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1. INTRODUCAO

Apoptose, termo empregado em 1972 com o propdsito de descrever a morte
observada no desenvolvimento embrionario (Kerr et al., 1972), atual mente também
chamada de morte celular programada, € um processo ativo e irreversivel, de
autodigestdo controlada dos constituintes celulares (Li et al., 2009). Este evento é
essencial ndo apenas para a manutengédo do desenvolvimento dos seres vivos, mas
na remodelagem, senescéncia celular e eliminacdo de células que perderam sua
funcao (Parolin & Reason, 2001).

Expressao de genes envolvidos na apoptose tém sido indicada como marcador
de qualidade e viabilidade oocitaria, e da capacidade de desenvolvimento
embrionario (Dhali et al., 2007; Anguita et al., 2009). Durante a apoptose, a célula
sofre alteracbes morfologicas, fruto de eventos bioquimicos complexos,
apresentando vias distintas de ativacao, por receptores de membrana ou estresse
intracelular, ativadas por diferentes familias de genes (Chang et al, 2002). Sendo
necessario um controle preciso sobre as células que sofrerdo esse tipo de morte em
um organismo ou tecido .

As modificacbes morfoldgicas que ocorrem na célula em apoptose séo
promovidas por uma familia de cisteina-proteases denominadas caspases, cujo
nome vem de sua fungédo (cysteine-aspartic-acid-proteases). Essas proteases sao
sintetizadas como precursores inativos, as pré-caspases, e ativadas, em caspases,
somente quando a célula recebe algum sinal de morte. Uma vez ativadas atuam em
cascata, as caspases iniciadoras, dentre elas a Caspase 9, ativam as caspases
efetoras, funcdo da Caspase 3, que por sua vez atua na degradacdo do acido
desoxirribonucléico (DNA) (Bratton et al., 2001; Coutinho, 2007; Vaculova et al.,
2008; Sharifia et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de apoptose em tecidos
reprodutivos de éguas, atraves da expressao génica das caspase 3 e caspase 9 por
reacdo em cadeia da polimerase por transcriptase reversa. Para futura utilizagao



destes genes como marcadores de viabilidade celular no cultivo e criopreservacao
de tecidos reprodutivos de equinos.

2. MATERIAL E METODOS

O material biologico foi obtido em abatedouro, localizado na cidade de
Pelotas/RS. Foram coletados ovarios e ovidutos equinos na linha de abate. O tempo
decorrente entre o abate e a coleta foi de aproximadamente 30 minutos, sendo o
material transportado em recipiente térmico com solucao 0,9% de NaCl estéril a 32 —
35 °C, até o laboratério de Embriologia Molecular/UFPel. Os odcitos foram coletados
por aspiracao dos foliculos entre 10 e 20 mm de diametro, com auxilio de seringa de
10 ml e agulha 40 x 12 mm. As células do cumulus foram retiradas por pipetagem
em solucéo de 80 Ul de hialuronidase tipo IV (Sigma®- Aldrich, Alemanha).

Das amostras de ovarios, ovidutos, oocitos e células do cumulus, foi extraido o
RNA segundo protocolo proposto por Kang et al. (2009), utilizando Reagente TRIzol®
(Invitrogen®, USA). Do RNA total extraido foi confeccionado o cDNA, seguindo as
instrucdo do manual do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription® (Applied
Biosystems, USA). O cDNA sintetizado foi utilizado como DNA template na reacéo
de cadeia da polimerase (PCR).

Os primers utilizados foram: Caspase 3 (F 5'- CAGTGGATTCAAAATCCATTA -3
e R 5-CCCATTTCAGGATAATCCA-3"), com temperatura de anelamento de 55 °C e
tamanho esperado do produto amplificado de 115 pares de base; Caspase 9 (F 5'-
CCCGACATGATCGAGGACAT -3' e R 5- GTGTCCTGGCCTGTGTCCTC -3'), com
temperatura de anelamento de 55 °C e tamanho esperado do produto amplificado de
137 pares de bases; e como gene controle foi utilizado o GAPDH (Gliceraldeido-3-
Fosfato Dehidrogenase) (F 5-GCC GTA ACT TCT GTG CTG TG-3' e R 5-AAT GAA
GGG GTC ATT GAT GG-3’) com temperatura de anelamento de 61 °C e tamanho
esperado do produto amplificado de 150 pares de base.

As reacdes de PCR foram realizadas conforme instrucdo do PCR Supermix
(Invitrogen®, USA), em Termociclador Endurance TC-3000 (Techne Inc., USA).
Foram utilizados 40 ciclos, de 94 C por 30 segundo s, a temperatura de anelamento
indicada a cada primer por 30 segundos e 72 €T por 1 minuto, com desnatur acao
inicial de 1 minuto e extensédo final de 5 minutos. O produto das reacfes foi
visualizado em eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com GelRed™ (Biotium
Inc., CA) e corrido em cuba de eletroforese (Loccus Biotecnologia, Brasil) e
visualizado no transiluminador L-PIX (Loccus Biotecnologia, Brasil) .

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado amplificacdo da Caspase 3 nas seguintes amostras: ovario,
oviduto 2, células do cumulus 1 e no grupo de odcitos 1; ndo sendo observadas
amplificacfes nas amostras: oviduto 1, células do cumulus 2, no grupo de odcito 2 e
no controle negativo (Imagem 1).

Da caspase 9, foi amplicado produto das seguintes amostras: ovario, oviduto
1, célula do cumulus 1 e 2, odcitos 1 e 2; néo foi observado amplificacdo no controle
negativo (Imagem 1).

Provavelmente, nas amostras que nao foram observadas amplificacées para
0s genes das Caspases 3 e 9, foi devido a baixa concentragcdo de RNA transcrito
das caspases.



Para o gene estrutural, GAPDH, utilizado como controle positivo, foi
observado amplificacdo de produto compativel ao tamanho esperado (150pb), em
todas as amostras, exceto o controle positivo (Imagem 2).

O processo de apoptose é fundamental na homeostase tissular em
organismos multicelulares, observado em tecidos normais, e certamente em tecidos
injuriados e em condi¢Bes patoldgicas (Parolin & Reason, 2001). As caspases séo a
classe de cisteino-proteases com papel essencial na execucéo da apoptose (Sharifia
et al., 2009). Sendo descritas como um evento precoce no processo de morte celular
programada, iniciando sua ativacdo 30 minutos apds a inducdo da apoptose
(Coutinho, 2005).
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Imagem 1. Gel de agarose 1,5% corado com GelRed dos produtos amplificados para os genes
Caspase 3 e Caspase 9. M: marcador molecular de 1Kb, OVR: ovario; OVD: oviduto;
CEL: células do cumulus; OOC: 4ccitos; N: controle negativo.
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Imagem 2. Gel de agarose 1,5% corado com GelRed dos produtos amplificados para os genes
Caspase 3 e Caspase 9. M: marcador molecular de 1Kb, OVR: ovario; OVD: oviduto;
CEL: células do cumulus; OOC: 4ccitos; N: controle negativo.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que, a expressdo das caspases 3 e 9 em tecidos reprodutivos
equinos foi obtida com éxito, permitindo a utilizacdo destes primers e protocolos para
estudos futuros de apoptose no cultivo e criopreservacéo de tecidos reprodutivos de
equinos.
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