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RESUMO

BEGNINI, Karine Rech. Expressdo do gene Bcl-2 relacionado a apoptose em
odcitos equinos e células do cumulus. 2009. 44f. Monografia de Conclusédo de
Curso. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A reproducdo assistida € hoje uma pratica comum na producdo animal. Embrides
produzidos in vitro s&o menos viaveis ao desenvolvimento que aqueles produzidos in
vivo, sendo seu potencial de desenvolvimento dependente da qualidade dos odcitos
dos quais se originam. A apoptose € definida como uma auto-destruicdo celular
controlada por efeitos fisioldgicos e constitui um processo essencial para o
desenvolvimento e manutencdo da homeostase dos tecidos. E um dos principais
fatores que afetam o potencial de desenvolvimento embrionério, pois parece ter seus
niveis de ocorréncia aumentados devido as condi¢des de cultivo in vitro. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os niveis de expressdo do gene Bcl-2, associado ao
processo de apoptose, em grupos morfoldégicos de odcitos e células do cumulus
equino submetidos a maturacao in vitro, através da reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real (QRT-PCR). Complexos Cumulus Odécito (CCO) foram obtidos através
de aspiracao folicular de ovarios oriundos de abatedouro e divididos em dois grupos
de viabilidade morfolégica. No grupo 1 (G1) ficaram os odcitos considerados
morfologicamente saudaveis, ou seja, possuidores de cumulus compacto com mais
de 3 camadas de células, citoplasma homogéneo e zona pelldcida integra. No
segundo grupo (G2) ficaram os 00citos que ndo apresentaram alguma ou nenhuma
dessas caracteristicas. Os CCOs foram submetidas a maturagéo in vitro em liquido
folicular e/ou submetidas a extracdo de RNA total. O RNA extraido foi submetido a
sintese de cDNA através da reacdo de transcriptase reversa. O cDNA obtido foi
utilizado como DNA template na reacdo de qRT-PCR. Os resultados deste trabalho
mostraram que o0d0citos considerados morfologicamente menos viaveis possuem
maior nivel de transcricdo do gene Bcl-2 do que aqueles considerados
morfologicamente saudaveis. Além disso, esses 00citos menos viaveis apresentam
acréscimo transcricional do gene quando submetidos a maturagdo in vitro, se
comparados aos do grupo com maior viabilidade. Resultado semelhante foi
encontrado nas células do cumulus, onde maior nivel de expresséo foi encontrado
naquelas pertencentes ao grupo morfolégico considerado menos saudavel. Assim,
odcitos considerados com menor potencial de desenvolvimento possuem elevados
niveis de transcricdo do gene anti-apoptético Bcl-2, e que a maturacéo in vitro altera
as taxas de expressao génica de Bcl-2 em odcitos equinos e células do cumulus.

Palavras-chave: apoptose, expressao génica, oocitos equinos, Bcl-2, Real-time
PCR, maturacéo in vitro.



ABSTRACT

BEGNINI, Karine Rech. Expressao do gene Bcl-2 relacionado a apoptose em
o6citos equinos e células do cumulus. 2009. 46f. Monografia de Concluséo de
Curso. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Assisted reproduction is a common practice in animal production. In vitro
produced embryos are less viable to develop than those in vivo produced and the
potential development of these embryos depends of oocytes quality from which they
originate. Apoptosis is defined as a self-destruction of cells controlled by the
physiological effects and is an essential process for the development and
maintenance of tissue homeostasis. It is one of the main factors that affect the
developmental potential, it seems to have their risk levels increased due to growing
conditions in vitro. The aim of this study was to evaluate the expression levels of Bcl-
2 gene, related to the apoptosis process in morphological groups of equine oocytes
and cumulus cells in vitro maturated by the Real-Time Polymerase Chain Reaction
(QRT-PCR). COCs were obtained by follicular aspiration of ovaries from
slaughterhouse and divided into two groups of morphological viability (G1 and G2).
On the first group (G1) were considered oocytes morphologically healthy, ie, owners
of compact cumulus with more than 3 layers of cells and homogeneous cytoplasm.
On the second oocytes group (G2) that was not make any or none of these features.
CCOs from each group were collected and in vitro maturated on follicular fluid and /
or transferred to polypropylene microtubes and immediately frozen in liquid nitrogen
at -196 ° C. After thawing was performed mRNA extraction and subsequent synthesis
of cDNA by reverse transcriptase reaction. The cDNA obtained was used as template
in gRT-PCR reaction. The results showed that morphologically less viable oocytes
(G2) have higher levels of Bcl-2 transcription than those considered morphologically
healthy (G1). Moreover, these less viable oocytes have a higher increase in
transcriptional activity when subjected to in vitro maturation, as compared to the
group with higher viability. A similar result was found in cumulus cells, where higher
expression levels was found in morphological G2 group, however, after maturation, a
significant expression variation was found in the morphological G1 group. In
conclusion, lower developmental potential oocytes have high levels of gene
transcription of anti-apoptotic Bcl-2, and in vitro maturation change the rates of Bcl-2
gene expression in equine oocytes and cumulus cells.

Keywords: apoptosis, gene expression, equine oocytes, Bcl-2, Real-time PCR, in

vitro maturation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui o terceiro maior rebanho equino do mundo, sendo a criacao
de cavalos responsavel por 1,2 milhdes de empregos no pais (CNA, 2003). Embora
o potencial econbmico seja pouco conhecido, essa atividade forma hoje uma
importante interacdo dos setores ligados ao lazer, cultura e turismo, sendo uma das
cadeias produtivas zootécnicas que oferece mais oportunidades de trabalho,
conquistando posicéo de destaque na economia nacional (CURCIO, 2005).

A producdo animal vem sendo fortemente incrementada pelo emprego do
melhoramento e pela utilizacdo de técnicas reprodutivas como a inseminacao
artificial, a transferéncia de embribes, a fecundacdo in vitro, a clonagem e a
transgenia animal (NICACIO et al., 2006). A producgéo in vitro de embrides (PIV) é
uma das biotécnicas reprodutivas mais utilizadas em animais da espécie bovina e,
apesar dos custos ainda elevados, a América do Sul, particularmente Brasil e
Argentina, responde por aproximadamente 50% do total das transferéncias de
embrides produzidos in vitro no mundo (VIANA, 2006).

Embrides produzidos in vitro apresentam uma série de caracteristicas que 0s
tornam menos viaveis ao desenvolvimento que aqueles produzidos in vivo (MOTA,
2008). Aspectos morfolégicos, metabdlicos, incidéncia de apoptose, padrdes de
expressao génica e cariotipo sao exemplos de caracteristicas que sofrem alteracfes
devido as condi¢des de cultivo in vitro (POMAR et al., 2005; LONERGAN el al.,
2006). Além disso, evidéncias indicam que o potencial de desenvolvimento dos
embrides produzidos in vitro depende da qualidade dos od0citos dos quais se
originam, estando essa qualidade relacionada as taxas de desenvolvimento
embrionério e prenhez (MOTA, 2008).

Técnicas de analise de expressdo génica constituem uma poderosa
ferramenta de deteccdo de transcritos relacionados com a qualidade de odcitos e

embrides (WARZYCH et al., 2007). A reacdo em cadeia da polimerase combinada a
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transcricdo reversa (RT-PCR) é uma maneira valiosa de analise de quantificacdo da
expressao génica e vém sendo adaptada para execucado em tempo real (LIVAK &
SCHMITTGEN, 2001). O Real-time PCR (gRT-PCR) € um sistema capaz de fornecer
informacdes a cerca do conteddo de RNA mensageiro (MRNA) de um Unico embrido
ou de um conjunto de odcitos (WARZYCH et al., 2007). Embora o monitoramento
dos niveis de mRNA seja considerado uma forma indireta de avaliacdo da qualidade,
esses dados geram importantes informacdes sobre a maneira como um
odcito/embrido sobrevive em um dado sistema de cultivo in vitro (LIU et al., 1997;
PARK et al., 2006).

Para a espécie equina, as técnicas de reproducdo assistida vém sendo
desenvolvidas, no entanto a baixa eficiéncia das mesmas tem limitado sua aplicacao
comercial (SQUIRES et al., 2003). As técnicas de Maturacdo de Odcitos (MIV),
Fertilizacdo (FIV) e Cultivo in vitro (CIV) mostram-se inadequadas para a espécie
(TREMOLEDA et al., 2003; SQUIRES et al., 2003), sendo as baixas taxas de
eficiéncia da PIV equina associadas principalmente a falhas durante a maturacao
citoplasmatica e nuclear dos odcitos in vitro (LUCIANO et al., 2006). Até o momento
tem-se registro na literatura de apenas dois potros nascidos de FIV convencional,
sendo estes provenientes de odcitos maturados in vivo (PALMER et al.,, 1991;
BEZARD, 1992).

A criopreservacao de odcitos é uma das tecnologias com aplicabilidade mais
pertinente, pois possibilita a difusdo do material genético superior dos animais em
larga escala (SQUIRES et al.,, 2003; CURCIO, 2005). Além disso, favorece o
armazenamento do material por longos periodos com reduzida perda da capacidade
de desenvolvimento (NICACIO et al.,, 2006). As principais técnicas utilizadas para
criopreservacao de odcitos sdo o congelamento tradicional e a vitrificacdo (MELLO
et al., 2001).

A vitrificacdo € uma técnica simples, pratica e econbmica para a
criopreservacdo de embrides de muitas espécies de animais (MELLO et al., 2001),
sendo utilizada principalmente para criopreservar o6citos e blastocistos (ORIEF &
SCHULTZE-MOSGAU, 2005). Consiste na submissdo do material a altas
concentragbes de crioprotetores com a finalidade de aumentar a viscosidade dos
meios intra e extracelulares, possibilitando sua passagem do estado liquido ao
estado vitrio (gel amorfo) sem a formacao de cristais de gelo (GREEN, 2005). Este

fenbmeno é possivel devido a um aumento extremo na viscosidade combinado a
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uma répida taxa de resfriamento, baseado na desidratacdo do odcito/embrido
através de sua breve exposicdo a solugcdes com altas concentracdes de
crioprotetores, seguida de imersdao direta em nitrogénio liquido (ORIEF &
SCHULTZE-MOSGAU, 2005; VAJTA, 2000).

A vitrificagdo de o0citos é uma técnica muito utilizada em diversas espécies
de mamiferos, porém pouco sucesso tem sido obtido na vitrificacdo de odcitos
equinos. A sensibilidade a baixas temperaturas, alteracdes que ocorrem na zona
pelicida e a necessaria remocao das células do cumulus sado fatores que dificultam
0 sucesso da criopreservacdo dos odécitos nesta espécie (MACLELLAN et al., 2002).

A apoptose € definida como uma auto-destruicdo celular controlada por
efeitos fisiologicos (LI et al., 2008) e constitui um processo essencial para o
desenvolvimento e manutencéo da homeostase dos tecidos. Ocorre com 0 intuito de
remover células lesadas, infectadas ou senescentes, sem que haja alteracdo no
microambiente celular ou resposta inflamatoria (ANTONSSON & MARTINOU, 2000;
EMANUELLI, 2005). Ademais, a apoptose parece ser um dos principais fatores que
afetam o potencial de desenvolvimento embrionario (ANGUITA et al., 2007), devido
ao aumento nos niveis de ocorréncia em condicfes de cultivo in vitro (WARZICH et
al., 2006).

A morte celular programada ocorre pela transcricdo de genes e ativacdo de
enzimas especificas que desencadeiam um processo de autodigestdo controlada
por proteases enddgenas denominadas caspases (EMANUELLI, 2005). Estes
mecanismos podem ser desencadeados por estimulos externos, mediante ligacédo
com receptores especificos na superficie celular, ou por estimulos internos de
estresse intracelular, como lesdo de DNA, alteracdes no ciclo celular e nas vias
metabdlicas, sendo ativada por diversas rotas e diferentes familias de genes
(CHANG et al., 2002).

As proteinas intracelulares que regulam diretamente o processo de ativacéo
das caspases constituem a denominada familia BCL-2 (DESAGHER; MARTINOU,
2000). Os membros dessa familia podem ser divididos em moléculas pro-apoptoticas
e anti-apoptoticas, sendo que o equilibro relativo entre essas diferentes proteinas
define a via de atuacdo sobre o mecanismo de morte celular programada (FARIA et
al., 2006).

A proteina B-cell lymphoma protein 2 (Bcl-2) € uma molécula de

sobrevivéncia que reside no envelope nuclear e na mitocondria (FARIA et al., 2006;
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MAZOOCHI et al., 2009). Acredita-se que Bcl-2 desempenhe papel fundamental na
inibicéo da rota apoptdtica em células da granulosa, pois existe uma correlacéo entre
a diminuicdo dos niveis de expressao de Bcl-2 e a incidéncia de apoptose nestas
células, quando cultivadas in vitro sob diferentes condigdes (CHOI et al., 2004). Além
disso, tem sido demonstrado que odcitos considerados morfologicamente saudaveis
possuem elevados niveis de expressao de Bcl-2 e menores indices apoptoticos (KIM
& TILLY, 2004).

Hipotese:
Assim, acredita-se que o nivel de expressao do gene Bcl-2 devera ser maior
em od6citos equinos considerados morfologicamente saudaveis, quando comparados
aqueles considerados menos saudaveis; e 0s niveis de expressao tendem a diminuir

com a submissdo dos mesmos a maturacao in vitro.

Objetivo:

Avaliar os niveis de expressao do gene Bcl-2, relacionada ao processo de
apoptose, em grupos morfolégicos de odcitos e células do cumulus equino
submetidos a maturacao in vitro, através da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (QRT-PCR).

Objetivos especificos:

e Avaliar se os niveis de expressdo do gene Bcl-2 sdo maiores em o0d0citos
considerados morfologicamente saudaveis, quando comparados aos
morfologicamente menos saudéaveis, verificando sua viabilidade;

e Avaliar se ocorre alteracdo nos niveis de transcricdo de Bcl-2 nos grupos
morfologicos de odcitos e células do cumulus apdés a maturacgao in vitro;

e Avaliar se existe diferenca de expressdo do gene Bcl-2 nos grupos morfolégicos

de od6citos e células do cumulus em estado imaturo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producdo in vitro de embrides

O uso da reproducdo assistida € hoje uma pratica comum na producao
animal. Pesquisas nos campos celular, molecular e genético promoveram novas
oportunidades para o desenvolvimento tecnoldgico da pecuaria, principalmente, na
area de reproducéo (ABADIA, 2006). As biotécnicas da reproducdo possuem grande
importancia no manejo reprodutivo assistido, pois sao ferramentas com grande
potencial de auxilio ao entendimento dos mecanismos fisioldgicos, além de
permitirem o aproveitamento de gametas de animais com caracteristicas fenotipicas
e genotipicas desejaveis e o intercambio de material genético (EMANUELLI, 2005).

A producédo in vitro de embrides é uma das tecnologias reprodutivas com
maior aplicabilidade devido ao grande potencial para producdo de embribes em
escala comercial e por ser ferramenta de grande utilidade para o melhoramento
genético (CAMARGO et al., 2009). Constitui uma das biotecnologias mais utilizadas
para a espécie bovina, com cerca de 250.000 embries produzidos em todo o
mundo, no ano de 2005 (MOTA, 2008), sendo o Brasil responsavel por quase 50%
do total desses embribes PIV produzidos mundialmente (VIANA; CAMARGO, 2007).

A PIV é desenvolvida rotineiramente em laboratérios mediante técnicas de
maturacao in vitro (MIV), fertilizagcao in vitro (FIV) e cultivo in vitro de embrides (CIV)
até o estagio de blastocisto (EMANUELLI, 2005). Embora os protocolos de
desenvolvimento dessas técnicas tenham sido aprimorados nos ultimos anos,
somente 20 a 40% dos odcitos fecundados in vitro tornam-se embribes aptos a
serem transferidos a receptoras (MERTON et al., 2003). Aspectos morfologicos,
metabdlicos, incidéncia de apoptose, padrdes de expressdo génica e cariétipo sao
exemplos de caracteristicas que sofrem alteracdes devido as condi¢des de cultivo in
vitro (POMAR et al., 2005; LONERGAN el al., 2006), tornando os embrides PIV
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menos viaveis quando comparados aqueles produzidos in vivo (MOTA, 2008).
Diversos fatores contribuem para a diminuicdo da qualidade dos embrides
produzidos e das taxas de transferéncia embrionaria, entre eles a composicao dos
meios de maturacao e cultivo in vitro (THOMPSON; PETERSON, 2000; LONERGAN
& FAIR, 2008), a fertilidade do sémen (CAMARGO et al., 2002), e a qualidade dos
odcitos selecionados para maturagdo (CAMARGO et al., 2009).

2.2 PIV Equina

O aumento da popularidade de esportes equestres no Brasil, como o Salto,
Pélo e Enduro, torna oportuna a utilizacdo de biotécnicas reprodutivas na espécie,
possibilitando acelerar a selecdo genética e alcancar maior desempenho dos
animais. As técnicas de reproducdo assistida vém sendo desenvolvidas na espécie
equina, no entanto a baixa eficiéncia das mesmas tem limitado sua aplicacao
comercial (SQUIRES et al., 2003).

Uma das limitagdes para o desenvolvimento de PIV em equinos € o fato de
gue os odcitos utilizados para pesquisa sao geralmente provenientes de ovarios de
abatedouro. Além do limitante de numero de abatedouros de animais dessa espécie,
informacdes importantes, como procedéncia, idade, fase do ciclo estral das éguas e
histérico de disfuncdes reprodutivas nao sao fornecidas (COLLEONI; LUCIANO;
GANDOLFI, 2004; CURCIO, 2005).

As técnicas de Maturacdo de Odcitos (MIV), Fertilizagdo e Cultivo de
embrides in vitro (CIV) mostram-se inadequadas em equinos (TREMOLEDA et al.,
2003; SQUIRES et al., 2003). As taxas de maturacgdo in vitro de odcitos equinos séo
baixas, quando comparadas as de outras espécies domésticas, somente 40 a 60%
atingem Metéfase Il (DELL'AQUILA et al., 1997; CARNEIRO et al., 2001; PEREIRA
et al., 2006), enquanto em bovinos esses indices chegam a 97% (EMANUELLI,
2005). As razdes para a falha dos od6citos equinos em completar a meiose durante a
MIV s&o desconhecidas, podendo estar ligadas a fatores como alteracées na
cascata bioquimica envolvida na meiose (GOUDET et al., 1998; FERNANDES,
2004), dificuldade na coleta dos odcitos, tempo de incubacdo e meio de cultivo
utilizado (CURCIO, 2005).

Os meétodos utilizados na coleta de odcitos eqlinos sdo: aspiracdo folicular,
“fatiamento” do ovario (slicing) (CHOI et al., 1993) e a curetagem da parede folicular

(scraping) (HINRICHS et al., 1993). No entanto, o indice de recuperacdo de odcitos
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7 hY

na espécie equina € inferior do que em outras espécies devido a presenca do
cumulus oophorus mais aderido a parede do foliculo e a localizacdo dos mesmos no
foliculo (SHABPARED et al., 1993; BRUCK et al., 1999; HAWLEY et al., 1995).

A fertilizagdo in vitro também constitui uma barreira na PIV equina e a
padronizacdo de técnicas especificas para a espécie faz-se necesséaria para
incrementar a producao de embrides in vitro e torna-la eficiente. Até o presente, tem-
se registro na literatura de apenas dois potros nascidos de FIV convencional, sendo
estes provenientes de odcitos maturados in vivo (PALMER et al., 1991; BEZARD,
1992). Embora a qualidade dos oocitos submetidos a maturacdo in vitro seja
variavel, tendo em vista que estes sdo geralmente oriundos de ovarios de
abatedouro (COLLEONI, LUCIANO & GANDOLFI, 2004), a maior barreira para a
realizacdo de FIV convencional em equinos parece estar relacionada com a
penetracdo do espermatozéide na zona pellcida, sendo as taxas de fertilizagdo
aumentadas com a remogao parcial ou total da zona (HINRICHS et al., 2002).

Tem sido demonstrado que a FIV em equinos é ineficiente tanto com odcitos
maturados in vivo quanto in vitro, e que oocitos maturados in vitro e transferidos para
ovidutos de fémeas inseminadas sdo capazes de serem fertiizados a taxas
equivalentes as obtidas por acasalamento natural. Dessa forma, tem sido sugerido
que as baixas taxas de penetracdo espermatica em FIV sdo correlacionadas com a
incapacidade de hiperativacdo e/ou capacitagdo do esperma equino in Vvitro
(MCPARTLIN et al., 2009).

Uma alternativa a FIV convencional seria a Injecdo Intracitoplasméatica de
Esperma (ICSI) para a fertilizacdo. Ha registros na literatura do nascimento de
muitos potros fertilizados por ICSI, porém, grande parte desses zigotos foi
transferida logo apds a clivagem (SQUIRES et al., 1996; GALLI et al., 2001), ndo

passando pelo processo de cultivo in vitro.

2.3 Selecdo de odcitos

A selecdo de odcitos utilizados para PIV baseia-se principalmente em
aspectos morfologicos, como numero e compactacdo das camadas de células do
cumulus, tamanho dos foliculos e presenca ou auséncia de granulos e/ou vacuolos
citoplasmaticos (MOTA, 2008). Odcitos considerados com maior viabilidade
apresentam mais de trés camadas de células compactas que 0s envolvem

completamente, e o citoplasma homogéneo (CORREA, 2006). No entanto, as baixas
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taxas de sucesso da MIV demonstram que os critérios morfolégicos utilizados séo
subjetivos e podem apresentar relativa variagdo quanto a real capacidade de
desenvolvimento oocitario (DE LOOS et al., 2002).

A maturacdo oocitaria € regulada por uma combinacdo de fatores
extracelulares, como: células foliculares, hormonios esteréides, gonadotrofinas e
fatores de crescimento (SATHANANTHAN, 1991). O processo de expansao do
cumulus é acompanhado de modificagbes nas juncdes GAP, essas junc¢des sao
canais que fazem a ligacdo do cumulus ao odcito e sdo formadas por hexameros de
proteinas provenientes da familia das conexinas. Células do cumulus de equinos e
suinos expressam a proteina conexina 43. A retomada da meiose nessas espécies
esta relacionada a reducéo do nivel dessa proteina no cumulus (GRAZUL-BILSKA et
al., 1997; MARCHAL et al., 2003).

A expansao total das células do cumulus esta diretamente relacionada a
maturacdo citoplasmética do odcito em humanos e camundongos (TESTART et al.,
1983; CHEN et al., 1993). Em bovinos, a expansao do cumulus no momento da
recuperacdo do od0cito, esta associada a atresia folicular, sendo um critério de
exclusdo na selecdo de CCOs que serdo submetidos a MIV (BLONDIN; SIRARD,
1995). Sendo assim, a permeabilidade das juncbes entre as células do cumulus e o
odcito constitui um parametro relevante para a avaliacdo da qualidade dos mesmos
(COLLEONI; LUCIANO; GANDOLFI, 2004).

O numero de camadas e o grau de compactacdo das células do cumulus
estdo diretamente associados a qualidade do odcito. Porém, alguns autores vém
demonstrando que odécitos com qualidade intermediaria (poucas camadas de células
do cumulus — 1 a 3 — e citoplasma com granulos finos e de tamanhos moderados)
possuem capacidade de desenvolvimento e taxas de clivagem semelhantes aquelas
de odcitos de alta qualidade (HAWK & WALL, 1992; PEREIRA et al., 2007). Além
disso, Galli et al. (2007) observou que odcitos equinos com cumulus expandido
possuem taxas normais de maturacao e potencial de desenvolvimento semelhante
ou maior que aqueles com cumulus compacto.

Odcitos possuem consideraveis reservas de energia endogena, utilizadas
durante a maturacdo meidtica, a fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario inicial
(AMBRUOSI et al., 2009). Isso é particularmente evidente em odécitos de mamiferos
domésticos, onde elevados niveis de granulos de lipideos citoplasmaticos tém sido
encontrados (MCEVOY & COUL, 2000). A quantidade e a forma de distribuicao



20

desses granulos constituem uma maneira de classificacdo morfolégica de odcitos,
pois parecem ter implicagbes importantes sobre a sensibilidade desta célula a
procedimentos de maturagédo e cultivo in vitro (STURMEY et al, 2006), sendo o
padrao de distribuicdo e tamanho definido para cada espécie. Em equinos, odécitos
considerados saudaveis possuem granulos agrupados de forma semi-lunar préximo
ao fuso mitético, dando ao ooplasma uma aparéncia caracteristica de meia lua
(GRONDAHL et al., 1995). Ambruosi et al., (2009), no entanto, demonstrou que a
maioria dos oocitos equinos morfologicamente normais apresentam agregacao de
lipideos de forma polar no citoplasma, indicando que a granulacdo ndo pode ser
utilizada como unico critério de avaliacdo da competéncia de desenvolvimento dos
oocitos.

O potencial de desenvolvimento oocitario é determinado pela interacdo de
multiplos fatores e, embora a selecao morfologica apresente resultados satisfatorios,
pode ndo demonstrar a real qualidade do odcito quanto a competéncia nuclear,
citoplasmatica e molecular (DODE, 2006). Ademais, existem evidéncias de que a
manipulacdo de odcitos esteja relacionada a modificacGes epigenéticas do DNA, o
que promove diminuicdo da sua viabilidade (WRENZYCKI et al., 2007). Alteracdes
epigenéticas, como a metilacdo do DNA, promovem alteracdes no padrdo de
expressdo génica, ndo sendo associadas a mudangas na sequéncia de
nucleotideos. Acredita-se que alteracdes persistentes nos padrées de expressao
génica possam acarretar a diminuicdo do potencial de desenvolvimento embrionério
(WALKER; HARTWICH; SEAMARK, 1996), sem que sejam identificadas
morfologicamente.

Diferentes genes possuem padrdes diferenciados de expressao de acordo
com a caracteristica da célula na qual esta inserido (WRENZYCKI et al., 2007). A
manipulacdo de odcitos e os meios de maturacdo in vitro alteram os padrbes de
expressado de mRNA, possuindo forte impacto sobre o potencial de desenvolvimento
destes e a qualidade dos embrides produzidos (BOELHAUVE, 2005; WARZYCH,
2007).

Técnicas de andlise de expressdo génica podem constituir uma poderosa
ferramenta de deteccdo de transcritos relacionados com a qualidade de odcitos e
embrides (WARZYCH et al., 2007). A reacdo em cadeia da polimerase combinada a
transcricdo reversa (RT-PCR) constitui uma maneira de analise de quantificacdo da

expressao génica e vém sendo adaptada para execucado em tempo real (LIVAK &
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SCHMITTGEN, 2001). O Real-time PCR (qRT-PCR) é um sistema capaz de fornecer
importantes informagdes a cerca do conteddo de mRNA de um unico embrido ou de
conjunto de odcitos (WARZYCH et al., 2007). Embora o monitoramento dos niveis
de RNA mensageiro seja considerado uma forma indireta de avaliacdo da qualidade,
esses dados sdo capazes de gerar informagfes sobre a maneira como um
oocito/embrido sobrevive em um dado sistema de cultivo in vitro (LIU et al., 1997;
PARK et al., 2006).

2.4 Apoptose

A apoptose ou morte celular programada é um processo fisiolégico essencial
para a manutencdo da homeostase dos tecidos (ANTONSSON; MARTINOU, 2000).
Definida como uma autodestruicdo celular controlada por efeitos fisioldgicos, a
apoptose ocorre com o intuito de remover células lesadas, infectadas, ou
senescentes, sem que haja alteracdo no microambiente celular ou resposta
inflamatoria (EMANUELLI, 2005).

O termo apoptose define todos 0s mecanismos e processos envolvidos antes,
durante e ap6s a morte celular (TILLY, 1996). Pode-se dizer que a apoptose é
constituida por quatro estagios: estimulo, sinalizacdo, regulacdo e fase efetora,
sendo um processo reversivel até que a célula atinja o estagio final da fase
reguladora (MOTITA; TILLY, 1999). As células que iniciam esse processo diminuem
seu volume citoplasmético mantendo suas organelas intactas. Em resposta a
contragdo do volume citoplasméatico, a membrana celular forma vesiculas,
denominadas corpusculos apoptéticos, que contém fragmentos do nicleo e algumas
organelas. Esses corpusculos apoptéticos sao rapidamente reconhecidos e
englobados por fagdcitos e/ou células adjacentes, onde sao degradados e reciclados
(BETTS; KING, 2001; KERR et al., 1994; MATWEE et al., 2000).

A inducdo da apoptose ocorre de maneira diferente dependendo do tipo de
célula e do estagio em que esta se encontra. Entretanto, depois de desencadeado
esse mecanismo, 0os caminhos percorridos por todas as células sdo comuns, sendo
um processo irreversivel apds o inicio da ativacao das caspases efetoras (CRYNS;
YUAN, 1998).

As caspases se classificam em duas classes principais: (1) caspases
iniciadoras, que interagem com proteinas adaptadoras especificas tendo a funcao de

ativar diretamente ou indiretamente as caspases efetoras (BRATTON et al., 2000;
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MUZIO et al.,, 1998); e (2) caspases efetoras, as quais realizam clivagem de
proteinas estruturais e regulatérias (KOTHAKOTA et al., 1997; KWIATKOWSKI,
1999). Varias proteinas sdo apontadas como alvos das caspases, mas ainda nao foi
estabelecida uma relacdo direta entre o corte dessas proteinas e a morte celular
(BRATTON et al., 2000).

2.5 Apoptose em odcitos

Complexos Cumulus Odcito (COCs) sao controlados por varios mecanismos
apoptoéticos (TILLY, 1996). Durante a vida reprodutiva da fémea, a maioria dos
foliculos ovarianos torna-se atrésico e seu respectivo odcito se degenera. Os
foliculos que ndo se submetem ao processo de atresia continuam a crescer até a
ovulacdo. Apos a ovulacéo, se a fertilizacdo ndo ocorrer dentro de um determinado
tempo, o odcito perde sua capacidade fertilizante e comeca a se degenerar
(TAKASE et al., 1995; YANG; RAJAMAHENDRAN, 2002). Embora os mecanismos
envolvidos neste processo de degeneracdo ainda ndo estejam muito bem
elucidados, é provavel que no odcito este processo ocorra por apoptose (YANG;
RAJAHAMENDRAN, 2002).

A presenca de alteracdes apoptéticas encontradas em compartimentos
foliculares € altamente variavel, e mesmo em foliculos morfologicamente
semelhantes podem ser encontradas variacbes nos niveis de apoptose de suas
células (ZEUNER et al., 2003). A possibilidade de células do cumulus apoptoéticas,
influenciarem a maturac@o nuclear, citoplasmatica e o desenvolvimento oocitario e
do embrido in vitro, vem sendo estudada (YANG; RAJAMAHENDRAN, 2000a). Um
incremento apoptético em o6citos maturados com a presenca de células do cumulus,
em relacdo aos odcitos maturados sem as CC (desnudos), foi demonstrado em
camundongos, evidenciando a possibilidade de inducdo de apoptose pelas CCs
(PERES; TILLY, 1997). Em bovinos, no entanto, ndo foi observado apoptose neste
tipo celular (YANG; RAJAMAHENDRAN, 2000b).

Os mecanismos de morte celular programada podem ser ativados por
estimulos externos, mediante ligagdo com receptores especificos da superficie
celular, ou por estimulos internos de estresse intracelular, tais como lesdo do DNA,

perturbacdes no ciclo celular ou nas vias metabodlicas (CHANG et al., 2002).
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2.6 Familia de genes Bcl-2

O processo de apoptose ocorre pela transcricdo de genes e ativagao de
enzimas especificas que desencadeiam um processo de autodigestdo controlada
por proteases enddgenas denominadas caspases (EMANUELLI, 2005). Existem
diversas familias de genes envolvidas nesse processo, e uma dessas familias € a do
gene BCL-2. Os membros dessa familia estdo divididos em moléculas pré-
apoptoticas (BAX, BAK, BCL-xS, BAD, BID, BIK, HRK, BIM e BOK) e antiapoptoéticas
(BCL-2, BCL-xL, BCL-w, BFL-1, BRSAG-1, MCL-1, A1, E1B19K, LMW5-HL e EBV
BHRF1), e o equilibrio relativo entre essas moléculas define a via de atuacdo do
mecanismo de morte celular programada (FARIA et al., 2006).

A familia de genes Bcl-2 é composta por proteinas que compartilham
estruturas homologas dos dominios BH1, 2, 3 e 4, embora nem todos os membros
possuam todos os dominios (Fig. 1). Os dominios BH1 e BH2 dos antagonistas sdo
necessarios para heterodimerizar com os agonistas da morte e, inversamente, o
dominio BH3 dos agonistas da morte € requerido para que ocorra a
heterodimerizacdo com o0s antagonistas da morte para promover a morte celular
(GROSS et al., 1999, YIN et al.,1994).

As proteinas da familia BCL-2 estédo inseridas na membrana mitocondrial, na
forma de dimeros ou polimeros, e sua estrutura quaternaria esta diretamente
relacionada com seu poder de ativar ou inibir a apoptose (KROEMER, 1997). A
proteina B-cell lymphoma protein 2 (BCL-2), a primeira integrante da familia génica
Bcl-2, é codificada por um gene localizado no cromossomo 18qg21 e favorece a
sobrevida celular através do impedimento do escape do citocromo-c para o citosol,
possivelmente pela formacdo de heterodimeros com moléculas pré-apoptéticas
como a proteina Bax (FARIA et al., 2006). Em odcitos, acredita-se que a razao da
taxa de expressdo de Bcl-2 para Bax possa ser usada como um marcador de
apoptose, pois se tem observado niveis elevados de expressdo de Bcl-2 em o0citos
considerados saudaveis, e maior expressdo de Bax em o0d0citos desnudos,
considerados com menor potencial de maturacdo e desenvolvimento embrionario
(YANG & RAJAMAHENDRAN, 2002).

A apoptose ocorre atraveés de duas rotas principais: a rota do receptor de
morte celular e a rota mitocondrial (BORNER, 2003). A rota mitocondrial é regulada
pelas proteinas pro e antiapoptéticas da familia de genes Bcl-2 (OPIELA et al., 2008)

e ocorre atraves da translocacado de proteinas pro-apoptoéticas do citosol para a
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mitocondria, resultando na liberacdo do citocromo-c, presente no espago existente
entre a membrana mitocondrial externa e interna, para o citosol (GROSS at al, 1999;
HENGARTNER, 2000; SMAILI et al., 2003). No citosol, o citocromo-c forma um
complexo com o fator ativador da apoptose 1, o apoptossoma, levando a ativacéo da
caspase 9, que ativa caspases efetoras (GREEN; EVAN, 2002;HENGARTNER,
2000).

Anti-apoptotic kDa

BCL-2 (el B4 (sl B3 sl B sl BH2 fn TM {{) 26
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Figura 1 — Membros da familia de genes Bcl-2 anti e pro-
apoptéticos. Estrutura homélogas dos dominios
BH1-3 mais a porcéo hidroféfica carboxi-terminal
(TM).

Fonte: TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e selecdo dos oécitos

Foram utilizados ovérios oriundos de abatedouro, localizado na cidade de
Pelotas/RS. Os ovarios foram coletados aleatoriamente na linha de abate, n&o
sendo identificadas a idade, a fase do ciclo estral e a condi¢éo clinica e nutricional
das éguas. O tempo decorrente entre 0 abate e a coleta foi de aproximadamente 1
hora, e os ovarios foram transportados em recipiente térmico até o laboratério de
Embriologia Molecular e Transgénese, localizado no Centro de Desenvolvimento
Tecnoldgico da UFPel.

Os complexos cumulus oécito (CCO) foram aspirados dos foliculos com
tamanhos entre 10 a 30mm de didmetro (LEON et al., 2008). O conteudo folicular foi
aspirado com auxilio de seringa de 20ml e agulha 40 x 1.2 (Fig. 2), e colocado em
tubos conicos de 50ml para decantacdo. O depdsito celular formado foi colocado em
placa de petri para procura dos CCOs em lupa estereomicroscopica, € mantidos em
fluido folicular. Logo apds a coleta, os odécitos foram avaliados quanto ao niumero de
camadas e grau de compactacdo das células do cumulus, homogeneidade do
citoplasma e integridade da zona pellcida, sendo divididos em dois grupos: G1,
considerados morfologicamente saudaveis (o6citos com cumulus compacto e mais
de 3 camadas de células, citoplasma homogéneo e zona pellcida integra), e G2,
considerados morfologicamente menos viaveis (00citos que apresentarem menos de
3 camadas de células do cumulus e/ou cumulus descompacto, zona pelicida
fragmentada e/ou citoplasma heterogéneo).

Para cada grupo morfologico (G1 e G2) foi reunido pools de 62 odcitos, sendo
cada pool considerado como uma unidade amostral. Os pools foram divididos em
dois grupos: imaturos, 0s quais foram submetidos aos processos iniciais de extragao

de RNA imediatamente apds a coleta; e maturos, os quais foram submetidos a
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maturacao in vitro em liquido folicular por aproximadamente 40 horas, ap0s as quais
foram realizados os procedimentos iniciais de extracdo de mRNA.

Células do cumulus foram coletadas de cada pool de odcitos, sendo
removidas por pipetagem em solucdo de 80 Ul de hialuronidase tipo IV (Sigma® -
Aldrich, Alemanha). Cada grupo de células (G1, G2, imaturo e maturo) foi submetido
as mesmas condi¢cdes de maturacdo in vitro e/ou extracdo de RNA que 0s o0citos

equinos correspondentes ao seu pool.

Figura 2 — Aspiracado de foliculos de ovario equino (A) e COCs selecionados para 0 grupo
morfolégico G1 (B).

3.2 Extracdo de RNA

Ao final do periodo de incubacdo as amostras foram congeladas em TRIzol
para evitar a desestabilizacdo das moléculas de RNA, e em seguida foi feita
extracdo de RNA total das amostras de CCOs e células para avaliagdo das taxas de
expressdo do gene Bcl-2 por real time RT-PCR. A extracdo do RNA total das
amostras foi realizada segundo protocolo com TRIzol proposto por Kang et al.
(2009), com modificacdes.

O RNA extraido dos pools de odcitos e dos grupos de células foi quantificado
com o fluorémetro QuBit™(Invitrogen®, EUA), a fim de determinar a quantidade de
odcitos minima necessaria em cada grupo amostral. Foram realizados testes com
diferentes numeros de o6citos e a quantidade de RNA presente em cada um deles

encontra-se ilustrado na Tab. 1.

3.3 Confeccéo de cDNA
O RNA extraido foi submetido a reacdo de transcriptase reversa para

obtencdo de cDNA (4cido desoxirribonucléico complementar) seguindo as instrucao
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do manual do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription® (Applied Biosystems,
USA). Ao término dessa etapa foram obtidos 20ul de cDNA que foi entdo utilizado

como molde na reacédo de gRT-PCR.

Tabela 1 — Quantificacdo de RNA presente nas amostras de odécitos (COC) e células do
cumulus (CELL). Abreviac@es utilizadas na tabela: G1, grupo morfologicamente
viavel; G2, grupo morfologicamente menos viavel; IMA, odécitos imaturos; MAT,
odcitos maturados in vitro; CCO, complexo cumulus oécito; CELL, células do

cumulus.
Amostra Qtidade de cél. Amostra ng/ml pg/mi

CCO G1 IMA 25 cocs 157 3,15
CCO G2 IMA 39 cocs 87,4 1,79
CCO G1 MAT 31 cocs 133 2,65
CCO G2 MAT 53 cocs 123 2,47
CELL G1 IMA proveniente dos 25 cocs 27,2 0,545
CELL G2 IMA proveniente dos 39 cocs <20

CELL G1 MAT proveneinete dos 31 cocs 790 16
CELL G2 MAT proveniente dos 53 cocs 309 6,18

3.4 Desenho e teste dos primers

Testes para verificar a eficiéncia de amplificacdo do primer Bcl-2 suino e do
primer Gliceraldeido-3-Fosfato Dehidrogenase (GAPDH) (OPIELA et al., 2008),
normalizador da reacdo de gRT-PCR, na espécie equina, foram realizados.
Temperaturas de anelamento entre 56 e 58°C para Bcl-2 suino, e entre 55 a 65°C
para GAPDH, foram testadas.

O primer para o gene GAPDH foi amplificado com éxito na espécie
equina, a uma temperatura de 61,5°C, com amplificacdo de um fragmento de
150 pb. O primer possui a seguinte sequéncia: F 5-GCC GTA ACT TCT GTG
CTG TG-3' e R 5-AAT GAA GGG GTC ATT GAT GG-3’' (OPIELA et a., 2008).

Para o primer Bcl-2, com a seguinte sequéncia de nucleotideos: F 5'-
GAAACCCCTAGTGCCATCAA-3' e R 5-GGGACGTCAGGTCACTGAAT-3,
amplificagbes especificas ndo foram adquiridas e sua utilizagdo ndo foi possivel na
espéecie equina.

Um primer especifico para o gene Bcl-2 equino foi entdo construido através

do programa Vector NTI advance 11 (Invitrogen, Brasil) e possui a seguinte
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sequéncia: F 5-GAGACCCCCAGTGCCATCAA-3’ e R 5-
GGGATGTCAGGTCGCTGAAT-3. Foram realizadas diversas técnicas de
padronizacao da PCR para este primer, utilizando temperaturas de anelamento entre

56 a 58°C, sendo a reacédo otimizada a 57°C.

3.5 Real Time PCR

A reacao de Real Time PCR foi realizada utilizando o sistema 7300 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) e protocolo de deteccdo com SYBR Green
(SYBR Green PCR Master Mix, Applied Biosystems). A reacdo foi otimizada
seguindo 0s seguintes parametros: uma etapa inicial de desnaturacédo do DNA a 95°
C por 5 min, seguido de 45 ciclos de 95° C por 30 segundos, temperatura de
anelamento a 57° C por 30 segundos e de extensdo a 72° C por 1 minuto. A curva
de melting foi feita mantendo-se a temperatura a 95° C por 15s, seguido de
manutengdo da temperatura de anelamento com deteccéo da fluorescéncia a cada
30s. Foi utilizado como gene normalizador da reacdo o Gliceraldeido-3-Fosfato
Dehidrogenase (GAPDH) (OPIELA et al., 2008), com amplificacdo de 150pb. O
primer Bcl-2 equino foi utilizado para amplificacdo do gene Bcl-2, e possui fragmento
esperado de 196pb (tab. 2).

A confirmacdo dos produtos amplificados no QRT-PCR, deteccdo de
amplificacGes inespecificas e dimeros de primer foi realizada através da Curva de
Dissociacdo gerada pelo software7500 System Software (Applied Biosystems) e por
Eletroforese em Gel de Agarose 1%, corada com Gel Red. Cada amostra de cDNA
foi amplificada independentemente na mesma placa e nas mesmas condi¢cdes

experimentais, em duplicata.

Tabela 2: Detalhes dos primers utilizados na reacao de Real-time RT-PCR.

Gene Sequéncia Fragmento Tm Genbank Referéncia
Bcl-2
equino F 5-GAGACCCCCAGTGCCATCAA-3 196 pb 57°C _ Deste trabalho
R 5-GGGATGTCAGGTCGCTGAAT-3
OPIELA et al.,
GAPDH F5-GCC GTAACT TCT GTG CTG TG-3’ 150 pb 57°C DQA403064.1 2008

R 5’-AAT GAA GGG GTC ATT GAT GG-3
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3.6 Sequenciamento

Os fragmentos amplificados pela reagdo de gRT-PCR foram submetidos a
sequenciamento automatico de DNA por eletroforese capilar utilizando
dideoxinucleotideos marcados com o Kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing pelo sistema de andlise de DNA MegaBACE - MegaBACE 1000 (GE
Healthcare). Foram utilizados os mesmos primers e as mesmas condi¢cdes de PCR

para a amplificacdo do fragmento a ser sequienciado.

3.7 Andlise Estatistica

Os dados da expressdo génica foram analisados através do programa
estatistico REST 2008, calculado a partir dos valores de Ct (treshold cycle) obtidos
na reacdo de qRT-PCR. Valores de P < 0,05 foram considerados como diferencga
estatistica significante. Os calculos foram feitos para comparar a abundancia de
transcricdo do gene analisado em: (a) odcitos imaturos em relagdo aos maturos; (b)
oocitos de G1 em relacdo ao G2; (c) odcitos imaturos de G1 com relacdo aos
maturos de G1; (d) odcitos imaturos de G2 com relacdo aos maturos de G2; (e)
odcitos imaturos de G1 com relacdo aos imaturos de G2; e (f) odcitos maturos de G1
com relacdo aos maturos de G2. O programa GraphPad Prism 5 foi utilizado para
confeccao dos gréficos.



4. RESULTADOS

Foram coletados 248 odcitos a partir de ovarios oriundos de abatedouro e
estes foram divididos em dois grupos, de acordo com caracteristicas morfolégicas.
Cada grupo morfolégico foi dividido em dois pools de 62 odcitos, sendo um deles
submetido a maturacdo in vitro e o outro analisado logo apds a coleta. Foram
coletadas células do cumulus correspondentes a cada grupo de COC e submetidas
as mesmas condicdes de cultivo e/ou extracao de RNA.

A analise da quantificacdo relativa dos transcritos do gene Bcl-2 em od6citos
equinos mostrou que, com relacdo a viabilidade dos grupos morfoldgicos, ndo ha
diferenca estatistica significante entre os niveis de expressdo dos grupos G1 e G2
(P=0,218) (Fig. 3A). Quando os grupos sdo comparados num mesmo estagio de
maturacao, verifica-se maior expressdo do no grupo G2, quando comparado ao G1
(P<0,05) (Fig. 3C e 3D).

As amostras de cDNA submetidas a reacdo de gqRT-PCR foram analisadas
em eletroforese em gel de agarose a 1%, ndao sendo detectadas amplificacbes
inespecificas para os genes GAPDH e Bcl-2 (Fig. 4). A Curva de Dissociacdo do
gene GAPDH obtida durante a reacdo de Real-time PCR encontra-se ilustrada na
(Fig. 5) e possui apenas um pico de amplificagdo, indicando a presenga de um Unico
produto de PCR.

As sequéncias resultantes do sequenciamento foram alinhadas com outras
disponiveis no Banco de Dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
sendo possuidoras de alta similaridade e confirmando a identidade dos fragmentos

amplificados pelos primers.
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Figura 3 — Quantificacdo relativa da expressdo génica do gene Bcl-2 em dois grupos

morfolégicos de odcitos equinos: A: diferenca os grupos G1 e G2; B: diferenca
entre os grupos G1 e G2 em estado imaturo; e C: diferenca entre os grupos G1
e G2 ap06s maturacgéo in vitro. Em D encontram-se ilustradas as quantidades de
mRNA nos diferentes grupos amostrais. Diferengcas significativas
estatisticamente (P<0,05) estdo indicadas pelos sobrescritos ‘@ e ‘b’
AbreviagOes utilizadas na figura: G1, grupo morfologicamente viavel; G2, grupo
morfologicamente menos viavel;, IMA, odcitos imaturos; MAT, o0d6citos
maturados in vitro. N=2 repeti¢cdes/pool, sendo cada um deles constituido de 62
CCOs.

150 pb

Figura 4 — Gel de agarose 1% confirmando a amplificacdo dos genes Bcl-2 (A), com 196pb,

e GAPDH (B) com 150pb.
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Com relacdo a maturacdo dos odcitos equinos, a quantificacao relativa da
expressdo do gene Bcl-2 apresentou maiores niveis nos odécitos maturos, com
relagcdo aos imaturos, sendo essa diferenga significativa (P<0,05) (Fig. 6A). Nao
ocorreu aumento significativo da expressao do gene em nenhum dos dois grupos
apos a maturacao (P=0,339) (Fig. 6B e 6C).

Dissociation Curve
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Figura 5 — Curva de Dissocia¢gdo do gene GAPDH mostrando um unico pico de amplificagéo.

No que diz respeito as células do cumulus equino, ndo ocorreu diferenca
significativa entre a expressao do gene Bcl-2 nos grupos maturo e imaturo (P=0,420)
(Fig. 7A). Quando os grupos morfologicos foram submetidos & maturacédo, ocorreu
diferenga significativa (P<0,05) de expressao entre as células de G1 (Fig. 7B), no

entanto essa diferenca néo foi detectada em G2 (Fig. 7C).
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Quantificacao relativa da expressao génica de Bcl-2 frente a maturagao in vitro
de odcitos equinos: A: diferenca os grupos maturo e imaturo; B: diferenca na
maturacdo do grupo G1; e C: diferenca em G2 ap6s maturacdo in vitro.
Diferencas significativas estatisticamente (P<0,05) estdo indicadas pelos
sobrescritos ‘@’ e ‘b’. Abreviagbes utilizadas na figura: G1, grupo
morfologicamente viavel; G2, grupo morfologicamente menos viavel; IMA,
odcitos imaturos; MAT, oocitos maturados in vitro. N=2 repeti¢des/pool, sendo
cada um deles constituido de 62 CCOs.

Para os grupos de viabilidade morfolégica, ocorre diferenca significativa

(P<0,05) de transcricdo do gene Bcl-2 quando se compara G1 com G2, sendo a

expressdo maior em G2 (Fig. 7D). Entretanto, quando os grupos sdo comparados

em um mesmo estagio de maturacdo, essa diferenca transcricional ndo é

significativa (P=0,339 para imaturos, e P=0,170 para maturos) (Fig. 7E e 7F).
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Figura 7 — Quantificacdo relativa da expressao génica da proteina Bcl-2 frente a células do
cumulus equino. Os graficos A, B e C representam as diferencas de expressao
com relagdo a maturacao; e os graficos D, E e F com relagdo a viabilidades dos
grupos morfolégicos. Diferengas significativas estatisticamente (P<0,05) estao
indicadas pelos sobrescritos ‘a’ e ‘b’. N=2 repeticbes/pool, sendo cada um deles
constituido de células correspondentes a 62 CCOs.



5. DISCUSSAO

Os niveis de transcricdo de importantes genes ligados ao desenvolvimento
podem estar associados a qualidade de embrides e odcitos e, consequentemente,
serem utilizados para avaliacdo das condi¢cdes de cultivo in vitro (WRENZYCKI et al.,
2005). Neste trabalho se investigou pela primeira vez os niveis de mRNA do gene
Bcl-2, associado a apoptose, em o0citos equinos de diferentes qualidades
morfoldgicas, e sua variacdo nos padrbes de transcricdo ap0s maturacao in vitro,
pela técnica de PCR em tempo real.

O potencial de desenvolvimento de embribes produzidos in vitro depende
principalmente da qualidade dos odcitos dos quais se originam (MOTA, 2008), sendo
a selecdo destes baseada principalmente em aspectos morfolégicos. Neste estudo,
o nivel de expressao do gene Bcl-2 foi significativamente maior (P<0,05) em odcitos
considerados morfologicamente menos viaveis (G2 - nimero inferior a trés camadas
de células do cumulus e citoplasma com granulos), quando estes sdo comparados
aos morfologicamente viaveis (G1 - namero igual ou superior a trés camadas de
células do cumulus e citoplasma homogéneo) dentro de um mesmo estagio de
maturagéo. Esse resultado discorda dos encontrados por Yang & Rajamahendran
(2002), que encontraram maiores niveis de expressao do gene anti-apoptético Bcl-2
em o0d0citos bovinos considerados morfologicamente saudaveis.

Li et al. (2008), no entanto, encontrou maiores taxas de expressao de Bcl-2
em oocitos bovinos com granulacdes citoplasmaticas, quando comparados aqueles
com citoplasma homogéneo. Esse resultado corrobora com os achados de Ambruosi
et al. (2009) que demonstrou que a maioria dos o6citos equinos morfologicamente
saudaveis apresentam agregacdes de granulos de lipideos de forma polar no
citoplasma, o que Ihes confere uma aparéncia granular. Esse resultado aumentado

na expressdo do gene anti-apoptético Bcl-2 em odcitos considerados com menor
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capacidade de desenvolvimento, pode indicar que as caracteristicas avaliadas com
intuito de determinar a viabilidade de odcitos para a producéo in vitro de embribes
podem ndo ser adequadas, pois podem ndo representar a real capacidade de
desenvolvimento oocitario.

Quando os grupos de viabilidade G1 e G2 sdo comparados sem levar em
conta o0 estidgio de maturacdo, ndo ocorre diferenca significativa nos niveis de
expressdo do gene alvo (P=0,218). Esse resultado condiz com os achados de
Pretheeban et al. (2009), que comparou 0s hiveis de expressdo de Bcl-2 em
diferentes grupos morfolégicos de oocitos bovinos produzidos in vivo e néo
encontrou diferenca durante a quantificagéo de transcritos do gene nestes grupos.

A quantidade de transcritos de Bcl-2 encontrados em células do cumulus nos
diferentes grupos deste trabalho mostrou que ocorre um aumento significativo na
expressdo dessas células quando se compara o grupo G1 com G2 (P<0,05), e
guando o grupo morfolégico G1 é submetido a maturacédo in vitro (P<0,05). Esse
aumento inesperado da quantidade de Bcl-2 em células de G2 e em células
maturadas pode ocorrer em resposta as injarias sofridas durante a maturacao in
vitro, ou como uma maneira de compensar a menor viabilidade do grupo G2,
evitando que as células entrem em apoptose. Maiores estudos a cerca desse
fenbmeno devem ser realizados, pois ha evidéncias de que células apoptéticas do
cumulus podem influenciar na maturagdo nuclear, citoplasmatica e no
desenvolvimento durante a pré-implantacdo do embrido, em bovinos (YANG;
RAJAMAHENDRAN, 2000a).

A maturacéo in vitro de odcitos é uma etapa essencial para a producao in vitro
de embrides, no entanto as condicGes as quais 0s odécitos sao submetidos podem
acarretar em mudancas na expressao génica dessas células, como uma resposta as
injurias sofridas. Neste trabalho, o6citos equinos submetidos a maturagao in vitro em
liquido folicular, apresentaram um aumento significativo (P<0,05) na expressao de
Bcl-2, quando comparados a odcitos imaturos. Além disso, odcitos do grupo
morfolégico G2 obtiveram um acréscimo também significativo nos niveis de
expressao de Bcl-2 quando maturados; resultado esse ndo observado em odcitos do
grupo G1, sendo a diferenca entre imaturos e maturos nao significativa. Esse
resultado é semelhante ao encontrado por Warzych et al. (2007) ao submeter
oocitos bovinos a maturacdo in vitro. Os resultados desse autor mostram um

aumento, embora n&o significativo estatisticamente, nos niveis de expressao de Bcl-
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2 em o0citos submetidos a condi¢fes diversas de maturagcédo, quando comparados a
odcitos imaturos. Embora a diferenca entre odcitos maturos e imaturos do grupo
morfologico G1 ndo tenha sido significativa, acredita-se que se 0 numero amostral
fosse maior, o erro padrdo seria menor, acarretando em diferenca transcricional
significativa.

Os achados do presente trabalho discordam da hipétese inicial de que os
niveis de expressdo do gene Bcl-2 seriam maiores em o00citos considerados
morfologicamente saudaveis e de que aumentariam com a submissdo destes a
maturacdo in vitro (YANG; RAJAMAHENDRAN, 2002; KIM; TILLY, 2004). O
resultado contrario pode ser interpretado como uma resposta destas células a menor
viabilidade de G2 e como resposta as injurias sofridas durante a maturacéo in vitro.
Os niveis de expressao de Bcl-2 seriam aumentados a fim de evitar a morte celular
por apoptose. Além disso, ndo ha resultados de expressdo génica em odcitos da
espécie equina descritos na literatura, havendo a possibilidade dessa espécie
apresentar padrées de expressao diferenciados de outras ja estudadas, como por
exemplo, a espécie bovina. Ademais, a apoptose é um fenbmeno complexo no qual
estdo envolvidos muitos fatores, ndo sendo possivel determinar sua supressdo ou
ativacdo através de um unico fator génico. Faz-se, portanto, necessario o
desenvolvimento de mais estudos a cerca da expressao génica em odécitos equinos,
levando também em consideragcdo a utilizacdo de outros genes alvos, como por

exemplo o gene pro-apoptético Bax, para um resultado mais preciso e detalhado.



6. CONCLUSAO

A avaliacdo da expressao relativa do gene Bcl-2, relacionada ao processo de
apoptose, mostrou que odcitos considerados morfologicamente menos viaveis
possuem elevados niveis de expressdo do gene anti-apoptotico Bcl-2, e que a
maturacado in vitro afeta os niveis de transcricdo do mesmo em o0d0citos equinos e
células do cumulus.

- Odcitos considerados morfologicamente menos viaveis (G2) possuem maior
nivel de transcricdo de Bcl-2 do que aqueles considerados morfologicamente
saudaveis (G1).

- Odcitos menos viaveis apresentam maior acréscimo transcricional do gene
quando submetidos a maturacao in vitro, se comparados aos do grupo com maior
viabilidade.

- Células do cumulus pertencentes ao grupo morfolégico G2 apresentaram
maior nivel de expressédo de Bcl-2 que o grupo G1. Ap6s a maturacdo, variacao

significativa da expressao so foi encontrada no grupo morfolégico G1.
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