIR, expresso materno, atua restringindo o
crescimento fetal enquanto que o IGF-II, expresso paterno, o promove, e o equilibrio entre a
expressdo e disponibilidade de proteinas para esses dois genes imprinted ¢ que regula o

desenvolvimento embrionario e fetal (Moore, 2001).
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2.3 O gene GRB-10

O GRB-10 (growth factor receptor-bound protein-10) faz parte de uma familia de
proteinas adaptadoras que estd envolvido em ligagcdes a receptores tirosina quinase como a
regulagdo de sinais do receptor de insulina e o receptor de IGF-I. Assim, esta envolvido em
varios processos celulares incluindo a regulagdo do crescimento celular e metabolismo, apoptose
e migragdo celular (Dufresne, 2005).

Em camundongos, foi identificado como gene imprinted. E expresso maternalmente na
maioria dos tecidos e parece estar expresso em todos os estdgios embrionarios (2, 4, 8 e 16-32
células, moérula, blastocisto D7 e blastocisto expandido D8) além de ovoécitos maduros em
bovinos (Ruddock et al., 2004).

Tem sido caracterizado como um supressor de crescimento (Wang, 2007). Charalambous
et al. (2003), demonstraram que a perda da funcdo do GRB-10 resultou em super-crescimento
fetal e placentario. Além disso, foi observado que o GRB-10 além de inibir a atividade quinase
do receptor de insulina por ligacdo direta a ele, também regula negativamente a sinaliza¢do da

insulina mediando a estimulacdo da degrada¢do do receptor de insulina (Ramos et al., 2006).

2.4 Estresse Oxidativo e genes relacionados

A possibilidade da produgdo de radicais livres nos sistemas in vitro pode atingir niveis
que comprometam a qualidade do embrido, conseqlientemente afetando a eficiéncia das técnicas
de producgdo. Sendo assim, a avaliagdo de genes marcadores envolvidos nos mecanismos de
degradacdo desses radicais produzidos podera oferecer mais um parametro para melhor avaliacao
desses sistemas.

O estresse oxidativo ¢ o desequilibrio entre fatores oxidantes e antioxidantes, a favor dos

oxidantes, decorrente da presenca de radicais livres, prejudicando a integridade celular. Esses
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radicais possuem espécies reativas de oxigénio (ROS) em sua constitui¢do, sendo estas formadas
a partir das reacdes de reducao de oxigénio (O;). As principais ROS encontram-se nos radicais:
superoxido (O;), hidroxil (OH) e o peréxido de hidrogénio (H,0,), que correspondem a reducao
de um, trés e dois elétrons, respectivamente (Guérin et al., 2001).

A produgdo de radicais livres faz parte da fisiologia da célula, porém em excesso podem
causar danos as mesmas, levando ao estresse oxidativo. As conseqiiéncias desses danos
oxidativos podem ser evidenciadas no desenvolvimento retardado dos embrides, nas disfun¢des
metabolicas e até mesmo no aumento e acelera¢do da apoptose (Guérin et al., 2001).

Existe um sistema de reparo ao estresse oxidativo que entra em agdo para evitar que
ocorram danos as células. Consiste no sistema de defesa da célula, chamada de defesa
antioxidante, que ¢ definida como qualquer substincia que, quando presente em baixas
concentragdes em relagdo ao substrato oxidével, retarda ou inibe a oxidacdo desse. Os
antioxidantes podem ser divididos em ndo enzimaticos e enzimaticos. Dentre os enzimaticos,
destacam-se: superoxido dismutase/MnSOD, Catalase, Glutationa Peroxidase/GPX-4.

As enzimas antioxidantes manganés superoxido desmutase (MnSOD), Catalase e
glutationa peroxidase (GPX-4) protegem embrides contra danos oxidativos, ou seja, fazem a
eliminagdo de espécies oxigénio reativas que sdo produzidas durante o estresse oxidativo (Guérin
etal., 2001).

O MnSOD atua transformando duas moléculas de dnion superoxido em agua e perdxido
de hidrogénio, ¢ uma enzima antioxidante que tem funcdo principalmente de proteger os
componentes mitocondriais do superoxido liberado normalmente como produto da respiragao.
Assim, 0 MnSOD ¢ considerado a defesa primaria das células contra danos causados por radicais

livres.
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A Catalase ¢ uma enzima intracelular encontrada na maioria dos organismos que
decompdem o perdxido de hidrogénio. O peroxido de hidrogénio ¢ um produto decorrente do
metabolismo celular em organismos expostos ao oxigénio atmosférico e esta relacionado a
diversas patologias ligadas ao estresse oxidativo. Sendo toxico para as células, o peroxido de
hidrogénio tem de ser rapidamente convertido numa espécie quimica que seja indcua e a catalase
¢ quem realiza a desintoxicacdo do organismo por essa substancia.

O GPX-4 ¢ responsavel por catalisar a redu¢do do peroxido de hidrogénio,
hidroperoxidos organicos e peroxidos lipidicos através da redugdo da glutationa e de fungdes de
protecdo celular contra danos oxidativos.

Dessa forma, esses genes estdo relacionados com a capacidade de resposta dos embrides
ao meio e conseqiientemente com a producdo e qualidade desses embrides frente a condigdes

adversas.

2.5 Apoptose e 0 gene BAX

Apoptose ¢ um processo conhecido como morte celular programada que requer energia e
sintese protéica para a sua execu¢do e faz parte da homeostase dos tecidos, exercendo um papel
oposto ao da mitose. E um processo observado no desenvolvimento embrionario, na
organogénese, na renovacdo de células epiteliais e hematopoiéticas, na involucdo de alguns
orgdos e na regressio de neoplasias (Coelho, 1997). E controlado por mecanismos moleculares e
pode ser induzido por uma variedade de estimulos externos e internos.

Um embrido saudavel procura manter um equilibrio apropriado de fatores pré e anti-
apoptoticos. Esse equilibrio € essencial para a sobrevivéncia embriondria, principalmente durante

a ativacdo do genoma, pois a incapacidade de manter esse equilibrio leva a ativagdo da cascata
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de apoptose, podendo ter como consequencia o bloqueio do seu desenvolvimento e a morte
(Meirelles et al., 2004).

Durante o desenvolvimento embrionario inicial, a habilidade do embrido em responder a
diferentes fatores de estresse pode ser controlado pela indu¢do do programa de morte celular ou
programa de prote¢do celular incluindo genes induzidos por estresse (Badr et al., 2007).

Segundo o mesmo autor, a apoptose pode seletivamente eliminar os blastomeros
anormais, em diferentes estdgios do desenvolvimento, sem afetar as células embrionarias
remanescentes, ordenadas a ajustar a normalidade dos embrides submetidos a condigdes
subo6timas do meio.

A apoptose promove a eliminagcdo de células com ntlicleo anormal e com anomalias
cromossdmicas, como 2 nucleos, nenhum nucleo (Hardy, 1999) ou células poliploides,

particularmente, em embrides provenientes de PIV.

Através da apoptose, embrides podem eliminar uma parte da massa celular interna do
blastocisto, que ainda tenha potencial para formar trofectoderma, reduzindo o risco de uma
expressdo ectdpica inapropriada do trofectodema, durante a diferenciagdo das células
germinativas (Badr et al., 2007).

Dentre as possiveis causas de apoptose em embrides durante a fase de preimplantacdo
estdo as condigdes artificiais subotimas (MIV, FIV e CIV) que podem influenciar a ocorréncia de
anormalidades cromossdmicas como poliploidias, juntamente com o estresse celular ou a falta do
balang¢o nutricional durante a PIV (Badr et al, 2007).

A ativacdo inadequada do genoma embrionario durante o CIV também pode influenciar

no processo da apoptose. Esse processo ¢ geneticamente governado por uma cascata de genes
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especificos envolvidos na regulacdo da sobrevivéncia do embrido no estadgio de preimplantacio e

¢ dependente de uma série de proteinas pro-apoptoticas e anti-apoptoticas (Badr et al., 2007).

Dentre os genes envolvidos nessa cascata ¢ de grande importancia na avaliagdo de
qualidade durante o desenvolvimento embrionario, estd o gene BAX. O BAX ¢ o primeiro
membro pro-apoptdtico, que quando estd super expresso, a via celular de apoptose se
desencadeia (Yang & Rajamalendran, 2002), sendo portanto, utilizado em muitos estudos que
avaliam a qualidade embriondria e comparam diferentes fontes de produgao de embrides.

Existe uma correspondéncia entre o nivel de transcritos relacionados a apoptose e a
qualidade de embrides produzidos in vitro (Badr et al., 2007).

Lonergan et al., 2003 constataram que embrides de PIV apresentam transcritos
apoptoticos a partir de estagio de 8 células, enquanto os embrides in Vivo apresentam a partir de
16 células. Rizos et al. 2003, concluiram que a expressdo aumentada de BAX reflete a menor
qualidade de embrides cultivados sob condi¢des subdtimas.

A expressdo do gene BAX foi significativamente maior em ovoécitos de baixa qualidade,
ovocitos desnudos e embrides fragmentados, enquanto o anti-apoptético BCL-2 teve uma
expressao génica maior em ovocitos e embrides de boa qualidade, sugerindo a interagdo e a razao
do BAX e BCL-2 como a responsavel pela susceptibilidade a processos apoptoticos e pela
tendéncia da sobrevivéncia ou morte e consequentemente uma competéncia desenvolvimental
diferente (Yang & Rajamahendran, 2002). O BCL-2 ¢ considerado um anti-apoptético, que
previne a apoptose, mantendo a sobrevivéncia da célula através da liberagcdo do citocromo ¢ da
mitocondria, através da alteracdo da proliferagdo (Badr et al., 2007).

Entretanto, Vandaele et al, 2008, ndo observaram diferencas na expressao do mRNA de

BAX, BCL-2, Caspase -3 e Caspase-7 em embrides tratados com um reagente indutor de
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apoptose, em comparagdo com embrides ndo tratados, ambos produzidos in vitro, concluindo que
a expressao do mRNA do BAX, BCL-2, Caspase -3 e Caspase-7 ndo podem ser usados como
método confidvel de detecgdo de apoptose em embrides individuais. Segundo o mesmo autor,
esses achados podem ter sido parcialmente causados pelos niveis muito baixos (proximos do

limite de detecgdo) e pela ampla variagdo dentro dos grupos.

2.6 Reconhecimento da gestacio, viabilidade e competéncia embrionaria e o gene
INF-t

Entende-se por placentacdo a forma como as membranas associadas ao embrido ou feto
se desenvolvem e se ligam ao endométrio, e associada a placentacdo desenvolve-se a
implantacdo embriondria, processos determinantes no estabelecimento da comunica¢do materno-
embriondaria em cada espécie (Marques et al., 2007).

A implantacdo do embrido ¢ um processo gradual que se inicia proximo ao seu local de
contato com o Utero e estende-se perifericamente (Hafez & Hafez, 2004). E um processo
requerido para sustentar a nutri¢do e a protecdo do concepto durante a gestagao.

A manutencdo precoce da gestacdo depende da sincronia entre a producdo de mensagens
bioquimicas que ¢ estabelecida entre o concepto e o tecido endometrial. E ¢ justamente esse
“didlogo” bioquimico, no qual o concepto sinaliza a unidade materna sua presenca prolongando a
vida do corpo liteo que proporciona o reconhecimento materno da gestagdo e a mantem
(Marques et al., 2007).

Existem proteinas especificas, secretadas pelo trofoblasto embrionario, que sdo
mediadoras desse reconhecimento. Esse grupo de polipeptideos era chamado inicialmente de

complexo de proteinas trofoblaticas bovino (complexo bTP-1), e era sintetizado pelo tecido do
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concepto. Hoje ja se sabe que o complexo bTP-1 tem como o principal representante o
Interferon-tau (INTERFERON-1) (Gongalves, 2008).

No inicio da gestacdo os embrides devem inibir o mecanismo de lutedlise para manter a
secrecao de progesterona necessaria 8 manutencao da prenhez. O sucesso do reconhecimento da
gestacdo depende da presenga, em quantidade suficiente, de INTERFERON-t produzido pelo
embrido, o que ird inibir a producdo de prostaglandina (PGF,,) pelo endométrio e manterd os
niveis de progesterona. O INTERFERON-t causa o reconhecimento da prenhez apds a
fecundagdo, mas o mecanismo pelo qual ele inibe a PGF,, ¢ mantém os niveis de progesterona
ainda nao foi totalmente esclarecido (Roberts, 2008).

Neira et al. (2007) observaram que embrides de qualidade excelente ou boa tiveram
maior producdo de IFN-t comparados aos embrides de pior qualidade, mostrando que a producao
do IFN-t pode ser um indicador de qualidade embrionaria

O reconhecimento da gestag¢do ¢ considerado um dos maiores desafios bioldgicos para a
obtencao de indices reprodutivos satisfatorios em bovinos. Dessa forma, o INTERFERON-t, tem

sido considerado um marcador de qualidade embrionaria (Rizos et al.; 2003 e Rizos et al.;

2004).
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3. OBJETIVOS

Verificar diferengas na expressdo génica dos genes associados com o desenvolvimento
embrionario bovino (IGF-II, IGF-IIR, GRB-10), estresse oxidativo (CATALASE, MnSOD,
GPX-4), apoptose (BAX) e qualidade embrionaria (INTERFERON-t) e compard-las em
embrides produzidos em 3 diferentes sistemas: produzidos in vivo (OVN) através de ovulagdo
natural (sem nenhum estimulo hormonal), in vitro (PIV) e embrides produzidos por

superovulacao (SOV).
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4. HIPOTESE

Ha diferencas na expressdo de genes relacionados ao desenvolvimento embrionério
bovino, entre embrides produzidos in vivo por ovulagdo natural (OVN), sem estimulos exdgenos,

por superovulagdo (SOV) e por produgio in vitro (PIV).
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CAPITULO UNICO

EMBRIAO PRODUZIDO POR HIPERESTIMULACAO HORMONAL E UM
CONTROLE ADEQUADO PARA O ESTUDO DE PERFIL DE EXPRESSAO GENICA

EM EMBRIOES PIV?
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EMBRIAO PRODUZIDO POR HIPERESTIMULACAO HORMONAL E UM
CONTROLE ADEQUADO PARA O ESTUDO DE PERFIL DE EXPRESSAO GENICA

EM EMBRIOES PIV?

RESUMO
Embrides produzidos por hiperestimulagdo hormonal sdo usados como controle in vivo na
maioria das publicacdes relacionadas a expressdo génica. Entretanto, ainda ndo se sabe se esses
embrides sdo os controles mais apropriados a serem utilizados em estudos de perfil da expressao
génica. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi comparar a expressdo dos genes
candidatos relacionados ao desenvolvimento embrionario bovino: GRB-10, IGF-II, IGF-IIR,
MnSOD, GPX-4, CATALASE, BAX, ¢ INTERFERON-t, entre embrides produzidos in Vvivo
através de superovulagdo (SOV), através de Produgdo in vitro (PIV) e in vivo produzidos por
ovulagdo natural, sem nenhuma estimulagdo hormonal (OVN). A comparacao foi realizada
através da técnica de RT-PCR usando B-ACTIN e GAPDH como os controles constitutivos.
Quando a expressdo individual dos genes foi analisada, GRB-10 foi menos expresso em
embrides OVN do que em SOV (P = 0.04) e PIV (P = 0.01), no entanto, nenhuma diferenca foi
encontrada entre os outros genes. Genes relacionados a resposta ao estresse foram agrupados e
comparados entre os diferentes tipos de embrides. A soma da expressdo dos genes MnSOD,
GPX-4, CATALASE tende (P = 0.10) a ser maior em embrides PIV do que em OVN. A
expressao de todos os genes estudados foi também somadas para cada tratamento, e a expressao
génica geral foi menor em embrides OVN quando comparados com embrides de SOV(P = 0.06)
ou de PIV(P = 0.04). Nenhuma diferenca foi observada entre os embrides SOV e PIV(P = 0.70).

Finalmente, os genes foram agrupados de acordo com suas fungdes, relacionadas ao
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desenvolvimento embriondrio (GRB-10, IGF-II e IGF-IIR), a resposta ao estresse (MnSOD,
GPX-4 ¢ CATALASE) e a qualidade embrionaria (Bax, INTERFERON-t). A andlise de
correlagdo foi realizada e mostrou um comportamento distinto nos embrides de OVN quando
comparados com os de SOV (r =-0,9429) e com os de PIV (r = - 0,8833) para os genes GRB-10,
IGF-II e IGF-IIR. No entanto, o comportamento desses genes foi similar para os embrides de
SOV e de PIV (r = 0,9890). Concluimos que a estimulacdo hormonal ovariana afeta os embrides
através da alteragdo de sua expressao génica. Portanto, se os embrides de SOV tiverem que ser
usados como contrdle em estudos de expressao gé€nica, os dados deverdo ser analisados com

cautela.

Palavras-chave: Embrides, Bovino, Expressao Génica e ARTs.
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IS THE EMBRYO PRODUCED BY HORMONAL HYPERSTIMULATION AN
APPROPRIATE CONTROL FOR THE STUDY OF GENE EXPRESSION PROFILES

OF IVP EMBRYOS?

ABSTRACT
Embryos produced by hormonal hyperstimulation are used as “in vivo” control in the majority of
publications related to gene expression. However, if those are the most appropriated control for
gene expression profile studies it is not known. Thus, the objective of this study was to compare
the expression of GRB-10, IGF-II, IGF-IIR, MnSOD, GPX-4, Catalase, BAX, and
INTERFERON-t genes among embryos produced in vivo by hormonal hyperstimulation (SOV),
by in vitro fertilization (IVF) or in vivo without any hormonal stimulus (NOV). Comparison was
performed using a semi-quantitative RT-PCR using B-ACTIN and GAPDH as constitutive
controls. When the individual gene expression was analyzed, GRB-10 was less expressed in
NOV than SOV (P = 0.04) and IVF (P = 0.01) embryos, whereas no differences were found for
the other genes. Then, genes related to stress response were grouped and compared among the
types of embryos. The sum of expression of MnSOD, GPX-4, CATALASE genes tended (P =
0.10) to be greater in IVF than NOV embryos. The expression of all studied genes were also
added together for each treatment, the “overall” gene expression was lower in the NOV embryos
when compared with SOV (P = 0.06) or IVF (P = 0.04). No difference was observed between
the SOV and IVF embryos (P = 0.70). Finally, genes were grouped according to their function as
being related to embryo development (GRB-10, IGF-II, IGF-IIR), stress response (MnSOD,
GPX4, CATALASE) and embryo quality (BAX, INTt). A correlation analysis was performed

and showed a distinct behavior for NOV embryos when compared with SOV (r = -0.9429) or
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IVF (r = -0.8833) for GRB-10, IGF-II and IGF-IIR genes. However, the behavior of those genes
was similar for SOV and IVF embryos (r = 0.9890). We conclude that ovarian hormonal
stimulation affects embryos by altering their gene expression. Therefore, if SOV embryos have
to be used as experimental control for gene expression studies, data should be analyzed with

caution.

Key words: Embryos, Bovine, Gene Expression, ARTs
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de varias tecnologias de reprodugdo assistida (ARTs) como:
inseminagdo artificial (IA), superovulagao (SOV), transferéncia de embrides (TE) e produgio in
vitro de embrides (PIV) tém contribuido para programas de melhoramento animal e
disseminagdo de ragas em risco de extingdo. Estas tecnologias permitem, de forma mais rapida, a
introgressao de alelos desejaveis nas populagdes animais, aumentando o melhoramento genético
em um curto periodo de tempo (Meuwissen, 1998). Além disso, a clonagem animal e a
transgénese podem contribuir enormemente, em um futuro proéximo, para a industria
farmacéutica entre muitas outras aplicagdes (Melo et al., 2007).

Embora, na ultima década, tenha sido alcangado um progresso substancial nas ARTs, a
eficiéncia global de algumas dessas técnicas estdo ainda abaixo do nivel esperado. Muitos fatores
podem afetar a eficiéncia das ARTs, tanto em humanos quanto em animais. Na TE, por exemplo,
a variabilidade na resposta a hiperestimulacdo hormonal, o estado nutricional, bem como o
sincronismo entre o desenvolvimento do embrido transferido e a fémea receptora sdo
considerados os fatores mais importantes (Spearow & Barkley 1999a; Spearow et al. 1999b;
Mayorga et al., 2000; Simoni et al., 2002; de Castro et al., 2003; de Castro et al., 2004; Santos et
al., 2008). Em relagdo a PIV, o cultivo in vitro de ovdcitos e embrides, a composi¢do dos meios,
bem como as condi¢des ambientais, podem ter um profundo efeito sobre o resultado final
(Gardner & Lane, 2005). Na clonagem animal, além dos fatores mencionados anteriormente, a
capacidade do citoplasma do ovocito realizar uma correta reprogramagdo nuclear ¢ fundamental

para o seu sucesso (Smith et al., 2005; Sasaki & Matsui, 2008).
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Atualmente, os parametros utilizados para avaliar a eficiéncia da PIV sdo: taxa de
clivagem, taxa de blastocistos e o aspecto morfolégico dos embrides no momento da
transferéncia. Embora esses parametros fornecam uma indicagdo da qualidade do embrido, eles
ndo refletem a sua total normalidade, uma vez que a taxa de gestacdo desses embrides raramente
excede 50%. Assim, existe uma necessidade de estabelecer outras estratégias para analisar mais
objetivamente o potencial de desenvolvimento dos embrides PIV. Neste sentido, a avaliagdo dos
parametros moleculares tém se tornado fundamental para compreender os processos bioquimicos
envolvidos no desenvolvimento de embrides saudaveis. Esses pardmetros serdo criticos para o
desenvolvimento de meios de cultura que possam atender as exigéncias do embrido e também
melhorar os protocolos da PIV (Niemann & Wrenzycki, 2000).

A maioria das publicagdes atuais considera os embrides produzidos por hiperestimulagido
hormonal como os tradicionais contréle in Vvivo, mas esses embrides podem diferir,
substancialmente, dos embrides produzidos de forma natural e podem ndo ser um controle
apropriado para estudos de perfil de expressdo génica. De fato, varios estudos tém relatado a
influéncia da hiperestimulacdo hormonal na expressao de genes imprinted na placenta (Fortier et
al., 2008) e na qualidade do embrido (Rossignol et al., 2006; Fauque et al., 2007; Sato et al.,
2007). Portanto, por muitas razdes, a qualidade e o metabolismo do embrido produzido através
de diferentes ARTs podem ser muito distintas.

O objetivo desse estudo foi comparar o perfil de expressdo de alguns genes candidatos
envolvidos com o desenvolvimento embriondrio, estresse oxidativo e qualidade embrionaria
entre embrides produzidos in vivo por superovulagdo, produzidos através da fecundagao in vitro

e produzidos in vivo sem qualquer estimulo hormonal.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Quarenta e uma novilhas ciclicas, F1, 1, sangue Simental X 15 sangueNelore e dois touros
Curraleiros foram utilizados no experimento. As novilhas tinham de 2 a 3 anos e os touros 7
anos. Todos os animais foram mantidos em pastagem (Brachiaria brizantha), com livre acesso a
agua e suplementacdo mineral, no Centro Experimental Sucupira da Embrapa- Recursos
Genéticos e Biotecnologia — Distrito Federal- Brasil.

Esses animais foram submetidos a 3 diferentes tratamentos: produgdo de embrides in vivo
através da ovulagdo natural, sem nenhum estimulo hormonal (OVN), produgao in vivo através da
superovulag¢do (SOV) e produgdo in vitro (PIV). A coleta do material a ser analisado, de todos os
tratamentos, foi realizada no periodo de maio a dezembro de 2005. Para todos os tratamentos
foram formados 3 pools de 15 embrides cada (6 morulas e 9 blastocistos). Apods a colheita, os
embrides foram lavados duas vezes com PBS sem soro, transferidos para tubos estéreis
devidamente identificados, contendo o reagente Trizol (100ul) e foram imediatamente
congelados a -80°C.

Ao final da colheita, os tubos contendo os embrides foram enviados ao laboratoério de
reproducdo animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF, onde foram
procedidas as extracdes de RNA e andlises de expressdo génica. Foram comparados entre os
tratamentos a expressdo dos genes: IGF-II, IGF-IIR, GRB-10, MnSOD, GPX-4, CATALASE,
BAX e INTERFERON-t. Os genes B-ACTIN e GAPDH foram usados como controles

constitutivos.
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2.2 Producao e coleta dos embrioes

Producio de embrides através da ovulacdo natural (OVN), sem estimulo hormonal ex6geno

As novilhas foram observadas durante uma hora, duas vezes por dia, durante 12 horas de
intervalo, com a finalidade de detectar o estro natural (ndo induzido). As novilhas, em que o
estro foi detectado, foram acasaladas com um dos touros. Sete dias apos a deteccdo do estro,
embrides foram coletados através de lavagem uterina com D-PBS (Dulbecco's Phosphate
Buffered Saline) e apenas os embrides classificados como grau I ou II, segundo a classificacao
da IETS (Manual of the IETS, 1998), foram selecionados. Apds a colheita, as novilhas foram
tratadas com 0.150mg IM de cloprostenol (Prolise, ARSA S.L.R., Argentina) para evitar a
gestagao em caso de falhas na recuperagao do embrido. O estro induzido nao foi usado para o
acasalamento. No proximo estro espontaneo, as novilhas foram usadas novamente, num total de

ndo mais de trés vezes para cada novilha.

Producio de embrides através de superovulagciao (SOV)
Os mesmos animais usados para produzir os embrides OVN foram hormonalmente
estimulados (superovulados) de acordo com o seguinte protocolo:

Tabela 1: Protocolo utilizado para a superestimulagao hormonal dos animais

Dia Procedimento
DO Colocacao de um implante intravaginal contendo progesterona (DIB, Syntex S.A.,
Argentina)

Injecdo de 2.0 mg de benzoato de estradiol (Ric-Be, Syntex S.A.)

D4 - D7 Superestimulacdo com 8 injecdes de FSH (Pluset, 250 IU, Calier, Barcelona,

Espanha)
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D6 Injecdo de 0.150 mg IM de cloprostenol (Prolise)

D6.5 Remocao do implante intravaginal

D8.5e¢ D9 Inseminacao artificial

D15 Colheita de embrides

As novilhas foram artificialmente inseminadas com um pool de sémen congelado /
descongelado dos mesmos touros utilizados para a produgdo dos embrides OVN. A coleta e
selecdo dos embrides foram processadas como descrito anteriormente e as novilhas que foram
superovuladas nao foram usadas novamente no experimento, devido ao possivel efeito residual
do FSH.

A colheita dos embrides foi realizada utilizando-se a técnica descrita por Mollo et al.

(2006).

Producio de embrides in vitro (PIV)

As novilhas que nao foram submetidas a superovulacio e apds o término do protocolo de
OVN, foram submetidas a técnica de aspiragdo folicular transvaginal, na qual todos os foliculos
maiores que 3mm foram aspirados para a recupera¢do dos complexos cumulus ovoécitos (CCOs).
Quatro dias antes da aspiragao folicular transvaginal todos os foliculos maiores que Smm foram
ablacionados, por aspiragdo transvaginal, com a finalidade de sincronizar a emergéncia da onda
folicular. Os CCOs que apresentavam citoplasma homogénio e com pelo menos trés camadas de

células do cumulus foram selecionados, maturados, fecundados e cultivados in vitro.
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Aspiragdo Folicular Transvaginal:

Um aparelho de ultrason (Aloka SSD — 500, Japao) equipado com um transdutor setorial
de 5 MHz (Aloka USD994T-5, Japao) associado a um siatema com agulha longa foi utilizado
para realizar a OPU. Previamente as aspiragdes foliculares, foi realizada uma anestesia epidural
caudal com 3mL de lidocaina 2% (Pearson, Eurofarma, Brasil). Durante as sessdes de
aspiragdes, todos os foliculos maiores que 3mm de didmetro foram posicionados abaixo da linha
de pungdo e aspirados com uma agulha de um cateter 16G (Jelco, Johnson & Johnson company,
Belgium) conectado através do sistema de puncdo (Handle Cook) a um tubo de 50 mL (Falcon
2074), onde o liquido folicular foi armazenado. O liquido folicular foi aspirado usando uma
pressdo negativa constante de 80mmHg, com uma taxa equivalente a 13ml/min, com o auxilio de
uma bomba de vacuo (Cook VMAR — 5100). Antes e depois da aspiracao folicular, o sistema de
agulha foi lavado com meio de pun¢do com D-PBS, 1% de soro fetal bovino (Gibco) e 5 Ul/mL
de heparina (Liquemine, Roche, Brasil).

Avaliacdo dos ovocitos e produgdo dos embrides in vitro:

Os COCs depois de aspirados foram transportados para o laboratorio e lavados com PBS, e
filtrados através de um filtro de 75um. O material retido foi transferido para uma placa de Petri e
examinado com o auxilio de um estereomicroscopio (Zeiss — Stemi SV6, Germany) para
procurar os CCOs. CCOs foram avaliados quanto a qualidade de acordo com a morfologia,
segundo a classificacdo da IETS. Odcitos vidveis (graus I e II) foram selecionados para a PIV.
Para a maturacdo, os ovocitos foram colocados, individualmente por vaca, em gotas de 200ul de
meio de maturagcdo (TCM-199 (Invitrogen, CA, USA) suplementado com LH, FSH, antibidticos
e 10% FCS (Invitrogen, CA, USA)) cobertos com 6leo mineral e incubados por 22-26 h a 39°C e

5% de CO;. Os ovocitos maturados foram inseminados com sémen congelado / descongelado dos
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mesmos touros usados nos outros grupos experimentais, numa concentragio total de 1x10°
espermatozdides/mL. Apds 18 horas de co-incubacdo foram lavados e transferidos para o meio
SOFaaci (Holm et al., 1999), suplementado com 2.77mM de myo-inositol e 5% de FCS. Os

embrides foram cultivados por 7 dias e somente os de graus I e II foram utilizados.

2.3 Extracido de RNA

A extracdo de RNA total dos 9 pools de embrides, no estagio de blastocisto D7, foram
desenvolvidas a partir do método fenol-cloroférmio, utilizando-se o reagent Trizol (Invitrogen,
CA, USA), seguindo os seguintes passos: os tubos contendo os embrides e o Trizol (100ul)
foram agitados rapidamente e deixados a temperatura ambiente por 5 minutos. Foi adicionado
glicogénio (25ug; Invitrogen, CA, USA) e Cloroformio 20ul (Merck). As amostras foram
vigorosamente agitadas e incubadas a temperature ambiente por 2 minutos, centrifugadas a
12000g por 15 Minutos a 4°C. A fase superior, aquosa, foi removida e foi adicionado
isopropanol gelado 50ul (Mallinckrodt). O RNA foi deixado preciptando por 16 horas no freezer
-20°C, seguido por uma centrifugacdo a 13000 g por 7 minutos a 4°C. Os pellets de RNA foram
lavados com 100ul de etanol 75% (Mallinckrodt), secos ao ar, e ressuspendidos em 8ul de dgua
estéril. Possiveis contaminagdes com DNA gendmico foram removidas pelo tratamento do RNA
com 1 unidade de DNase (Promega), 1 ul de tampao da Dnase for 30 min - 37°C. A Dnase foi
inativada pela adigdo de Iul de stop solution (Promega) por 10 min - 65°C. Imediatamente

depois, foi realizada a transcri¢do reversa.
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2.4 Transcricdo Reversa

O RNA total de cada pool foi convertido em DNA complementar (cDNA) através da
transcri¢do reversa (RT), utilizando-se primers 0,5ug oligo(dT) 20 (Invitrogen, CA, USA), 200
uM de cada ANTP (Invitrogen, CA, USA), 1X tampao da RT, 2 ul DTT 0.1 M, 40 IU RNase
inhibitor (Invitrogen, CA, USA), e 200 UI de SuperScript III (Invitrogen, CA, USA). A reacdo
foi realizada a 42°C por 52 minutos, seguida por uma inativagdo a 70°C por 15 minutos. O

cDNA foi armazenado a -20°C até o momento de sua utilizagao.

2.5 PCR semi-quantitativo

A amplificagdo dos genes (B-Actina, GAPDH, IGF-II, IGF-IIR, GRB-10, MnSOD, GPX-
4, CATALASE, BAX e INTERFERON-1) foi realizada pela técnica de RT-PCR semi-
quantitativo. A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando o termociclador
Mastercycler gradient-eppendorf. As condigdes de amplificagdo empregadas na PCR foram: 2ul
de cDNA (equivalente a 0.75 blastocisto), 2 UI de Taq DNA polymerase (Invitrogen CA, USA),
0.5uM de cada primer especifico, 200uM de cada ANTP, 2.0mM de MgCl,, 1X tampao da Taq,
num volume final de 20ul. As sequéncias dos primers ¢ tamanho dos produtos amplificados
estdo representados na tabela 2. O programa de PCR utilizado foi: 93°C por 5 minutos, seguido
por 29 ciclos (GPX, Mn-SOD, INTERFERON-1), 32 ciclos (B-Actina), 31 ciclos (GAPDH), 33
ciclos (CATALASE), 35 ciclos (GRB-10), 40 ciclos (BAX, IGF-II, IGF-IIR) a 93°C por 40 s,
54°C por 40 s, e 72°C por 1 minuto. A incubagdo final foi realizada a 72°C por 5 minutos. A fase

exponencial da PCR foi determinada pelas mesmas condi¢des descritas acima, testando de 20-37

52



ciclos para cada gene (dados ndo fornecidos). Como controles enddgenos, para a normalizacao

dos dados, foram utilizados 2 genes de expressdo constitutiva, a B-ACTIN e o GAPDH.

2.6 Quantifica¢ao

Apds a amplificagdo, os produtos amplificados foram submetidos a uma eletroforese em
gel de agarose 1,5%, corados com brometo de etideo (10 mg/ml) e fotografados sob luz
ultraviolet. Todos os produtos amplificados foram colocados no mesmo gel de agarose ¢ a
quantificagdo da expressdo génica foi realizada por densitometria usando o Software ImagelJ
Software versdo 1.36b, National Institutes of Health, USA. A quantidade relativa de cada gene
foi determinada pela razdo: IODgene especifico/ IODmédia GAPDH/B-Acting, Onde 0 IOD € a densidade

Optica especifica.

2.7 Estatistica

Os dados obtidos da expressdo génica foram analisados pelo teste t (dados paramétricos)
e pelo teste de Mann-Whitney (dados ndo-paramétricos) utilizando-se o Software Prophet (BBN
Systems and Technologies). Trés comparagdes foram realizadas entre as diferentes fontes de
embrides. Inicialmente, a expressdo quantitativa de cada gene foi analisada individualmente. Em
seguida, a soma da expressdo dos genes relacionados a resposta ao estresse foi usada para
comparar os tratamentos experimentais. Por fim, uma expressdo "global", representada pela
somatoria da expressdo de todos os genes estudados, foi avaliada em todos os tratamentos. Os
resultados foram expressos como média + erro padrao.

Para avaliar o perfil dos grupos de genes em cada fonte de embrides (OVN, SOV ¢ PIV),

os genes foram agrupados de acordo com sua fun¢do em relagdo a: desenvolvimento embriondario
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(GRB-10, IGF-II, IGF-IIR), resposta ao estresse (MnSOD, GPX4, CATALASE) e qualidade
embrionaria (BAX, INT-t). Em seguida, uma andlise de correlagdo foi realizada utilizando o

Microsoft Office Excel 2003.
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Tabela 2. Sequéncia de Primers e tamanhos dos produtos amplificados para cada gene usado na

avalia¢do da expressdo génica.

Gene Sequéncia Produto
amplificado (bp)

IGF-II

Sense 5’-TCGTGCTGCTATGCTGCTTACC-3’ 306bp

Antisense 5-‘ACTGCTTCCAGGTGTCAGATTGG-3’

IGF-IIR

Sense 5’-CGCCTACAGCGAGAAGGGGGTTAGTC-3’ 293bp

Antisense 5’-AGAAAAGCGTGCACGTGCGCTTGTC-3°

GRB-10

Sense 5’-GAAGATGGGACAAGCAAAGT-3 290bp

Antisense 5’-CTGGCACCAAGTAACCATCTG-3’

GPX-4

Sense 5’-CGCCGAGTGTGGTTTAC-3’ 315bp

Antisense 5’>-AGGTCCTTCTCTATCACCAG-3’

MnSOD

Sense 5’-CCCATGAAGCCTTTCTAATCCTG-3’ 307bp

Antisense 5’-TTCAGAGGCGCTACTATTTCCTCC-3’

Catalase

Sense 5’-GTTCGCTTCTCCACTGTT-3’ 454bp

Antisense 5’-GGCCATAGTCAGGATCTT-3’

BAX

Sense 5’-TGCAGAGGATGATCGCAGCTGTG-3’ 198bp

Antisense 5’-CCAATGTCCAGCCCATCATGGTC-3’

INTERFERON-T

Sense 5’-GCCCTGGTGCTGGTCAGCTA-3’ 564bp

Antisense 5’-CATCTTAGTCAGCGAGAGTC-3°

B-ACTIN

Sense 5’-TATTGCTGCGCTCGTGGT-3’ 344bp

Antisense 5’-TCTTCTCACGGTTGGCCT-3’

GAPDH

Sense 5’-CCCATCACCATCTTCCAGG-3’ 471bp

Antisense 5’-AGTGAGCTTCCCGTTCAGC-3’
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3. RESULTADOS

Neste estudo, genes relacionados ao desenvolvimento embrionario (IGF-II, IGF-IIR e
GRB-10), resposta ao estresse (MnSOD, GPX-4 e Catalase) e qualidade embrionaria (BAX,
INT-1) foram analisados em embrides produzidos por diferentes ARTs. A média dos genes
constitutivos B-Actina e GAPDH foi usada como controle endogeno para todas as normalizag¢des
do perfil relativo da expressao génica. Quando a expressdo génica individual foi analisada,

somente o gene GRB-10 mostrou-se diferente entre os tratamentos, com uma menor expressao

em embrides OVN que em SOV (P =0,04) e em PIV (P =0,01) (Figura 1).
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Figura 1. Quantidade relativa (média + erro padrdo) do gene GRB-10 em embrides produzidos
por diferentes sistemas: ovulagdo natural (OVN), superovulagdo (SOV) ¢ in vitro (PIV). Para

cada tratamento foram utilizados 3 pools de 15 em
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brides. Letras diferentes indicam diferengas entre os grupos (P < 0,05).

Além da andlise de expressdo génica individual, os perfis de IGF-II, IGF-IIR e GRB-10
foram analisados em conjunto, uma vez que participam da mesma via bioquimica ( via do IGF).
A analise do perfil mostrou um comportamento distinto nos embrides OVN quando comparados
com os de SOV e de PIV; houve uma correlacio positiva entre os perfis de expressao desses 3
genes nos embrides SOV e PIV (r = 0,9890), porém uma correlacdo negativa entre embrides

OVN e SOV (r = - 0,9429) ou PIV (r = - 0,8833), Figura 2.
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Figura 2. Andlise de correlacdo da expressdo dos genes GRB-10, IGF-II e IGF-IIR entre
embrides produzidos por diferentes sistemas: ovulacdao natural (OVN), superovulagdo (SOV), e
in vitro (PIV). a) OVN vs. PIV; b) OVN vs. SOV; ¢) PIV vs. SOV.

Os genes envolvidos com a resposta ao estresse (MnSOD, GPX-4 e Catalase) e os genes
relacionados a qualidade embrionéria (BAX e INTERFERON-1) foram analisados em conjunto
como um grupo. Em contraste com os genes da via do IGF, o perfil de comportamento desses
grupos de genes foi semelhante para os diferentes tipos de embrides (dados nao mostrados).
Além disso, uma vez que, genes relacionados a resposta ao estresse tém um efeito sinérgico em
proteger as cé€lulas contra efeitos toxicos de radicais de oxigénio, a quantidade relativa dos genes
MnSOD, GPX-4 e CATALASE foi adicionada. Em seguida, a soma foi comparada entre os
grupos de tratamentos (n=9, pois foram somadas as 3 repeticoes de cada um dos 3 genes
analisados nessa via: MnSOD, GPX-4 e CATALASE) e a expressdo total para resposta ao

estresse tendeu (P = 0,10) a ser maior em embrides PIV do que em OVN (Figura 3).
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Figura 3. Soma da quantidade relativa de mRNA (média + erro padrdo) dos genes MnSOD,
GPX4 ¢ CATALASE para cada fonte de embrido: ovulagdo natural (OVN), superovulacao
(SOV) e invitro (PIV). n=9.

Finalmente, a expressdao de todos os genes analisados nesse estudo foram agrupadas em
cada tratamento (OVN, SOV e PIV). Essa expressao génica "global" foi menor em embrides
OVN quando comparados com os embrides SOV ( P = 0,06) ou com embrides PIV ( P = 0,04).
Nenhuma diferenca foi observada entre embrides SOV e PIV(P = 0,70), (n=24, pois foram

somadas as 3 repeti¢oes de cada um dos 8 genes analisados) (Figura 4).
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Figura 4. Soma da quantidade relativa de mRNA (média + erro padrdao) de todos os genes em
cada tratamento: ovula¢do natural (OVN), superovulagdo (SOV) e in vitro (PIV). Letras

diferentes indicam diferencas entre grupos(P < 0,05). n = 24,
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4. DISCUSSAO

Os principais parametros utilizados para avaliar a eficiéncia dos sistemas de producao de
embrides sdo as taxas de blastocisto e a aparéncia morfologica. Embora muito uteis, esses
parametros sdo insuficientes para uma boa estimativa da viabilidade embrionaria. Portanto, o
desenvolvimento de outros métodos (mesmo os invasivos) ¢ necessario. Estudos com expressao
génica em células e embrides estdo proporcionando uma melhor compreensao de varias vias
bioquimicas a um nivel molecular e podem contribuir para o desenvolvimento de protocolos
mais eficientes para a produg¢ao in vitro de embrides.

Normalmente, os estudos de expressao génica durante o desenvolvimento embrionario
usam embrides produzidos com protocolos de superovulagdo (SOV) como os controles in Vvivo
(Lequarré¢ et al., 2001; Bertolini et al., 2002; Hall et al., 2005; Sawai et al., 2005; Lonergan et al.,
2007; Moore et al., 2007; Nowak-Imialek, et al., 2008). Entretanto, estudos em camundongos e
humanos tém mostrado uma diminui¢ao na qualidade dos embrides produzidos apds estimulagdo
ovariana (Rossignol et al., 2006; Fauque et al., 2007; Sato et al., 2007), sugerindo que o
tratamento hormonal pode afetar, de diferentes formas, o desenvolvimento embrionério.

Duas grandes estratégias sdo atualmente empregadas para estudar perfis de expressdo
génica em qualquer modelo bioldgico: as tecnologias de microarranjos que normalmente
utilizam chips de alta densidade para hibrizagdes de cDNA, com vista na utilizacdo de genes
conhecidos ¢ desconhecidos (Giritharan et al., 2007); ou genes candidatos, que utiliza um
namero definido de genes escolhidos pelas suas fungdes fisioldgicas e bioquimicas (Lequarré et
al., 2001; Bertolini et al., 2002; Han et al., 2003; Hall et al., 2005; Sawai et al., 2005; Moore et
al., 2007). No presente estudo, a estratégia de genes candidatos foi escolhida e oito genes foram

selecionados por seus envolvimentos em algumas vias bioquimicas relevantes para o

60



desenvolvimento embrionéario. Foram quantificadas as expressdes relativas dos genes IGF-II,
IGF-IIR e GRB-10, envolvidos no desenvolvimento embrionario e placentacdo (Moore et al.,
2007); BAX e INTERFERON-1, envolvidos na apoptose e no reconhecimento materno da
gestagao (Corréa et al., 2008) e MnSOD, GPX-4 e CATALASE, relacionados com a resposta ao
estresse oxidativo (Corréa et al., 2008). Para as anélises, foi utilizada a técnica de RT-PCR semi-
quantitativa (Lequarré et al., 2001; Nowak-Imialek, et al., 2008; Racedo et al., 2008) com os
genes B-ACTIN e GAPDH como os genes de referéncia. Embora, em certas circunstancias, esses
dois genes tenham diferentes papéis na bioquimica das células e suas expressdes possam mudar,
no presente estudo, eles mostraram um perfil de expressdao equivalente (dados nao mostrados).
Acredita-se que a combinagdo de dois ou mais genes constitutivos dard uma melhor referéncia
para o nivel geral de expressdo génica em diferentes condi¢cdes experimentais e em todas as fases
de desenvolvimento. Por isso, optou-se por normalizar a expressdo génica utilizando uma média
da expressao desses dois genes.

Inicialmente, a expressdo individual dos genes candidatos foram avaliadas em cada grupo
experimental (OVN, SOV e PIV). A expressdo relativa da maioria dos genes estudados foi
semelhante para os diferentes grupos de embrides, exceto o GRB-10, que mostraram uma
reduzida expressdo no grupo OVN (Figura 1). O GRB-10 ¢ um membro da super familia de
proteinas adaptadoras que se ligam a receptores mitogénicos tirosina quinase, como a insulina e
receptores IGF-I (Lim et al., 2004; Dufresne & Smith, 2005) e pode ser considerado um
regulador negativo do crescimento celular e metabolismo. Lim e seus colaboradores (Lim et al.,
2004) observaram que a super expressao do GRB-10 pode inibir ou estimular os sinalizadores
insulina / IGF-I, dependendo do nivel de expressao de suas isoformas em cada célula especifica

e/ou destino fisologico. Foi demonstrado em camundongos, que 0 GRB-10 tem uma expressao
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materna em todos os tecidos, com exce¢do do cérebro (Wang et al., 2007), enquanto que, o
padrdo de expressdo paterna, em bovinos, ndo estd bem determinado. Um super crescimento foi
observados em camundongos com Knockout no GRB-10 (Charalambous et al., 2003; Wang et
al., 2007) e seu imprinting foi correlacionado com algumas doengas congénitas (Charalambous et
al., 2003; Lim et al.,, 2004). Genes imprinted, incluindo o GRB-10, foram analisados em
humanos e camundongos e a maioria deles tiveram seu mRNA expressos durante o periodo de
pré-implantacdo, sugerindo seu potencial papel durante o desenvolvimento inicial (Ruddock et
al., 2004). A metilagdo do DNA ¢ o mais conhecido marcador epigenético e estd diretamente
envolvido na regulacdo de varios genes imprinted que controlam muitas rotas durante o
desenvolvimento embriondrio inicial e na placentagdo (Fortier et al., 2008; Yamasaki-Ishizaki et
al., 2007). Muitos estudos mostram a influéncia das manipulagdes in vitro ¢ SOV sobre as
alteracdes na metilacdo do DNA, bem como na metilagdo e fosforilacdo das histonas durante o
desenvolvimento embrionario (Fortier et al., 2008; Yamasaki-Ishizaki et al., 2007). Qualquer
efeito negativo sobre as marcas epigenéticas que controlam os genes imprinted pode desregular
sua expressao génica, afetando muitas funcdes celulares. Estes efeitos negativos sdo muito bem
documentados em estudos com embrides clonados, onde uma reprogramagao correta das células
do doador ¢ essencial para o desenvolvimento embriondrio normal (Han et al., 2003; Sawai et al.,
2005).

Levando em consideracdo todas essas informagdes, pode-se supor que a maior expressao
de GRB-10 obtida em embrides SOV e PIV pode ser devido a mudangas epigenéticas que
controlam sua expressdo. Esses dados sdo corroborados por observacgdes relatadas por Pantoja e

colaboradores que, sob estresse celular, a expressdo de GRB-10 foi alterada em fibroblastos
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embrionarios de camundongos (Pantoja et al., 2005). Esses autores acreditam que condi¢des de
estresse durante a proliferagdo celular causam alteragdes epigenéticas permanentes.

Além da analise individual da expressdo génica, a expressdo dos genes agrupados pelas
suas caracteristicas funcionais foi também analisada nesse estudo e interpretou-se que o
comportamento das vias bioquimicas ¢ mais relevante que a expressdo individual dos genes
durante o desenvolvimento embriondrio. Foi observado um comportamento similar na expressao
do IGF-II, IGF-IIR e GRB-10 para os embrides de SOV e PIV (correlacdo positiva) que foi
diferente do comportamento encontrado nos embrides de OVN (correlagdo negativa). ( Figura 2).

Quando os genes associados com estresse oxidativo (MnSOD, GPX-4 ¢ CATALASE)
foram analisados individualmente, nenhuma diferengca na sua expressdo gé€nica foi observada
entre as diferentes fontes de embrido. Esses resultados estdo em desacordo com outros estudos
que mostram que a expressdo de genes relacionados ao estresse oxidativo alteram sob diferentes
sistemas de cultivo de embrides (Corréa et al., 2008) ou com diferentes estagios de
desenvolvimento embrionério (Lequarré et al., 2001). Entretanto, quando a soma da quantidade
relativa de mRNA foi analisada, os embrides de PIV apresentaram uma tendéncia (P = 0,10) a ter
uma maior expressdo desses trés genes do que os embrides de OVN (Figure 3). E relatado que a
cultura in vitro produz um meio ambiente favoravel a produgdo de radicais livres (Corréa et al.,
2008) e isso poderia provocar uma resposta do embrido, aumentando a expressdao de genes anti-
oxidantes.

Em rela¢do ao genes BAX e INTERFERON-t, nenhuma diferenga em suas expressoes
foi detectada, nem mesmo quando seus comportamentos foram analisados em conjunto ou
individualmente. Estes resultados diferem dos dados obtidos em outros estudos que relatam

diferencas em suas expressoes entre embrides de SOV e de PIV (Yang & Rajamahendran, 2002;
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Rizos et al., 2003). No entanto, ¢ importante ressaltar que o uso do BAX para predizer qualidade
e apoptose em embrides ¢ controversa, contrastando com resultados relatados (Vandaele et al.,
2008). Os resultados contrastantes entre os estudos podem ser explicados pelas diferentes fontes
de produgdo de embrides e diferentes sistemas usados em cada pesquisa. Avaliou-se também a
expressao génica global de cada grupo de embrides usando a soma de todos os genes estudados.
Foi demonstrado que a expressdo geral de mRNA foi reduzida nos embrides de OVN
comparados com os de PIV (P = 0,04) e de SOV (P = 0,06), Figura 4. Esse resultado pode ser
sustentado pela quiet embryo hypothesis (Leese et al., 2002; Baumann et al., 2007). Essa
hipotese propde que a viabilidade do embrido estd associada a um fenétipo de metabolismo
calmo, no qual os melhores embrides, no caso, in vivo, tém um menor volume de renovagao de
aminoacidos do que os embrides PIV. Esses autores defendem a hipdtese de que o embrido
“’quiet’’ gastaria menos energia para fazer a reparagdo do DNA e RNA, e portanto, otimizar a
utilizagdo dos nutrientes. Acredita-se que qualquer estimulo que induza uma resposta celular
pode aumentar a taxa global de transcricdo e ndo necessariamente s6 para genes especificos.
Assim, pode-se especular que os embrides porduzidos por SOV e PIV, diferentemente dos de
OVN provém de um estresse e/ou de condigdes ndo otimizadas que os for¢a a aumentar o nivel
de transcricdo para se protegerem de um ambiente agressivo. Esse resultado, juntamente com
todos os outros anteriormente apresentados nesse trabalho, reforcam a evidéncia de que os
embrides de OVN sdo distintos, pelo menos bioquimicamente, dos embrides de SOV e PIV.

Esse trabalho demonstrou, pela primeira vez em bovinos, as diferencas em termos de
expressdo génica, entre embrides produzidos apés OVN, sem qualquer manipula¢do hormonal, e
embrides produzidos in vitro e por SOV. Em humanos e camundongos, varios efeitos

indesejaveis das ARTs ja forma relatados, sugerindo que a superestimulacdo hormonal pode

64



levar a produc¢do de ovdcitos com imprinting incorreto e evidenciar a necessidade de mais

estudos com as ARTs (Sato et al., 2007).
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5. CONCLUSAO

Embrides produzidos por superovulacdo sdao diferentes dos produzidos por ovulagdo
natural e podem ndo sdo adequados para serem utilizados como controles em estudos de perfil de
expressao génica. No entanto, nos casos em que embrides de superovulagao forem utilizados
como controles experimentais, os dados devem ser analisados com cautela. Os resultados aqui
apresentados podem ser uma fonte de informagao util para os estudos de ARTs em humanos,
mostrando a sua preocupacao com o0s possiveis efeitos colaterais dos tratamentos hormonais ou

das manipula¢des de embrides in vitro.
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