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1. INTRODUCAO

A importancia econémica e cientifica do equino estd em ascensdo nos
altimos anos. O aumento da popularidade dos esportes equestres tem proporcionado o
constante crescimento da equinocultura. Além disso, inumeras semelhancas
fisioldgicas e gendmicas entre 0 equino e 0 Homem indicam o potencial destes animais
como modelo experimental (Wade et al., 2009). Assim, é oportuno o aperfeicoamento
de biotécnicas reprodutivas que possibilitem ndo apenas o aumento da producdo, mas
também a selecdo e melhoramento genético destes animais, facilitando sua
comercializacao nacional e internacional.

A maturacao in vitro de odcitos equinos permite a producdo comercial de
embrides, atraves das técnicas de Fertilizacdo in vitro (FIV) e Injecdo
Intracitoplasmatica de Espermatozoide (ICSIl). Entretanto, o alto contetdo lipidico
destes oolcitos aumenta sua suscetibilidade ao estresse oxidativo promovido pelas
técnicas de maturagdo, culminando muitas vezes na ativagdo de rotas de sinalizacao
do processo de morte celular programada ou apoptose (Tremoleda, 2003).

A apoptose € o0 processo responsavel pela manutencdo da homeostase e
regulacdo da fisiologia celular (Parolin & Reason, 2001). Neste processo, ha o
envolvimento de muitos genes e seus produtos protéicos, 0s quais atuam inibindo ou
estimulando sua ocorréncia. Proteinas pré-apoptoéticas, tais como Bax e Bad,
promovem a ativacdo de caspases, moléculas efetoras da morte celular. Em
contrapartida, proteinas anti-apoptoéticas, dentre as quais se destacam Bcl-2, Bcl-xl e
Survivin, suprimem a ativacao de caspases, promovendo a sobrevivéncia celular (Dhali
et al., 2007; Anguita et al., 2009)..

A proteina Survivin € uma molécula de 16.3 kD e 142 aminoacidos que atua
no bloqueio da ativacdo da procaspase-9, prevenindo a consequente formacdo do
apoptossomo (Altieri, 2010). Assim, por executar fungdo crucial na inibicdo do processo
apoptotico, o gene Survivin tornou-se alvo deste estudo, o qual objetivou avaliar suas
taxas de expressdo durante a maturagdo in vitro de odcitos equinos, células de
comportamento peculiar quanto ao processo apoptatico.

2. METODOLOGIA

Os ovarios equinos foram obtidos em abatedouro local e transportados
em recipiente térmico até o Laboratorio de Embriologia Molecular e Transgénese
(UFPel). Através de puncgdo dos foliculos ovarianos com tamanho entre 10 e 20 mm,
aspiraram-se 0os complexos cumulus oocito (CCOs), os quais foram analisados em
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microscopio optico invertido e classificados, de acordo com sua morfologia, em dois
grupos - G1 e G2. Os odcitos com cumulus compacto e com mais de trés camadas de
células, citoplasma homogéneo e zona pelucida integra foram classificados como
morfologicamente saudaveis e dispostos no grupo G1. Ja aqueles com cumulus
expandido ou com menos de trés camadas celulares, zona pellcida fragmentada e
citoplasma heterogéneo foram designados como morfologicamente menos viaveis,
sendo dispostos no grupo G2.

Odcitos de ambos os grupos foram colocados em 10pl do reagente TRIzol
(Invitrogen, USA) e vitrificados para posterior andlise da expressdo génica sem a
realizacdo de maturacéo in vitro. Outros dois conjuntos de odcitos, pertencentes aos
grupos descritos acima, foram maturados em liquido folicular, incubadas por 36 h em
estufa a 38,7 °C e 5% de CO; (Hinrichset al., 2005). Apés a maturagdo, também se
executou o protocolo de vitrificagdo para possibilitar analises posteriores.

Por conseguinte, foi realizada a desvitrificagdo dos o0citos para posterior
extracdo de RNA. O procedimento de extracdo de RNA foi realizado com a adicao
deTRIzol seguida de sucessivas lavagens para a eliminacdo dos demais componentes
celulares, conforme as instru¢cdes do fabricante. As amostras tiveram seu RNA
quantificado através do sistema Qubit™ (Invitrogen, USA) e, entdo, tiveram suas
concentracbes de RNA padronizadas. Apés esta padronizacéo, realizou-se a sintese
de DNA complementar (cDNA) pela reacéo de transcriptase reversa, utilizando o kit
High CapacitycDNA Reverse Transcription®(AppliedBiosystems, USA).

O cDNA obtido foi utilizado como molde para a execucdo da Reacdo em
Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real (QRT-PCR). Para a realizacdo desta
técnica, utilizou-se o kit SYBR Green Platinum (Invitrogen, USA) e iniciadores (primers)
para 0 gene Survivin e para o controle, o gene GAPDH, codificante para a enzima
gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase (Tabela 1). A qgRT-PCR consistiu na
desnaturacao inicial do cDNA em 94°C por 5 minutos; 45 ciclos de 94°C por 30
segundos, 57°C por 1 minuto e 72°C por 30 segundos; 72°C por 5 minutos. Por fim,
realizou-se a dissociacdo das moléculas de cDNA, através de leituras consecutivas da
fluorescéncia emitida a cada acréscimo de 1°C.

Tabela 1 - Primers utilizados no estudo

Primer Sequéncia Fragmento amplificado
Survivin F5'-TTCATCCACTGTCCCACTGA-3’ 98 pb
R 5-GTTCCTCTATGGGGTCGTCA-3’
GAPDH F 5-GCCGTAACTTCTGTGCTGTG-3’ 150 pb

R 5-AATGAAGGGGTCATTGATGG-3’

Os resultados fornecidos pela reacdo descrita acima foram submetidos a
analises estatisticas, visando comparar as possiveis alteracdes na expressao do gene
analisado durante o processo de maturacao in vitro. Para a realizacao destas analises,
utilizaram-se os softwares REST © (Relative Expression Software Tool) e GraphPad
Prism © 5.01.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Através da realizacdo da técnica de gRT-PCR, foram construidas duas curvas
para andlise dos dados obtidos. A curva de amplificacdo (Figura 1) fornece dados
relativos a fluorescéncia emitida pelas amostras a cada ciclo da reacdo. Assim,
amostras relativas a o6citos com maior expressdo do gene Survivin tém seu cDNA
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amplificado previamente aquelas de menor expressao génica. A curva de dissociacao
(Figura 2) informa a fluorescéncia emitida apds cada acréscimo de temperatura em
1°C. Ao passo que as moléculas de DNA desnaturam, notam-se alteracdes na
fluorescéncia emitida, constituindo picos no gréafico. Na andlise realizada, observou-se
apenas a formacdo de um pico, indicando a auséncia de dimeros ou amplicons
inespecificos.
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Figura 1 - Curva de Amplificagdo do Gene Figura 2 - Curva de Dissociacdo do Gene
Survivin Survivin

A curva de amplificacdo permite identificar com precisdo o ciclo que a amostra
emite fluorescéncia superior aos valores limiares, aqueles desconsiderados pela
analise. Neste ponto de emissao, estabelecem-se os valores de Ct (Cycle threshold),
os quais foram utilizados na realizacdo de analises comparativas da expressao génica
entre odcitos imaturos e maturados in vitro. Através do software REST, foram
analisadas os dados fornecidos pela reacdo de QRT-PCR. Ao nivel de 5% de
significancia, ndo foram encontradas diferencas significativas entre a expressado do
gene Survivin em 00citos imaturos e maturados in vitro, com probabilidade de 0,974.
Quando confrontados sob 0os mesmos critérios acima, 0os grupos G1 e G2 também nao
apresentaram diferencas significativas de expressao, estando estes imaturos (P =
0,749) ou maturos (P = 0,262).

Os resultados obtidos pelo software REST foram confirmados através da
construcdo de graficos de expressdo génica relativa, por intermédio do software
GraphPad Prism © 5.01. Novamente, verificou-se a auséncia de diferencas
significativas entre os oocitos imaturos e maturados in vitro, com 5% de significancia. O
gréafico construido (Figura 3) possibilita ndo apenas a identificacdo da expressao média
do gene Survivin antes e apds o0 processo de maturagdo in vitro, mas também fornece
o desvio padréo de cada conjunto de odcitos testado.
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Figura 3 - Expressdo Comparativa do Gene Survivin em Odcitos Equinos
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4. CONCLUSOES

Com a realizacdo deste trabalho, avaliaram-se as diferencas entre a
expressdo do gene Survivin, inibidor do processo apoptético, em odcitos equinos
imaturos e maturados in vitro. Os resultados obtidos permitem inferir que o processo de
maturacgdo in vitro ndo interfere de modo significativo na expressao do gene Survivin.
Ainda assim, considerando o grande numero de moléculas sinalizadoras envolvidas em
tal processo celular, é notavel a possibilidade de mudancas na expressao de inUmeros
outros genes atuantes nesta rota, 0s quais necessitam ser mais bem analisados em
estudos posteriores.
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