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EXPRESSÃO DE GENES CANDIDATOS ASSOCIADOS AO DESENVOLVIMENTO 

EMBRIONÁRIO BOVINO EM DIFERENTES TIPOS DE PRODUÇÃO DE EMBRIÕES 

 

RESUMO GERAL 

Embriões produzidos por hiperestimulação hormonal são usados como controle in vivo na 

maioria das publicações relacionadas à expressão gênica. Entretanto, ainda não se sabe se esses 

embriões são os controles mais apropriados a serem utilizados em estudos de perfil da expressão 

gênica. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi comparar a expressão dos genes 

candidatos relacionados ao desenvolvimento embrionário bovino: GRB-10, IGF-II, IGF-IIR, 

MnSOD, GPX-4, CATALASE, BAX, e INTERFERON-τ, entre embriões produzidos in vivo 

através de superovulação (SOV), através de Produção in vitro (PIV) e in vivo produzidos por 

ovulação natural, sem nenhuma estimulação hormonal (OVN). A comparação foi realizada 

através da técnica de RT-PCR usando β-ACTIN e GAPDH como os controles constitutivos. 

Quando a expressão individual dos genes foi analisada, GRB-10 foi menos expresso em 

embriões OVN do que em SOV (P = 0,04) e PIV (P = 0,01), no entanto, nenhuma diferença foi 

encontrada entre os outros genes. Genes relacionados à resposta ao estresse foram agrupados e 

comparados entre os diferentes tipos de embriões. A soma da expressão dos genes MnSOD, 

GPX-4, CATALASE tende (P = 0,10) a ser maior em embriões PIV do que em OVN. A 

expressão de todos os genes estudados foi também somadas para cada tratamento, e a expressão 

gênica geral foi menor em embriões OVN quando comparados com embriões de SOV(P = 0,06) 

ou de PIV(P = 0,04). Nenhuma diferença foi observada entre os embriões SOV e PIV(P = 0,70). 

Finalmente, os genes foram agrupados de acordo com suas funções, relacionadas ao 

desenvolvimento embrionário (GRB-10, IGF-II e IGF-IIR), a resposta ao estresse (MnSOD, 
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GPX-4 e CATALASE) e a qualidade embrionária (BAX, INTERFERON-τ). A análise de 

correlação foi realizada e mostrou um comportamento distinto nos embriões 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 embriões de 

SOV e de PIV (r = 0.9890). Concluímos que a estimulação hormonal ovariana afeta os embriões 

através da alteração de sua expressão gênica. Portanto, se os embriões de SOV tiverem que ser 

usados como contrôle em estudos de expressão gênica, os dados deverão ser analisados com 

cautela.    

 

Palavras-chave: Embriões, Bovino, Expressão Gênica 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-τ 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 β-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, INTERFERONτ). 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 

 

 

 



1. INTRODUÇÃO 

 

O crescimento da pecuária, o aumento dos índices reprodutivos e produtivos, bem como a 

maior disseminação de material genético superior nos rebanhos têm sido alvo de muitos estudos 

e investimentos, o que tem permitido um grande avanço e desenvolvimento de diversas 

biotécnologias ligadas à reprodução animal. Essas biotecnologias têm sido desenvolvidas com o 

objetivo de otimizar a produção animal, auxiliando na identificação, seleção e multiplicação de 

animais geneticamente superiores. 

Apesar de muitos avanços, ainda existem vários fatores que afetam a eficiência dessas 

biotécnicas de reprodução. Dentre eles, pode-se citar a manipulação de ovócitos e embriões e as 

condições ambientais in vitro, principalmente a composição dos meios de cultivo e maturação 

(Fairburn et. al, 2002; Khosla, et. al, 2001). Esses fatores podem ser os responsáveis pelas 

diferenças nas taxas de eficiência quando se compara a transferência de embriões (TE), produção 

in vitro de embriões (PIV) e a clonagem por transferência nuclear. Dentre várias causas 

possíveis, pode-se considerar como muito importantes as alterações nos padrões de metilação no  

DNA e conseqüentes alterações na expressão de genes imprinted, tanto em células quanto 

em  embriões. 

A metilação no DNA é um importante fator epigenético e está envolvida no processo de 

controle da expressão gênica, regulando a expressão dos genes imprinted (Reik et al., 2001 e  Li, 

2002). Os estudos de expressão gênica de genes imprinted podem contribuir para a melhoria da 

eficiência da transferência de embrião, produção in vitro de embriões e clonagem. O cultivo in 

vitro, assim como a estimulação hormonal produzida na superovulação podem alterar o padrão 

de metilação do DNA, modificando portanto, a expressão gênica (Khosla et al., 2001). 
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Além disso, dentre os vários fatores que afetam a eficiência das técnicas de produção in 

vitro, o estresse oxidativo causado pela produção de radicais livres durante o cultivo tem 

recebido especial atenção nos últimos anos. As conseqüências desses danos oxidativos podem 

ser evidenciadas no desenvolvimento retardado dos embriões, nas disfunções metabólicas e até 

mesmo no aumento e aceleração da apoptose (Guérin et al., 2001). 

Assim, estudos de expressão gênica são ferramentas que vieram com um enorme 

potencial para auxiliar os métodos tradicionais de avaliação de eficiência de produção de 

embriões.  

Os genes que serão avaliados neste experimento são: genes imprinted, relacionados ao 

desenvolvimento embrionário (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 embrionária (INF-τ). Todos estes são potenciais candidatos a marcadores moleculares, 

baseado em suas funções fisiológicas, e respectivamente, relacionados ao desenvolvimento 

embrionário (Wilkins e Haig, 2003), resposta do embrião às agressões do meio e qualidade 

embrionária (Rizos et al.; 2003 e Rizos et al.; 2004), com a finalidade de se tornarem mais uma 

alternativa para avaliar a qualidade do embrião e conseqüentemente, aumentar a produção 

desses. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRAFICA 

  

O padrão de expressão gênica, durante o desenvolvimento embrionário, tem fundamental 

importância para o metabolismo em diferentes etapas, como as clivagens iniciais, a ativação 

genômica que ocorre no estágio entre 8-16 células em bovinos, a compactação da mórula e a 

diferenciação celular e/ou formação do blastocisto. Alterações no padrão de expressão gênica 

podem afetar a viabilidade de embriões (Bertoline et al., 2002). 

Apesar de grandes progressos na produção de embriões in vitro, esses embriões ainda 

diferem dos produzidos in vivo na morfologia, metabolismo (Khurana and Niemann, 2000) e 

expressão gênica (Niemann & Wrenzycki, 2000).   

Diferenças na expressão de genes e consequentemente na qualidade embrionária podem 

ocorrer quando se compara os diferentes tipos de produção de embriões, como por exemplo o 

sistema in vivo com o cultivo in vitro. Quando se compara diferentes sistemas de cultivo in vitro, 

também são observadas alterações, uma vez que, embriões no estágio de pré-implantação são 

capazes de se desenvolverem em condições inadequadas de cultivo, modificando o perfil de 

genes importantes para o desenvolvimento (Lonergan et al., 2006).  

Natale et. al, 2001 citam a importância de se estudar a expressão gênica em embriões 

para se monitorar a qualidade dos meios de cultivo. Herman et. al, 1996 mostram a importância 

do entendimento dos mecanismos de metilação no DNA, os quais estão diretamente ligados aos 

mecanismos de imprinting genômico (Li, 2002), que podem ter seus padrões alterados quando 

indivíduos são clonados, com isso alterando a expressão gênica e conseqüentemente a eficiência 

da técnica. 
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Quando embriões bovinos são expostos à condições de cultivo adversas, eles suportam 

um enorme grau de flexibilidade para se adaptarem ao meio ou para ajustar seus programas de 

desenvolvimento às condições subótimas de cultivo, no entanto, quando a capacidade de 

compensação é sobrecarregada, o desenvolvimento é comprometido e pode resultar em 

anormalidades (Niemann & Wrenzychi, 2000). 

Segundo Baumann et al., 2007, a qualidade de um embrião produzido in vivo é 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 embrião in vitro tem uma capacidade reduzida de 

sobreviver a criopreservação e possuem uma menor taxa de gestação do que os in vivo, após a 

transferência.  

Assim como o cultivo in vitro, a estimulação hormonal, utilizada na superovulação, pode 

alterar o padrão de metilação do DNA, alterando a expressão de certos genes (Khosla, 2001).  

Fortier et al., 2008 sugeriram que a superovulação ou seus efeitos subsequentes, 

comprometem a qualidade do ovócito (podendo ser devido a ovulação de ovócitos anormais, ou 

por forçar os ovócitos a um desenvolvimento rápido) e interfere negativamente na manutenção 

do imprinting (através da alteração do meio do oviduto e⁄ou do útero)  durante o 

desenvolvimento pré-implantacional e podem ter sérias implicações clínicas após o nascimento. 

 Rivera et al, 2008, constataram que a manipulação de embriões (transferência de 

embriões) causa a diminuição da expressão de muitos genes imprinted em tecidos 

extraembrionários durante o período pós-implantacional. 

Condições de maturação, fecundação e cultivo in vitro, assim como os processos de 

superovulação vêm sendo estudados, estimulando a procura de novos protocolos que 

aperfeiçoem as técnicas e reduzam o custo, na tentativa de buscar a produção de embriões que 
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mais se assemelhem, em competência e qualidade, ao embrião produzido naturalmente in vivo. 

Assin sendo, a biologia molecular, na tentativa de identificar marcadores moleculares e 

mecanismos envolvidos na expressão diferencial de genes surge como potencial ferramenta de 

monitoramento e avaliação de sistemas de produção de embriões.  

 

2.1 O imprinting genômico e a reprogramação epigenética durante o 

desenvolvimento embrionário inicial 

O imprinting genômico é considerado uma marca epigenética que controle a expressão de 

genes imprinted, cuja a expressão depende da origem parental dos mesmos. A epigenética 

consiste no estudo de alterações na função gênica que não estão relacionadas à sequência 

primária do DNA. Os genes imprinted estão envolvidos na interação mãe-prole, no crescimento e 

função placentária e conseqüentemente influenciam no desenvolvimento embrionário. (Isles & 

Holland, 2005).   

O imprinting é estabelecido durante a gametogênese de forma sexo-específica e 

transmitida para o zigoto. (Waterland & Michels, 2007). Diferencia-se da genética clássica 

mendeliana uma vez que regiões de cromossomos homólogos não apresentam equivalência 

funcional, onde somente um dos alelos, embora ambos estejam presentes, estará funcionalmente 

ativo enquanto o outro silenciado. 

 O mecanismo de silenciamento desses genes é conhecido por envolver uma série de 

modificações complexas, que incluem a marcação epigenética por metilação de DNA alelo-

específica em regiões do genoma ricas em dinucleotídeos CpG e/ou modificações nas histonas 

com acetilação e metilação. Essa marcação epigenética diferencial dos cromossomos parentais 
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resulta em uma leitura diferencial pela maquinária transcricional e como conseqüência, a 

expressão gênica é somente de um alelo parental (Isles & Holland, 2005). 

 O imprinting genômico é vital para um padrão de expressão gênica normal em um 

indivíduo, erros muitas vezes resultam em uma transcrição gênica inapropriada ou até mesmo a 

repressão da mesma (Swales & Spears, 2005). 

Diversas teorias foram propostas para explicar a ocorrência do imprinting genômico. 

Dentre elas, a mais aceita é a chamada teoria do conflito, também conhecida por “batalha dos 

sexos”. Essa teoria baseia-se no interesse tanto do macho quanto da fêmea em obter o número 

máximo de proles viáveis com a finalidade de manter seus genes na população. Como a 

reprodução poligâmica é comum em mamíferos, o macho tem o interesse de assegurar o 

crescimento de sua prole, e assim recruta o máximo de recursos possíveis da fêmea visando 

beneficiar a progênie, para que a mesma seja maior e mais forte, aumentando as chances de 

sobrevivência no meio, mesmo que isso ocorra em detrimento da fêmea pela utilização de mais 

nutrientes maternos. Em contrapartida, a fêmea deve limitar o crescimento embrionário e fetal 

para que a mesma esteja apta a reproduzir-se novamente, com outro macho. As fêmeas que 

conseguem restringir o crescimento fetal e produzir maior número de proles com a limitação de 

recursos conseguem, a longo prazo, ter mais êxito em suas vidas reprodutivas (Hunter, 2007).  

O DNA genômico passa por mudanças significativas de metilação do DNA durante a 

embriogênese. Essas mudanças são estágio de desenvolvimento e sexo dependentes, sendo 

importantes para o estabelecimento e controle dos genes imprinted. 

Durante a gametogênese, os genomas paterno e materno encontram-se separados. É nesse 

período que os eventos de marcação dos imprints ocorrem, ou seja, os alelos imprinted são 

diferencialmente marcados para permitir sua expressão sexo-específica. Antes do 
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estabelecimento dessas marcações sexo-específicas, os imprints são apagados, ocorre uma ampla 

demetilação de todo genoma no início do desenvolvimento das linhagens primordiais 

germinativas.  O momento de aquisição dos imprints genômicos é significativamente diferente 

entre as duas linhagens germinativas (Lee et al., 2002).   

Os padrões de estabelecimento das metilações nos genes imprinted dos espermatozóides e 

dos ovócitos depende da atividade das enzimas DNA metiltransferases (Dnmt). A correta 

regulação das atividades Dnmts, no estabelecimento do status alelo específico de expressão nos 

alelos parentais é muito importante para que não haja prejuízo do potencial de desenvolvimento 

embrionário e fetal (Waterland & Michels, 2007). 

Durante a embriogênese, ocorre uma alteração no padrão de metilação. Todas as diferenças 

alélicas são perdidas quando células germinativas primordiais desenvolvem-se no embrião. 

Independentemente do sexo, os padrões de metilação prévios são apagados e os genes ficam 

tipicamente desmetilados. Depois, um padrão de metilação específico para cada sexo é imposto. A 

extensão da metilação está sob controle de uma seqüência específica de DNA chamada Centro de 

Imprinting. O efeito do Centro de Imprinting em regular a estrutura e a metilação da cromatina se 

estende por centenas de quilobases de DNA adjacentes. Tendo em mente que tudo isso é um processo 

normal, o imprinting genômico é passível de erros. Os erros mais comuns são uma mutação em um 

gene que sofre imprinting, se a mutação for no alelo silenciado, nenhum efeito pode ser obviamente 

esperado, mas se ocorrer no alelo ativo, haverá ausência de produção de uma determinada proteína; 

pode ser no Centro de Imprinting, no qual acometerá um número maior de genes devido à sua 

abrangência maior; ou, ainda, pode ser por dissomia uniparental (Lee et al., 2002). 

Dentre os diversos genes imprinted já descritos, os genes IGF-II, IGF-IIR e o GRB-10, 

têm sido muito estudados devido à importância dos mesmos durante o desenvolvimento 

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

O gene imprinted IGF-II (fator de crescimento semelhante à insulina tipo 2) possui 

imprint materno e é expresso pelo alelo paterno (Goodall & Schmutz, 2003). É considerado um 

potente mitógeno que desempenha importante função na diferenciação celular,  desenvolvimento 

do cérebro, no crescimento fetal e desenvolvimento da placenta (Reik et al., 2001). 

É um gene altamente conservado, e atua ligando-se ao receptor de IGF-I e ao receptor de 

insulina tipo A (Murphy & Jirtle, 2003), atuando em uma regulação autócrina⁄parácrina dose 

dependente. Essas ligações 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 difusão e trocas de nutrientes com o feto, a disponibilidade de glicogênio e o 

transporte de aminoácidos. 

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 protína 

Igf-IIr  não está envolvida na transdução de sinais, mas atua sequestrando o excesso de IGF-II, 

evitando sua ligação 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 degradação (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 equilíbrio entre a 

expressão e disponibilidade de proteínas para esses dois genes imprinted é que regula o 

desenvolvimento embrionário 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 família de 

proteínas adaptadoras que está envolvido em ligações à receptores tirosina quinase como à 

regulação de sinais do receptor de insulina e o receptor de IGF-I. Assim, está envolvido em 

vários processos celulares incluindo a regulação do crescimento celular e metabolismo, apoptose 

e migração celular (Dufresne, 2005). 

Em camundongos, foi identificado como gene imprinted. É expresso maternalmente na 

maioria dos tecidos e parece estar expresso em todos os estágios embrionários (2, 4, 8 e 16-32 

células, mórula, blastocisto D7 e blastocisto expandido D8) além de ovócitos 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 função do GRB-10 resultou em super-crescimento 

fetal e placentário. Além disso, foi observado que o GRB-10 além de inibir a atividade quinase 

do receptor de insulina por ligação direta a ele, também regula negativamente a sinalização da 

insulina mediando a estimulação da degradação do receptor de insulina (Ramos et al., 2006). 

 

 2.4 Estresse Oxidativo e genes relacionados 

A possibilidade da produção de radicais livres nos sistemas in vitro pode atingir níveis 

que comprometam a qualidade do embrião, conseqüentemente afetando a eficiência das técnicas 

de produção. Sendo assim, a avaliação de genes marcadores envolvidos nos mecanismos de 

degradação desses radicais produzidos poderá oferecer mais um parâmetro para melhor avaliação 

desses sistemas. 

O estresse oxidativo é o desequilíbrio entre fatores oxidantes e antioxidantes, a favor dos 

oxidantes, decorrente da presença de radicais livres, prejudicando a integridade celular. Esses 
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radicais possuem espécies reativas de oxigênio (ROS) em sua constituição, sendo estas formadas 

a partir das reações de redução de oxigênio (O2). As principais ROS encontram-se nos radicais: 

superóxido (O2
-), hidroxil (OH) e o peróxido de hidrogênio (H2O2), que correspondem à redução 

de um, três e dois elétrons, respectivamente (Guérin et al., 2001). 

A produção de radicais livres faz parte da fisiologia da célula, porém em excesso podem 

causar danos às mesmas, levando ao estresse oxidativo. As conseqüências desses danos 

oxidativos podem ser evidenciadas no desenvolvimento retardado dos embriões, nas disfunções 

metabólicas e até mesmo no aumento e aceleração da apoptose (Guérin et al., 2001). 

Existe um sistema de reparo ao estresse oxidativo que entra em ação para evitar que 

ocorram danos às células. Consiste no sistema de defesa da célula, chamada de defesa 

antioxidante, que é definida como qualquer substância que, quando presente em baixas 

concentrações em relação ao substrato oxidável, retarda ou inibe a oxidação desse. Os 

antioxidantes podem ser divididos em não enzimáticos e enzimáticos. Dentre os enzimáticos, 

destacam-se: superóxido dismutase/MnSOD, Catalase, Glutationa Peroxidase/GPX-4. 

As enzimas antioxidantes manganês superóxido desmutase (MnSOD), Catalase e 

glutationa peroxidase (GPX-4) protegem embriões contra danos oxidativos, ou seja, fazem a 

eliminação de espécies oxigênio reativas que são produzidas durante o estresse oxidativo (Guérin 

et al., 2001). 

O MnSOD atua transformando duas moléculas de ânion superóxido em água e peróxido 

de hidrogênio, é uma enzima antioxidante que tem função principalmente de proteger os 

componentes mitocondriais do superóxido liberado normalmente como produto da respiração. 

Assim, o MnSOD é considerado a defesa primária das células contra danos causados por radicais 

livres. 
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A Catalase é uma enzima intracelular encontrada na maioria dos organismos que 

decompõem o peróxido de hidrogênio. O peróxido de hidrogênio é um produto decorrente do 

metabolismo celular em organismos expostos ao oxigênio atmosférico e está relacionado a 

diversas patologias ligadas ao estresse oxidativo. Sendo tóxico para as células, o peróxido de 

hidrogênio tem de ser rapidamente convertido numa espécie química que seja inócua e a catalase 

é quem realiza a desintoxicação do organismo por essa substância. 

O GPX-4 é responsável por catalisar a redução do peróxido de hidrogênio, 

hidroperóxidos orgânicos e peróxidos lipídicos através da redução da glutationa e de funções de 

proteção celular contra danos oxidativos. 

Dessa forma, esses genes estão relacionados com a capacidade de resposta dos embriões 

ao meio e conseqüentemente com a produção e qualidade desses embriões frente à condições 

adversas. 

 

2.5 Apoptose e o gene BAX 

Apoptose é um processo conhecido como morte celular programada que requer energia e 

síntese protéica para a sua execução e faz parte da homeostase dos tecidos, exercendo um papel 

oposto ao da mitose. É um processo observado no desenvolvimento embrionário, na 

organogênese, na renovação de células epiteliais e hematopoiéticas, na involução de alguns 

orgãos e na regressão de neoplasias (Coelho, 1997). É controlado por mecanismos moleculares e 

pode ser induzido por uma variedade de estímulos externos e internos. 

Um embrião saudável procura manter um equilíbrio apropriado de fatores pró e anti-

apoptóticos. Esse equilíbrio é essencial para a sobrevivência embrionária, principalmente durante 

a ativação do genoma, pois a incapacidade de manter esse equilíbrio leva a ativação 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 embrionário inicial, a habilidade do embrião em responder a 

diferentes fatores de estresse pode ser controlado pela indução do programa de morte celular ou 

programa de proteção celular incluindo genes induzidos por estresse (Badr et al., 2007). 

Segundo o mesmo autor, a apoptose pode seletivamente eliminar os blastômeros 

anormais, em diferentes estágios do desenvolvimento, sem afetar as células embrionárias 

remanescentes, ordenadas a ajustar a normalidade dos embriões submetidos a condições 

subótimas do meio.  

 A apoptose promove a eliminação de células com núcleo anormal e com anomalias 

cromossômicas, como 2 núcleos, nenhum núcleo (Hardy, 1999) ou células poliplóides, 

particularmente, em embriões provenientes de PIV. 

 Através da apoptose, embriões podem eliminar uma parte da massa celular interna do 

blastocisto, que ainda tenha potencial para formar trofectoderma, reduzindo o risco de uma 

expressão ectópica inapropriada do trofectodema, durante a diferenciação das células 

germinativas (Badr et al., 2007). 

Dentre as possíveis causas de apoptose em embriões durante a fase de preimplantação 

estão as condições artificiais subótimas (MIV, FIV e CIV) que podem influenciar a ocorrência de 

anormalidades cromossômicas como poliploidias, juntamente com o estresse celular ou a falta do 

balanço nutricional durante a PIV (Badr et al, 2007). 

A ativação inadequada do genoma embrionário durante o CIV também pode influenciar 

no processo da apoptose. Esse processo é geneticamente governado por uma cascata de genes 
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específicos envolvidos na regulação da sobrevivência do embrião no estágio de preimplantação e 

é dependente de uma série de proteínas pró-apoptóticas e anti-apoptóticas (Badr et al., 2007). 

Dentre os genes envolvidos nessa cascata e de grande importância na avaliação de 

qualidade durante o desenvolvimento embrionário, está o gene BAX. O BAX é o primeiro 

membro pró-apoptótico, que quando está super expresso, a via celular de apoptose se 

desencadeia (Yang & Rajamalendran, 2002), sendo portanto, utilizado em muitos estudos que 

avaliam a qualidade embrionária e comparam diferentes fontes de produção de embriões. 

 Existe uma correspondência entre o nível de transcritos relacionados a apoptose e a 

qualidade de embriões produzidos in vitro (Badr et al., 2007). 

Lonergan et al., 2003 constataram que embriões de PIV apresentam transcritos 

apoptóticos a partir de estágio de 8 células, enquanto os embriões in vivo apresentam a partir de 

16 células. Rizos et al. 2003, concluiram que a expressão aumentada de BAX reflete a menor 

qualidade de embriões cultivados sob condições subótimas. 

 A expressão do gene BAX foi significativamente maior em ovócitos de baixa qualidade, 

ovócitos desnudos e embriões fragmentados, enquanto o anti-apoptótico BCL-2 teve uma 

expressão gênica maior em ovócitos e embriões de boa qualidade, sugerindo a interação e a razão 

do BAX e BCL-2 como a responsável pela susceptibilidade à processos apoptóticos e pela 

tendência da sobrevivência ou morte e consequentemente uma competência desenvolvimental 

diferente (Yang & Rajamahendran, 2002). O BCL-2 é considerado um anti-apoptótico, que 

previne a apoptose, mantendo a sobrevivência da célula através da liberação do citocromo c da 

mitocondria, através da alteração da proliferação (Badr et al., 2007). 

Entretanto, Vandaele et al, 2008, não observaram diferenças na expressão do mRNA de 

BAX, BCL-2, Caspase -3 e Caspase-7 em embriões tratados com um reagente indutor de 
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apoptose, em comparação com embriões não tratados, ambos produzidos in vitro, concluindo que 

a expressao do mRNA do BAX, BCL-2, Caspase -3 e Caspase-7 não podem ser usados como 

método confiável de detecção de apoptose em embriões individuais. Segundo o mesmo autor, 

esses achados podem ter sido parcialmente causados pelos níveis muito baixos (próximos do 

limite de detecção) e pela ampla variação dentro dos grupos. 

 

2.6 Reconhecimento da gestação, viabilidade e competência embrionária e o gene 

INF-τ 

Entende-se por placentação a forma como as membranas associadas ao embrião ou feto 

se desenvolvem e se ligam ao endométrio, e associada à placentação desenvolve-se a 

implantação embrionária, processos determinantes no estabelecimento da comunicação materno-

embrionária em cada espécie (Marques et al., 2007). 

 A implantação do embrião é um processo gradual que se inicia próximo ao seu local de 

contato com o útero e estende-se perifericamente (Hafez & Hafez, 2004). É um processo 

requerido para sustentar a nutrição e a proteção do concepto durante a gestação. 

 A manutenção precoce da gestação depende da sincronia entre a produção de mensagens 

bioquímicas que é estabelecida entre o concepto e o tecido endometrial. E é justamente esse 

“diálogo” bioquímico, no qual o concepto sinaliza a unidade materna sua presença prolongando a 

vida do corpo lúteo que proporciona o reconhecimento materno da gestação e a mantem 

(Marques et al., 2007). 

 Existem proteínas específicas, secretadas pelo trofoblasto embrionário, que são 

mediadoras desse reconhecimento. Esse grupo de polipeptídeos era chamado inicialmente de 

complexo de proteínas trofobláticas bovino (complexo bTP-1), e era sintetizado pelo tecido do 
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concepto. Hoje já se sabe que o complexo bTP-1 tem como o principal representante o 

Interferon-tau (INTERFERON-τ) (Gonçalves, 2008). 

 No início da gestação os embriões devem inibir o mecanismo de luteólise para manter a 

secreção de progesterona necessária à manutenção da prenhez. O sucesso do reconhecimento da 

gestação depende da presença, em quantidade suficiente, de INTERFERON-τ produzido pelo 

embrião, o que irá inibir a produção de prostaglandina (PGF2α) pelo endométrio e manterá os 

níveis de progesterona. O INTERFERON-τ causa o reconhecimento da prenhez após a 

fecundação, mas o mecanismo pelo qual ele inibe a PGF2α e mantém os níveis de progesterona 

ainda não foi totalmente esclarecido (Roberts, 2008). 

Neira et al. (2007) observaram que embriões de qualidade excelente ou boa tiveram 

maior produção de IFN-τ comparados aos embriões de pior qualidade, mostrando que a produção 

do IFN-τ pode ser um indicador de qualidade embrionária 

 O reconhecimento da gestação é considerado um dos maiores desafios biológicos para a 

obtenção de índices reprodutivos satisfatórios em bovinos. Dessa forma, o INTERFERON-τ, tem 

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

2004). 
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3. OBJETIVOS 

 

 Verificar diferenças na expressão gênica dos genes associados com o desenvolvimento 

embrionário bovino (IGF-II, IGF-IIR, GRB-10), estresse oxidativo (CATALASE, MnSOD, 

GPX-4), apoptose (BAX) e qualidade embrionária (INTERFERON-τ) e compará-las em 

embriões produzidos em 3 diferentes sistemas: produzidos in vivo (OVN) através de ovulação 

natural (sem nenhum estímulo hormonal), in vitro (PIV) e embriões produzidos por 

superovulação (SOV). 
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4. HIPÓTESE 

 

Há diferenças na expressão de genes relacionados ao desenvolvimento embrionário 

bovino, entre embriões produzidos in vivo por ovulação natural (OVN), sem estímulos exógenos, 

por superovulação (SOV) e por produção in vitro (PIV). 
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EMBRIÃO PRODUZIDO POR HIPERESTIMULAÇÃO HORMONAL É UM 

CONTROLE ADEQUADO PARA O ESTUDO DE PERFIL DE EXPRESSÃO GÊNICA 

EM EMBRIÕES PIV? 

 

RESUMO 

Embriões produzidos por hiperestimulação hormonal são usados como controle in vivo na 

maioria das publicações relacionadas à expressão gênica. Entretanto, ainda não se sabe se esses 

embriões são os controles mais apropriados a serem utilizados em estudos de perfil da expressão 

gênica. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi comparar a expressão dos genes 

candidatos relacionados ao desenvolvimento embrionário bovino: GRB-10, IGF-II, IGF-IIR, 

MnSOD, GPX-4, CATALASE, BAX, e INTERFERON-τ, entre embriões produzidos in vivo 

através de superovulação (SOV), através de Produção in vitro (PIV) e in vivo produzidos por 

ovulação natural, sem nenhuma estimulação hormonal (OVN). A comparação foi realizada 

através da técnica de RT-PCR usando β-ACTIN e GAPDH como os controles constitutivos. 

Quando a expressão individual dos genes foi analisada, GRB-10 foi menos expresso em 

embriões OVN do que em SOV (P = 0.04) e PIV (P = 0.01), no entanto, nenhuma diferença foi 

encontrada entre os outros genes. Genes relacionados à resposta ao estresse foram agrupados e 

comparados entre os diferentes tipos de embriões. A soma da expressão dos genes MnSOD, 

GPX-4, CATALASE tende (P = 0.10) a ser maior em embriões PIV do que em OVN. A 

expressão de todos os genes estudados foi também somadas para cada tratamento, e a expressão 

gênica geral foi menor em embriões OVN quando comparados com embriões de SOV(P = 0.06) 

ou de PIV(P = 0.04). Nenhuma diferença foi observada entre os embriões SOV e PIV(P = 0.70). 

Finalmente, os genes foram agrupados de acordo com suas funções, relacionadas ao 
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desenvolvimento embrionário (GRB-10, IGF-II e IGF-IIR), a resposta ao estresse (MnSOD, 

GPX-4 e CATALASE) e a qualidade embrionária (Bax, INTERFERON-τ). A análise de 

correlação foi realizada e mostrou um comportamento distinto nos embriões 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 embriões de 

SOV e de PIV (r = 0,9890). Concluímos que a estimulação hormonal ovariana afeta os embriões 

através da alteração de sua expressão gênica. Portanto, se os embriões de SOV tiverem que ser 

usados como contrôle em estudos de expressão gênica, os dados deverão ser analisados com 

cautela.    

 

Palavras-chave: Embriões, Bovino, Expressão Gênica 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-τ 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 β-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, INTτ). 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. INTRODUÇÃO 

 

 O desenvolvimento de várias tecnologias de reprodução assistida (ARTs) como: 

inseminação artificial (IA), superovulação (SOV), transferência de embriões (TE) e produção in 

vitro de embriões (PIV) têm contribuído para programas de melhoramento animal e 

disseminação de raças em risco de extinção. Estas tecnologias permitem, de forma mais rápida, a 

introgressão de alelos desejáveis nas populações animais, aumentando o melhoramento genético 

em um curto período de tempo (Meuwissen, 1998). Além disso, a clonagem animal e a 

transgênese podem contribuir enormemente, em um futuro próximo, para a indústria 

farmacêutica entre muitas outras aplicações (Melo et al., 2007). 

 Embora, na última década, tenha sido alcançado um progresso substancial nas ARTs, a 

eficiência global de algumas dessas técnicas estão ainda abaixo do nível esperado. Muitos fatores 

podem afetar a eficiência das ARTs, tanto em humanos quanto em animais. Na TE, por exemplo, 

a variabilidade na resposta a hiperestimulação hormonal, o estado nutricional, bem como o 

sincronismo entre o desenvolvimento do embrião transferido e a fêmea receptora são 

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 relação à PIV, o cultivo in vitro de ovócitos e embriões, a composição dos meios, 

bem como as condições 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 ovócito realizar uma correta reprogramação nuclear é fundamental 

para o seu sucesso (Smith et al., 2005; Sasaki & Matsui, 2008).  
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 Atualmente, os parâmetros utilizados para avaliar a eficiência da PIV são: taxa de 

clivagem, taxa de blastocistos e o aspecto morfológico dos embriões no momento da 

transferência. Embora esses parâmetros forneçam uma indicação da qualidade do embrião, eles 

não refletem a sua total normalidade, uma vez que a taxa de gestação desses embriões raramente 

excede 50%. Assim, existe uma necessidade de estabelecer outras estratégias para analisar mais 

objetivamente o potencial de desenvolvimento dos embriões PIV. Neste sentido, a avaliação dos 

parâmetros moleculares têm se tornado fundamental para compreender os processos bioquímicos 

envolvidos no desenvolvimento de embriões saudáveis. Esses parâmetros serão críticos para o 

desenvolvimento de meios de cultura que possam atender as exigências do embrião e também 

melhorar os protocolos da PIV (Niemann & Wrenzycki, 2000). 

 A maioria das publicações atuais considera os embriões produzidos por hiperestimulação 

hormonal como os tradicionais contrôle in vivo, mas esses embriões podem diferir, 

substancialmente, dos embriões produzidos de forma natural e podem não ser um contrôle 

apropriado para estudos de perfil de expressão gênica. De fato, vários estudos têm relatado a 

influência da hiperestimulação hormonal na expressão de genes imprinted na placenta (Fortier et 

al., 2008) e na qualidade do embrião (Rossignol et al., 2006; Fauque et al., 2007; Sato et al., 

2007). Portanto, por muitas razões, a qualidade e o metabolismo do embrião produzido através 

de diferentes ARTs podem ser muito distintas. 

 O objetivo desse estudo foi comparar o perfil de expressão de alguns genes candidatos 

envolvidos com o desenvolvimento embrionário, estresse oxidativo e qualidade embrionária 

entre embriões produzidos in vivo por superovulação, produzidos através da fecundação in vitro 

e produzidos in vivo sem qualquer estímulo hormonal.   
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Animais 

  Quarenta e uma novilhas cíclicas, F1, 1⁄2 sangue Simental X 1⁄2 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 à 

água e suplementação mineral, no Centro Experimental Sucupira da Embrapa- Recursos 

Genéticos e Biotecnologia – Distrito Federal- Brasil. 

 Esses animais foram submetidos a 3 diferentes tratamentos: produção de embriões in vivo 

através da ovulação natural, sem nenhum estímulo hormonal (OVN), produção in vivo através da 

superovulação (SOV) e produção in vitro (PIV). A coleta do material a ser analisado, de todos os 

tratamentos, foi realizada no período de maio a dezembro de 2005. Para todos os tratamentos 

foram formados 3 pools de 15 embriões cada (6 mórulas e 9 blastocistos). Após a colheita, os 

embriões foram lavados duas vezes com PBS sem soro, transferidos para tubos estéreis 

devidamente identificados, contendo o reagente Trizol (100µl) e foram imediatamente 

congelados a -80°C.  

Ao final da colheita, os tubos contendo os embriões foram enviados ao laboratório de 

reprodução animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasília – DF, onde foram 

procedidas as extrações de RNA e análises de expressão gênica. Foram comparados entre os 

tratamentos a expressão dos genes: IGF-II, IGF-IIR, GRB-10, MnSOD, GPX-4, CATALASE, 

BAX e INTERFERON-τ. Os genes β-ACTIN e GAPDH foram usados como controles 

constitutivos. 
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2.2 Produção e coleta dos embriões 

Produção de embriões através da ovulação natural (OVN), sem estímulo hormonal exógeno 

 As novilhas foram observadas durante uma hora, duas vezes por dia, durante 12 horas de 

intervalo, com a finalidade de detectar o estro natural (não induzido). As novilhas, em que o 

estro foi detectado, foram acasaladas com um dos touros. Sete dias após a detecção do estro, 

embriões foram coletados através de lavagem uterina com D-PBS (Dulbecco's Phosphate 

Buffered Saline) e apenas os embriões classificados como grau I ou II, segundo a classificação 

da IETS (Manual of the IETS, 1998), foram selecionados. Após a colheita, as novilhas foram 

tratadas com 0.150mg IM de cloprostenol (Prolise, ARSA S.L.R., Argentina) para evitar a 

gestação em caso de falhas na recuperação do embrião. O estro induzido não foi usado para o 

acasalamento. No próximo estro espontâneo, as novilhas foram usadas novamente, num total de 

não mais de três vezes para cada novilha. 

 

Produção de embriões através de superovulação (SOV) 

 Os mesmos animais usados para produzir os embriões OVN foram hormonalmente 

estimulados (superovulados) de acordo com o seguinte protocolo:  

 Tabela 1: Protocolo utilizado para a superestimulação hormonal dos animais  

Dia Procedimento 

D0 Colocação de um implante intravaginal contendo progesterona (DIB, Syntex S.A., 

Argentina)  

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

D4 – D7 Superestimulação com 8 injeções de FSH (Pluset, 250 IU, Calier, Barcelona, 

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

D6.5 Remoção do implante intravaginal 

D8.5 e D9 Inseminação artificial 

D15 Colheita de embriões  

 

 As novilhas foram artificialmente inseminadas com um pool de sêmen congelado ⁄ 

descongelado dos mesmos touros utilizados para a produção dos embriões OVN.  A coleta e 

seleção dos embriões foram processadas como descrito anteriormente e as novilhas que foram 

superovuladas não foram usadas novamente no experimento, devido ao possível efeito residual 

do FSH. 

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

(2006).  

 

Produção de embriões in vitro (PIV) 

 As novilhas que não foram submetidas a superovulação e após o término do protocolo de 

OVN, foram submetidas à técnica de aspiração folicular transvaginal, na qual todos os folículos 

maiores que 3mm foram aspirados para a recuperação dos complexos cumulus ovócitos (CCOs). 

Quatro dias antes da aspiração folicular transvaginal todos os folículos maiores que 5mm foram 

ablacionados, por aspiração transvaginal, com a finalidade de sincronizar a emergência da onda 

folicular. Os CCOs que apresentavam citoplasma homogênio e com pelo menos três camadas de 

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

Um aparelho de ultrason (Aloka SSD – 500, Japão) equipado com um transdutor setorial 

de 5 MHz (Aloka USD994T-5, Japão) associado a um siatema com agulha longa foi utilizado 

para realizar a OPU. Previamente às aspirações foliculares, foi realizada uma anestesia epidural 

caudal com 3mL de lidocaína 2% (Pearson, Eurofarma, Brasil). Durante as sessões de 

aspirações, todos os folículos maiores que 3mm de diâmetro foram posicionados abaixo da linha 

de punção e aspirados com uma agulha de um cateter 16G (Jelco, Johnson & Johnson company, 

Belgium) conectado através do sistema de punção (Handle Cook) a um tubo de 50 mL (Falcon 

2074), onde o liquido folicular foi armazenado. O liquido folicular foi aspirado usando uma 

pressão negativa constante de 80mmHg, com uma taxa equivalente a 13ml/min, com o auxílio de 

uma  bomba de vácuo (Cook VMAR – 5100). Antes e depois da aspiração folicular, o sistema de 

agulha foi lavado com meio de punção com D-PBS, 1% de soro fetal bovino (Gibco) e 5 UI/mL 

de heparina (Liquemine, Roche, Brasil). 

Avaliação dos ovócitos e produção dos embriões in vitro: 

Os COCs depois de aspirados foram transportados para o laboratório e lavados com PBS, e 

filtrados através de um filtro de 75μm. O material retido foi transferido para uma placa de Petri e 

examinado com o auxílio de um estereomicroscópio (Zeiss – Stemi SV6, Germany) para 

procurar os CCOs. CCOs foram avaliados quanto a qualidade de acordo com a morfologia, 

segundo a classificação da IETS. Oócitos viáveis (graus I e II) foram selecionados para a PIV. 

Para a maturação, os ovócitos foram colocados, individualmente por vaca, em gotas de 200μl de 

meio de maturação (TCM-199 (Invitrogen, CA, USA) suplementado com LH, FSH, antibióticos 

e 10% FCS (Invitrogen, CA, USA)) cobertos com óleo mineral e incubados por 22-26 h à 39°C e 

5% de CO2. Os ovócitos maturados foram inseminados com sêmen congelado / descongelado dos 
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mesmos touros usados nos outros grupos experimentais, numa concentração total de 1x106 

espermatozóides/mL. Após 18 horas de co-incubação foram lavados e transferidos para o meio 

SOFaaci (Holm et al., 1999), suplementado com 2.77mM de myo-inositol e 5% de FCS. Os 

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

 

2.3 Extração de RNA 

A extração de RNA total dos 9 pools de embriões, no estágio de blastocisto D7, foram 

desenvolvidas a partir do método fenol-clorofórmio, utilizando-se o reagent Trizol (Invitrogen, 

CA, USA), seguindo os seguintes passos: os tubos contendo os embriões e o Trizol (100µl) 

foram agitados rapidamente e deixados a temperatura ambiente por 5 minutos. Foi adicionado 

glicogênio (25μg; Invitrogen, CA, USA) e Clorofórmio 20μl (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 50μl (Mallinckrodt). O RNA foi deixado preciptando por 16 horas no freezer 

-20°C, seguido por uma centrifugação a 13000 g por 7 minutos a 4°C. Os pellets de RNA foram 

lavados com 100μl de etanol 75% (Mallinckrodt), secos ao ar, e ressuspendidos em 8μl de água 

estéril. Possíveis contaminações com DNA genômico foram removidas pelo tratamento do RNA 

com 1 unidade de DNase (Promega), 1 μl de tampão da Dnase for 30 min - 37ºC. A Dnase foi 

inativada pela adição de 1μl de stop solution (Promega) por 10 min - 65ºC. Imediatamente 

depois, foi realizada a transcrição reversa. 
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2.4 Transcrição Reversa 

O RNA total de cada pool foi convertido em DNA complementar (cDNA) através da 

transcrição reversa (RT), utilizando-se primers 0,5μg oligo(dT) 20 (Invitrogen, CA, USA), 200 

μM de cada dNTP (Invitrogen, CA, USA), 1X tampão da RT, 2 μl DTT 0.1 M, 40 IU RNase 

inhibitor (Invitrogen, CA, USA), e 200 UI de SuperScript III (Invitrogen, CA, USA). A reação 

foi realizada a 42°C por 52 minutos, seguida por uma inativação a 70°C por 15 minutos. O 

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

 

2.5 PCR semi-quantitativo 

A amplificação dos genes (β-Actina, GAPDH, IGF-II, IGF-IIR, GRB-10, MnSOD, GPX-

4, CATALASE, BAX e INTERFERON-τ) foi realizada pela técnica de RT-PCR semi-

quantitativo. A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando o termociclador 

Mastercycler gradient-eppendorf.  As condições de amplificação empregadas na PCR foram: 2μl 

de cDNA (equivalente a 0.75 blastocisto), 2 UI de Taq DNA polymerase (Invitrogen CA, USA), 

0.5μM de cada primer específico, 200μM de cada dNTP, 2.0mM de MgCl2, 1X tampão da Taq, 

num volume final de 20μl. As sequências dos primers e tamanho dos produtos amplificados 

estão representados na tabela 2. O programa de PCR utilizado foi: 93°C por 5 minutos, seguido 

por 29 ciclos (GPX, Mn-SOD, INTERFERON-τ), 32 ciclos (β-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 incubação final foi realizada a 72°C por 5 minutos. A fase 

exponencial da PCR foi determinada pelas mesmas condições descritas acima, testando de 20–37 
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ciclos para cada gene (dados não fornecidos). Como controles endógenos, para a normalização 

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

 

2.6 Quantificação 

Após a amplificação, os produtos amplificados foram submetidos a uma eletroforese em 

gel de agarose 1,5%, corados com brometo de etídeo (10 mg/ml) e fotografados sob luz 

ultraviolet. Todos os produtos amplificados foram colocados no mesmo gel de agarose e a 

quantificação da expressão gênica foi realizada por densitometria usando o Software ImageJ 

Software versão 1.36b, National Institutes of Health, USA. A quantidade relativa de cada gene 

foi determinada pela razão: IODgene específico/IODmédia GAPDH/β-Actina, onde o IOD é a densidade 

óptica específica. 

 

2.7 Estatística 

Os dados obtidos da expressão gênica foram analisados pelo teste t (dados paramétricos) 

e pelo teste de Mann-Whitney (dados não-paramétricos) utilizando-se o Software Prophet (BBN 

Systems and Technologies). Três comparações foram realizadas entre as diferentes fontes de 

embriões. Inicialmente, a expressão quantitativa de cada gene foi analisada individualmente. Em 

seguida, a soma da expressão dos genes relacionados à resposta ao estresse foi usada para 

comparar os tratamentos experimentais. Por fim, uma expressão "global", representada pela 

somatória da expressão de todos os genes estudados, foi avaliada em todos os tratamentos. Os 

resultados foram expressos como média ± erro padrão. 

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

os genes foram agrupados de acordo com sua função em relação à: desenvolvimento embrionário 
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(GRB-10, IGF-II, IGF-IIR), resposta ao estresse (MnSOD, GPX4, CATALASE) e qualidade 

embrionária (BAX, INT-τ). Em seguida, uma análise de correlação foi realizada utilizando o 

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

avaliação da expressão gênica. 

Gene Sequência Produto 
amplificado (bp) 

IGF-II 
Sense     
Antisense   

 
5’-TCGTGCTGCTATGCTGCTTACC-3’ 
5-‘ACTGCTTCCAGGTGTCAGATTGG-3’ 

 
306bp 

IGF-IIR 
Sense 
Antisense 

 
5’-CGCCTACAGCGAGAAGGGGGTTAGTC-3’ 
5’-AGAAAAGCGTGCACGTGCGCTTGTC-3’ 

 
293bp 

GRB-10 
Sense 
Antisense 

 
5’-GAAGATGGGACAAGCAAAGT-3’ 
5’-CTGGCACCAAGTAACCATCTG-3’ 

 
290bp 

GPX-4 
Sense 
Antisense 

 
5’-CGCCGAGTGTGGTTTAC-3’ 
5’-AGGTCCTTCTCTATCACCAG-3’ 

 
315bp 

MnSOD 
Sense 
Antisense 

 
5’-CCCATGAAGCCTTTCTAATCCTG-3’ 
5’-TTCAGAGGCGCTACTATTTCCTCC-3’ 

 
307bp 

Catalase 
Sense 
Antisense 

 
5’-GTTCGCTTCTCCACTGTT-3’ 
5’-GGCCATAGTCAGGATCTT-3’ 

 
454bp 

BAX 
Sense 
Antisense 

 
5’-TGCAGAGGATGATCGCAGCTGTG-3’ 
5’-CCAATGTCCAGCCCATCATGGTC-3’ 

 
198bp 

INTERFERON-τ 
Sense 
Antisense 

 
5’-GCCCTGGTGCTGGTCAGCTA-3’ 
5’-CATCTTAGTCAGCGAGAGTC-3’ 

 
564bp 

β-ACTIN 
Sense 
Antisense 

 
5’-TATTGCTGCGCTCGTGGT-3’ 
5’-TCTTCTCACGGTTGGCCT-3’ 

 
344bp 

GAPDH 
Sense 
Antisense 

 
5’-CCCATCACCATCTTCCAGG-3’ 
5’-AGTGAGCTTCCCGTTCAGC-3’ 

 
471bp 
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3. RESULTADOS 
 
 
 Neste estudo, genes relacionados ao desenvolvimento embrionário (IGF-II, IGF-IIR e 

GRB-10), resposta ao estresse (MnSOD, GPX-4 e Catalase) e qualidade embrionária (BAX, 

INT-τ) foram analisados em embriões produzidos por diferentes ARTs. A média dos genes 

constitutivos β-Actina e GAPDH foi usada como controle endógeno para todas as normalizações 

do perfil relativo da expressão gênica. Quando a expressão gênica individual foi analisada, 

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

em embriões OVN que em SOV (P = 0,04) e em PIV (P = 0,01) (Figura 1). 

 

 

 

Figura 1. Quantidade relativa (média ± erro padrão) do gene GRB-10 em embriões produzidos 

por diferentes sistemas: ovulação natural (OVN), superovulação (SOV) e in vitro (PIV). Para 

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

 Além da análise de expressão gênica individual, os perfis de IGF-II, IGF-IIR e GRB-10 

foram analisados em conjunto, uma vez que participam da mesma via bioquímica ( via do IGF). 

A análise do perfil mostrou um comportamento distinto nos embriões OVN quando comparados 

com os de SOV e de PIV; houve uma correlação positiva entre os perfis de expressão desses 3 

genes nos embriões SOV e PIV (r = 0,9890), porém uma correlação negativa entre embriões 

OVN e SOV (r = - 0,9429) ou PIV (r = - 0,8833), Figura 2. 
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Figura 2. Análise de correlação da expressão dos genes GRB-10, IGF-II e IGF-IIR entre 

embriões produzidos por diferentes sistemas: ovulação natural (OVN), superovulação (SOV), e 

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

 Os genes envolvidos com a resposta ao estresse (MnSOD, GPX-4 e Catalase) e os genes 

relacionados à qualidade embrionária (BAX e INTERFERON-τ) 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 embriões (dados não mostrados). 

Além disso, uma vez que, genes relacionados à resposta ao estresse têm um efeito sinérgico em 

proteger as células contra efeitos tóxicos de radicais de oxigênio, 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 repetições de cada um dos 3 genes 

analisados nessa via: MnSOD, GPX-4 e CATALASE) e a expressão total para resposta ao 

estresse tendeu (P = 0,10) a ser maior em embriões PIV do que em OVN (Figura 3). 
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Figura 3. Soma da quantidade relativa de mRNA (média ± erro padrão) dos genes MnSOD, 

GPX4 e CATALASE para cada fonte de embrião: ovulação natural (OVN), superovulação 

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

 Finalmente, a expressão de todos os genes analisados nesse estudo foram agrupadas em 

cada tratamento (OVN, SOV e PIV). Essa expressão gênica "global" foi menor em embriões 

OVN quando comparados com os embriões SOV ( P = 0,06) ou com embriões PIV ( P = 0,04). 

Nenhuma diferença foi observada entre embriões SOV e PIV(P = 0,70), (n=24, pois foram 

somadas as 3 repetições de cada um dos 8 genes analisados) (Figura 4). 

 

 

 

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

cada tratamento: ovulação natural (OVN), superovulação (SOV) e in vitro (PIV). Letras 

diferentes indicam diferenças entre grupos(P < 0,05). n = 24. 
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4. DISCUSSÃO 
 
 
 Os principais parâmetros utilizados para avaliar a eficiência dos sistemas de  produção de 

embriões são as taxas de blastocisto e a aparência morfológica. Embora muito úteis, esses 

parâmetros são insuficientes para uma boa estimativa da viabilidade embrionária. Portanto, o 

desenvolvimento de outros métodos (mesmo os invasivos) é necessário. Estudos com expressão 

gênica em células e embriões estão proporcionando uma melhor compreensão de várias vias 

bioquímicas à um nível molecular e podem contribuir para o desenvolvimento de protocolos 

mais eficientes para a produção in vitro de embriões. 

 Normalmente, os estudos de expressão gênica durante o desenvolvimento embrionário 

usam embriões produzidos com protocolos de superovulação (SOV) como os controles in vivo 

(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 têm mostrado uma diminuição na qualidade dos embriões produzidos após estimulação 

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 embrionário. 

 Duas grandes estratégias são atualmente empregadas para estudar perfis de expressão 

gênica em qualquer modelo biológico: as tecnologias de microarranjos que normalmente 

utilizam chips de alta densidade para hibrizações de cDNA, com vista na utilização de genes 

conhecidos e desconhecidos (Giritharan et al., 2007); ou genes candidatos, que utiliza um 

número definido de genes escolhidos pelas suas funções fisiológicas e bioquímicas (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 bioquímicas relevantes para o 
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desenvolvimento embrionário. Foram quantificadas as expressões relativas dos genes IGF-II, 

IGF-IIR e GRB-10, envolvidos no desenvolvimento embrionário e placentação (Moore et al., 

2007); BAX e INTERFERON-τ, envolvidos na apoptose e no reconhecimento materno da 

gestação (Corrêa et al., 2008) e MnSOD, GPX-4 e CATALASE, relacionados com a resposta ao 

estresse oxidativo (Corrêa et al., 2008). Para as análises, 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 β-ACTIN e GAPDH como os genes de referência. Embora, em certas circunstâncias, esses 

dois genes tenham diferentes papéis na bioquímica das células e suas expressões possam mudar, 

no presente estudo, eles mostraram um perfil de expressão equivalente (dados não mostrados). 

Acredita-se que a combinação de dois ou mais genes constitutivos dará uma melhor referência 

para o nível geral de expressão gênica em diferentes condições experimentais e em todas as fases 

de desenvolvimento. Por isso, optou-se por normalizar a expressão gênica utilizando uma média 

da expressão desses dois genes. 

 Inicialmente, a expressão individual dos genes candidatos foram avaliadas em cada grupo 

experimental (OVN, SOV e PIV). A expressão relativa da maioria dos genes estudados foi 

semelhante para os diferentes grupos de embriões, exceto o GRB-10, que mostraram uma 

reduzida expressão no grupo OVN (Figura 1). O GRB-10 é um membro da super família de 

proteínas adaptadoras que se ligam a receptores mitogênicos 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 expressão do GRB-10 pode inibir ou estimular os sinalizadores 

insulina ⁄ IGF-I, dependendo do nível de expressão de suas isoformas em cada célula específica 

e⁄ou destino fisológico. Foi demonstrado em camundongos, que o GRB-10 tem uma expressão 
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materna em todos os tecidos, com exceção do cérebro (Wang et al., 2007), enquanto que, o 

padrão de expressão paterna, em bovinos, não está 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 doenças congênitas (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 período de 

pré-implantação, sugerindo seu potencial papel durante o desenvolvimento inicial (Ruddock et 

al., 2004). A metilação do DNA é o mais conhecido marcador epigenético e está diretamente  

envolvido na regulação de vários genes imprinted que controlam muitas rotas durante o 

desenvolvimento embrionário inicial e na placentação (Fortier et al., 2008; Yamasaki-Ishizaki et 

al., 2007). Muitos estudos mostram a influência das manipulações in vitro e SOV sobre as 

alterações na metilação do DNA, bem como na metilação e fosforilação das histonas durante o 

desenvolvimento embrionário (Fortier et al., 2008; Yamasaki-Ishizaki et al., 2007). Qualquer 

efeito negativo sobre as marcas epigenéticas que controlam os genes imprinted pode desregular 

sua expressão gênica, afetando muitas funções celulares. Estes efeitos negativos são muito bem 

documentados em estudos com embriões clonados, onde uma reprogramação correta das células 

do doador é essencial para o desenvolvimento embrionário normal (Han et al., 2003; Sawai et al., 

2005). 

 Levando em consideração todas essas informações, pode-se supor que a maior expressão 

de GRB-10 obtida em embriões SOV e PIV pode ser devido a mudanças epigenéticas que 

controlam sua expressão. Esses dados são corroborados por observações relatadas por Pantoja e 

colaboradores que, sob estresse celular, a expressão de GRB-10 foi alterada em fibroblastos 
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embrionários de camundongos (Pantoja et al., 2005).  Esses autores acreditam que condições de 

estresse durante a proliferação celular causam alterações epigenéticas permanentes. 

 Além da análise individual da expressão gênica, a expressão dos genes agrupados pelas 

suas características funcionais foi também analisada nesse estudo e interpretou-se que o 

comportamento das vias bioquímicas é mais relevante que a expressão individual dos genes 

durante o desenvolvimento embrionário. Foi observado um comportamento similar na expressão 

do IGF-II, IGF-IIR e GRB-10 para os embriões de SOV e PIV (correlação positiva) que foi 

diferente do comportamento encontrado nos embriões de OVN (correlação negativa). ( Figura 2). 

 Quando os genes associados com estresse oxidativo (MnSOD, GPX-4 e CATALASE) 

foram analisados individualmente, nenhuma diferença na sua expressão gênica foi observada 

entre as diferentes fontes de embrião. Esses resultados estão em desacordo com outros estudos 

que mostram que a expressão de genes relacionados ao estresse oxidativo alteram sob diferentes 

sistemas de cultivo de embriões (Corrêa et al., 2008) ou com diferentes estágios de 

desenvolvimento embrionário (Lequarré et al., 2001). Entretanto, quando a soma da quantidade 

relativa de mRNA foi analisada, os embriões de PIV apresentaram uma tendência (P = 0,10) a ter 

uma maior expressão desses três genes do que os embriões de OVN (Figure 3). É relatado que a 

cultura in vitro produz um meio ambiente favorável a produção de radicais livres (Corrêa et al., 

2008) e isso poderia provocar uma resposta do embrião, aumentando a expressão de genes anti-

oxidantes. 

 Em relação ao genes BAX e INTERFERON-τ, nenhuma diferença em suas expressões 

foi detectada, nem mesmo quando seus comportamentos foram analisados em conjunto ou 

individualmente. Estes resultados diferem dos dados obtidos em outros estudos que relatam 

diferenças em suas expressões entre embriões de SOV e de PIV (Yang & Rajamahendran, 2002; 
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Rizos et al., 2003). No entanto, é importante ressaltar que o uso do BAX para predizer qualidade 

e apoptose em embriões é controversa, contrastando com resultados relatados (Vandaele et al., 

2008). Os resultados contrastantes entre os estudos podem ser explicados pelas diferentes fontes 

de produção de embriões e diferentes sistemas usados em cada pesquisa. Avaliou-se também a 

expressão gênica global de cada grupo de embriões usando a soma de todos os genes estudados. 

Foi demonstrado que a expressão geral de mRNA foi reduzida nos embriões 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 

hipótese propõe que a viabilidade do embrião está associada a um fenótipo de metabolismo 

calmo, no qual os melhores embriões, no caso, in vivo, têm um menor volume de renovação de 

aminoácidos do que os embriões PIV. Esses autores defendem a hipótese de que o embrião 

‘’quiet’’ gastaria menos energia para fazer a reparação do DNA e RNA, e portanto, otimizar a 

utilização dos nutrientes. Acredita-se que qualquer estímulo que induza uma resposta celular 

pode aumentar a taxa global de transcrição e não necessariamente só para genes específicos. 

Assim, pode-se especular que os embriões porduzidos por SOV e PIV, diferentemente dos de 

OVN provêm de um estresse e⁄ou de condições não otimizadas que os força a aumentar o nível 

de transcrição para se protegerem de um ambiente agressivo. Esse resultado, juntamente com 

todos os outros anteriormente apresentados nesse trabalho, reforçam a evidência de que os 

embriões de OVN são distintos, pelo menos bioquimicamente, dos embriões de SOV e PIV.  

 Esse trabalho demonstrou, pela primeira vez em bovinos, as diferenças em termos de 

expressão gênica, entre embriões produzidos após OVN, sem qualquer manipulação hormonal, e 

embriões produzidos in vitro e por SOV. Em humanos e camundongos, vários efeitos 

indesejáveis das ARTs já forma relatados, sugerindo que a superestimulação hormonal pode 
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levar a produção de ovócitos com imprinting incorreto e evidenciar a necessidade de mais 

estudos com as ARTs (Sato et al., 2007).  
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5. CONCLUSÃO 
 
 
 Embriões produzidos por superovulação são diferentes dos produzidos por ovulação 

natural e podem não são adequados para serem utilizados como controles em estudos de perfil de 

expressão gênica. No entanto, nos casos em que embriões de superovulação forem utilizados 

como controles experimentais, os dados devem ser analisados com cautela. Os resultados aqui 

apresentados podem ser uma fonte de informação útil para os estudos de ARTs em humanos, 

mostrando a sua preocupação com os possíveis efeitos colaterais dos tratamentos hormonais ou 

das manipulações de embriões in vitro. 
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