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RESUMO

MIYAUCHI, Tochimara Aparecida. Aspectos biologicos do desenvolvimento preé-
implantacional de embriées bovinos partenogenéticos ou fecundados in vitro.
2012. 92f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria)- Unifenas, Alfenas, 2012.

A partenogénese tem sido descrita como um meétodo alternativo para produzir
embrides para estudos com células embrionarias, principalmente em humanos para
0s quais existe a restricao do uso de embrides fecundados. Procedimentos utilizados
na partenogénese sao também necessarios para se produzir embrides por
transferéncia nuclear com células somaticas nas espécies domésticas. Contudo,
muitos aspectos biolégicos, celulares e moleculares dos embrides partenogenéticos
ainda sao desconhecidos. Este estudo objetivou comparar a cinética do
desenvolvimento, indice de apoptose e expressdao de genes de estresse e
metabolismo celular em embrides bovinos partenogenéticos e embrides fecundados
in vitro. Oécitos (n=1541) obtidos de ovarios de matadouro foram maturados in vitro
e submetidos a ativacdo partenogenética (4,62 uM ionomicina por 5 min seguido de
2 mM 6-DMAP por 4h) ou fecundagao in vitro (2 x 10° espermatozoides/ml por 20h,
com sémen de uma Unica partida). Com 72h pos-ativagao/fecundacao (hpaf) parte
dos embrides (8 células) foram congelados para posterior andlise da expressao
génica e outra parte foi separada em grupos de alto ou baixo potencial de
desenvolvimento: Part=8 - embrides partenogenéticos com 8 ou mais células (alto
potencial de desenvolvimento); Part<8 - embrides com menos de 8 células (baixo
potencial de desenvolvimento); FIV=8 - embrides fecundados in vitro com 8 ou mais
células; e FIV<8: embrides com menos de 8 células. Os embrides foram cultivados
em meio CR2aa com 2,5% SFB em 5%CO;, 5%0,, 90% N; a 38,5°C e avaliadas as
taxas de blastocistos com 168hpaf (D7) e 196hpaf (D8). Embrides com 8 células
obtidos ap6s 72hpfa foram analisados quanto a expressao génica. Blastocistos em
D8 foram fixados e posteriormente foram avaliados pela técnica de TUNEL o indice
apoptético. Os dados foram comparados por analise de variancia e as médias por
teste de Student Newman Keuls. A expressao génica foi avaliada pelo software
REST®. Os valores sdao mostrados como médiaterro padrao. Embriées com 8 ou
mais células produziram maiores (P<0,01) taxas de blastocistos no D7 e D8 do que
os embrides com menos de oitos células mostrando seu maior potencial de
desenvolvimento, independentemente se foram partenogenéticos ou fecundados.
Embrides do grupo Part=8 apresentaram maior (P<0,05) taxa de blastocistos no D7
(63,6+3,4%) que os FIV=8 (45,3+8,9%), porém a taxa no D8 foi semelhante
(56,7+3,0% e 44,218,9% para Part=8 e FIV=8, respectivamente; (P<0,05). Nao
houve diferenga (P<0,05) quanto as taxas de blastocistos no D7 e D8 entre embrides
com menos de 8 células oriundos da partenogénese ou fecundagdo. Nao houve
diferenca quanto ao numero total de células (92,0+3,4; 102,30+4,8), células
apoptéticas (10,8+1,22; 9,5+£1,07) e indice apoptético (11,4+1,27; 9,8%£1,8) nos
blastocistos partenogenéticos e FIV, respectivamente. Nos embrides com 8 células
analisados, houve subexpressdo dos genes DNAJB1, HSPA1L, HSF1, GLUT1 nos
Part em relagdo aos FIV, enquanto o HSF2 esteve sobrexpresso nos Part quando
comparado aos FIV. Conclui-se que embrides partenogenéticos bovinos possuem
diferengas se comparados aos embrides fecundados in vitro quanto a capacidade de



desenvolvimento pré-implantacional in vitro e expressao génica, o que pode limitar o
uso da partenogénese em estudos sobre desenvolvimento embrionario.

Palavras- chave: Partenogénese; expressao génica; embrido; bovino.



ABSTRACT

MIYAUCHI, Tochimara Aparecida. Biological aspects of preimplantation
development of parthenogenetic or fertilized in vitro bovine embryos. 2012.
92f. Dissertation (Master of Veterinary Medicine) - Unifenas, Alfenas, 2012.

Parthenogenesis has been described as an alternative method to produce embryos
for studies with embryonic cells, particularly in humans which have a restriction of
fertilized embryos. Procedures used in parthenogenesis are also required to produce
embryos by somatic cell nuclear transfer in domestic species. However, many
biological, cellular and molecular aspects of parthenogenetic embryos are still
unknown. This study aimed to compare the kinetics of development, apoptosis rate
and gene expression of stress and celular metabolism in bovine parthenogenetic
embryos and embryos fertilized in vitro. Oocytes (n = 1541) obtained from
slaughterhouse ovaries were matured in vitro and submitted to parthenogenetic
activation (4.62 puM ionomycin for 5 min followed by 2 mM 6-DMAP for 4 h) or in vitro
fertilization (2 x 10° sperm/mL for 20h with semen from a single departure). 72h
postactivation/fertilization (hpaf), embryos (8-cell) were frozen for subsequent
analysis of gene expression and another part has been separated into groups of high
or low potential of development: Part = 8 - parthenogenetic embryos with 8 or more
cells (high development potential); Part < 8 - embryos less than 8 cells (low
development potential); = 8 IVF - in vitro fertilized embryos with 8 or more cells; and
IVF < 8 - embryos with less than 8 cells. Embryos were cultured in CR2aa medium
with 2.5% BFS in 5% CO,, 5% O, 90% N, at 38.5° C and were evaluated rates of
blastocyst 168hpaf (D7) and 196hpaf (D8). 8-cell embryos obtained after 72hpfa
were analyzed for gene expression. D8 blastocysts were fixed and subsequently
apoptotic index was analyzed by TUNEL. Data were compared by analysis of
variance and means by Student Newman Keuls test. Gene expression was evaluated
by REST® software. Values are shown as mean # standard error. Embryos with 8 or
more cells produced higher (P < 0.01) blastocysts rates in D7 and D8 compared to
embryos with less than eight cells, showing its greatest development potential,
regardless if they were parthenogenetic or fertilized. Embryos of Part = 8 group had
higher (P <0.05) blastocyst rate in D7 (63.6 = 3.4%) than IVF = 8 (45.3 + 8.9%), but
at D8 rate was similar (56.7 = 3.0% and 44.2 + 8.9% for Part =2 8 and IVF = 8,
respectively; P <0.05). There was no difference (P < 0.05) on blastocyst rates at D7
and D8 between embryos with less than 8 cells derived from parthenogenesis or
fertilization. There was no difference in total cell number (92.0 + 3.4, 102.30 * 4.8),
apoptotic cells (10.8 £ 1.22, 9.5 + 1.07) and apoptotic index (11.4 £ 1.27, 9.8 + 1.8)
for parthenogenetic and IVF blastocysts, respectively. In 8-cell embryos analyzed,
there was a subexpression of genes DNAJB1, HSPA1L, HSF1 and GLUT1 for Part in
relation to FIV, while HSF2 was overexpressed in Part compared to FIV. In
conclusion, bovine parthenogenetic embryos differ to embryos fertilized in vitro in
hability of preimplantation development in vitro and gene expression, which may lit
the use of parthenogenesis in studies of embryonic development.

Keywords: Parthenogenesis, gene expression, embryo, bovine.
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1 INTRODUCAO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) é uma importante biotécnica para
o melhoramento animal que vem sendo amplamente utilizada. Nesta, estdo
envolvidas as etapas de colheita dos odcitos, a maturagéo (MIV), a fertilizagéo (FIV)
e, posteriormente, o cultivo (CIV) in vitro até o estadio de blastocisto (SANTANA,
2012), quando o mesmo sera transferido para uma receptora ou devido aos avangos
alcancados, na auséncia de receptoras aptas a recebé-lo, pode ser criopreservado
(VARAGO et al; 2008).

A PIVE é uma valiosa ferramenta para difundir e acelerar a produgéo de
animais geneticamente superiores além de impedir o descarte precoce de fémeas
portadoras de alteragdes que as impecam de se reproduzir por meio de monta
natural ou TE. (GONCALVES et al; 2007). Essa ferramenta tem grande relevancia
para estudos biotecnoldgicos como a técnica de transferéncia nuclear (TN). Uma
importante aplicacdo da TN esta na associacdo com a tecnologia de modificacao
genética dos animais, os clones transgénicos, os quais podem ser utilizados para a
producdo de proteinas humanas recombinantes, para xenotransplantes e para
estudos de doencas genéticas humanas. As aplicacées da TN podem beneficiar
estudos na medicina, na conservagcdo animal e na ciéncia basica, como a
diferenciacdo celular, a manipulagdo de genoma e a heranca citoplasmatica,
contribuindo ainda para o conhecimento de genes imprinted e de fatores
epigenéticos. (NEVES, MIRANDA e TORTORELLA, 2010).

O Brasil possui uma posi¢cdo de destague mundial, produzindo 220.425
embrides in vitro, correspondendo a 66,6% do total de embrides bovinos produzidos
in vitro no mundo (VIANA et al; 2010). O crescimento da PIVE em bovinos se deve a
demanda comercial. Isso requer ainda mais pesquisas para aumentar a eficiéncia.
Em humanos, apesar dos avangos ja alcangados, existem questdes bioéticas que
limitam o desenvolvimento de pesquisas (GOMES; 2007).

Com o intuito de contornar essas questdes, sugeriu- se a partenogénese,
que é definida como a producdo do embrido, a partir do gameta feminino na
auséncia da contribuicdo do gameta masculino, com ou sem eventual
desenvolvimento de um individuo (FUKUI et al., 1992). Essa técnica tem sido
descrita como um método com potencial para se evitar as limitacdes éticas com

pesquisas envolvendo embrides humanos fecundados, como estudos com células-
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tronco embrionarias (PAFFONI et al., 2008). Entretanto, muitos aspectos biolégicos
dos embrides partenogenéticos ainda sao desconhecidos.

Uma vez entendidas as diferencas biolégicas entre embrides FIV e
partenogenéticos, estes podem se tornar uma fonte alternativa de células- tronco e
de ferramenta experimental devido a relativa rapidez e facilidade dos procedimentos
de ativacao partenogenética somada a homogeneidade do desenvolvimento desses
embrides, podendo resolver muitos dos problemas éticos associados com o uso de
embrides humanos para fins experimentais. Uma alternativa seria o uso de embrides
bovinos em substituicdo aos embrides humanos em pesquisas, pela possivel
semelhanga que apresentam.

O objetivo deste estudo foi comparar o desenvolvimento pré-
implantacional e os aspectos celulares e moleculares entre embrides bovinos

produzidos in vitro e partenogenéticos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producao in vitro de embrioes (PIVE)

O primeiro bebé que foi concebido pela utilizagdo de técnicas de
fertilizacao in vitro (FIV), termo empregado na reproducao humana em substituicao a
PIVE, trouxe para o ambito cientifico a possibilidade de intervir no processo da
reproducdo humana, gerando esperanca para casais com diagndéstico de
infertilidade (MAKUCH, 2001; ORIA & XIMENES, 2004).

As pesquisas nessa area comecaram muito antes do nascimento do
primeiro bebé por FIV. Walter Heape transferiu com sucesso embrides de coelhos na
década de 1890. Desde entdo, varias pesquisas foram sendo realizadas, tanto em
humanos como em bovinos (BETTERIDGE; 2003). Bavister descreve que a
descoberta em 1951 da capacitacdo de espermatozoide, ou o passo final na
maturacao do mesmo, foi fundamental para o desenvolvimento da fertilizacao in vitro
(BAVISTER et al; 1992).

Robert Edwards e Patrick Steptoe, fisiologista e ginecologista,
respectivamente, foram pioneiros em fertilizacao in vitro em seres humanos na Gra-
Bretanha. Na década de 1960, Edwards alcancou a primeira fertilizacdo de um
odcito fora do corpo humano. Ao mesmo tempo, Steptoe estava trabalhando para
desenvolver a nova técnica cirurgica de laparoscopia (STEPTOE e EDWARDS,
1978).

Iritani e Niwa (1977) obtiveram os primeiros resultados de MIV e FIV de
embrides bovinos, dando inicio aos primeiros passos da PIVE em bovinos.

Em humanos, ap6s numerosos estudos, em 25 de julho de 1978, nasceu
na Inglaterra Louise Toy Brown, o primeiro “bebé de proveta”, de FIV. Foi o evento
mais importante até aquele momento em matéria de reproducéo assistida, realizado
por dois médicos ingleses ( STEPTOE e EDWARDS; 1978).

Brackett et al. (1982) divulgaram o nascimento do primeiro bezerro FIV.
Ja Hanada et al. (1986), relataram o nascimento do primeiro bezerro a partir de
odcitos maturados e fertilizados in vitro, porém com cultivo in vivo. E, finalmente, Lu
et al. (1987) descreveram com sucesso o0 nascimento do primeiro bezerro apés MIV,
FIV e CIV.
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Melhorias para o tratamento de FIV em bovinos e humanos foram
realizadas, incluindo melhores técnicas de cultura, refinamentos nos protocolos de
recuperacao de odcitos e capacidade de recuperar os 06citos com uma sonda de
ultrassom vaginal em vez de laparoscopia.

Com o desenvolvimento do método de puncdo folicular, tornou-se
possivel a recuperagdo de odcitos de fémeas vivas para fecundacgao in vitro (FIV),
abrindo novos caminhos para a multiplicacdo de animais de interesse econdémico
superando os atuais indices da TE, no que diz respeito a producao de bezerro por
vaca por ano. Essa técnica pode ser utilizada em animais jovens, gestantes,
lactantes ou com problemas de infertilidade adquiridos (GOODHAND et al., 1999;
TANEJA et al., 2000).

Apesar da expressiva contribuicdo, a FIV ainda apresenta algumas
deficiéncias nas etapas envolvidas (JANSSENS et al., 2000; GARCIA, et al., 2004).
Estudos com animais ndo superestimulados demonstraram recuperacédo de 70% de
complexos cumulus odcitos (CCOs) por aspiracao folicular (SENEDA et al; 2001;
VIANA et al., 2004). E esperado que, ap6s a MIV, em torno de 90% desses odcitos
atinjam a metafase Il com expulsédo do primeiro corpusculo polar. Destes, 80% serao
fecundados e comecarao a se dividir, até um estadio de duas a quatro células pelo
menos (BAVISTER et al; 1992; LONERGAN et al; 2001). No entanto, somente 10%
a 40% sao convertidos em Blastocisto (Bl) (VAN WAGTENDONK-DE LEEUW, 2006;
LONERGAN e FAIR, 2008; RIZOS et al; 2008), obtendo-se taxas de gestacdo nao
superiores a 50% (PETERSON e LEE, 2003; PONTES, 2009; SIQUEIRA et al.,
2009; NUNES et al., 2010).

Essa biotecnologia possui muitas vantagens, como o aumento do
potencial de exploracdo zootécnica de fémeas de genética superior em um menor
periodo de tempo (VARAGO et al.,2008), instrumento importante para o melhor
aproveitamento reprodutivo dos rebanhos, diminuindo o intervalo entre geragdes e
acelerando o melhoramento genético animal (PEGORARO; 1997). Quando aliada a
técnica de transferéncia de embrides, torna possivel aumentar a vida reprodutiva de
animais de alto valor genético, como fémeas que ndo respondem aos tratamentos
de superovulacao, fémeas imaturas, idosas ou aquelas que apresentam infertilidade
adquirida devido a patologias no trato reprodutivo, impossibilitando a fecundacéo e o

desenvolvimento embrionario in vivo.
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Outras vantagens da PIVE sdo a conservagdo e a regeneragao de
espécies animais em extingdo (RUMPF, 2007) e o aprimoramento e a aplicacao de
técnicas como a clonagem por transferéncia nuclear, a injecao intracitoplasmatica de
espermatozoide (ICSl) e a transgenia (CAMARGO et al., 2006). Ainda representa um
importante recurso para a pesquisa de eventos bioldgicos que ocorrem durante a
MIV, a FIV, a CIV de odécitos, a capacitacdo espermatica e os fendbmenos
relacionados ao desenvolvimento embrionario na fase de pré-implantacao
(GONCALVES et al ; 2007).

As técnicas de reproducéao assistida (TRA) empregadas atualmente para
o tratamento da infertilidade vém proporcionando grande desenvolvimento
tecnolégico. Uma revolugdo foi marcada com a técnica de injegcéao
intracitoplasmaticas de espermatozoide (ICSI) em 1992, por Palermo e
colaboradores, para o tratamento de infertilidade masculina grave. Embora se tenha
alcancado grande avango nas TRA nos ultimos anos, os resultados de fertilizacao
ainda ndo sao totalmente satisfatorios (SAKKAS et al., 1996; DUBEY et al., 1997).

Aprimoramentos adicionais e vantagens para F/V em humanos também
foram desenvolvidos, incluindo melhores protocolos de tratamento para as mulheres
com mais de 40 anos e a técnica, chamada de incubacao assistida, aumentando as
chances de gestacdo bem sucedida. Com essa técnica, os embrides se
desenvolvem no laborat6rio por até cinco dias antes de serem implantados no Utero.

Avancgos nesse campo da biomédica foram estrondosos e abruptos. Com
a revolugdo médica, o mundo inteiro se alarmou quanto as consequéncias que tais
métodos poderiam ter. Diante de tantas complicagdes surgiram questionamentos
éticos, socioculturais, biolégicos e psicolégicos a respeito de tal intervencao técnica
na natureza humana (FRAZAO, 2000).

Estudos focando as mudangas de metilacdo ocorridas em mamiferos
durante o desenvolvimento embrionario tém demonstrado maiores similaridades
entre os modelos humanos e bovinos quando comparados ao modelo de
camundongos. Devido a tais similaridades, tem- se sugerido que bovinos possam
ser um modelo animal melhor do que camundongos para o estudo da
reprogramacao epigenética, substituindo de forma mais adequada a necessidade
imediata de utilizacdo de embribes humanos nas pesquisas (NIEMANN &
WRENZICKI,2000; WRENZICKI et al.,2005)
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Segundo Harris Lewin (2009), da Universidade de lllinois, Estados
Unidos, apesar do periodo de evolugao, bovinos e humanos conservam um grande
grau de similaridade entre suas arquiteturas, inclusive muito maior do que entre o
homem e o camundongo, um modelo experimental largamente empregado pela
pesquisa biomédica.

Para evitar questionamentos, embrides partenogenéticos estdo sendo
propostos como modelos experimentais, ou mesmo o uso de embriées bovinos para
pesquisas em substituicAo aos embrides humanos pela possivel semelhanga entre

ambos.

2.2 Partenogénese

A produgdo de embrido, a partir do gameta feminino, na auséncia da
contribuicdo do gameta masculino, com ou sem eventual desenvolvimento de
individuo, é definida como partenogénese (FUKUI et al., 1992 ).

Essa forma de reproducao nao € espontanea em mamiferos, embora seja
uma estratégia reprodutiva de algumas espécies de insetos como moscas, formigas
e abelhas, e também em alguns vertebrados como lagartos, peixes, anfibios, cobras,
entre outros organismos (HIPP & ATALA, 2004).

Partenotos humanos sao de interesse para obtencao de células-tronco
embriondrias (CTE) e geram todos tecidos embrionarios, evitando problemas éticos.
Poucos estudos dedicaram-se a ativagdo partenogenética de odcitos humanos
(PAFFONI et al., 2008). Assim, oocitos bovinos servem como um bom modelo
experimental para extrapolagcao dos resultados aos humanos.

A partenogénese tem sido empregada como modelo para o estudo dos
eventos bioquimicos e morfolégicos que ocorrem durante o desenvolvimento
embriondrio inicial. Esse modelo vem sendo utilizado para a otimizagdo de
metodologias empregadas na transferéncia nuclear como protocolos de ativagao
(SHEN et al., 2007; WANG et al., 2008). Dessa forma, a TNCS pode servir também
para a producado de animais transgénicos portadores de proteinas recombinantes
que auxiliariam em novas alternativas de tratamento em humanos (FREITAS, 2006;
FREITAS et al., 2007b).

Além disso, odcitos ativados partenogeneticamente sao frequentemente

empregados em experimentos de clonagem como controles das condigbes de



25

manipulacdo, tais como meio de manutencao, temperatura ambiente, metodologia e
sistema de ativacao, sistema de cultivo e qualidade intrinseca dos oécitos (SHEN et
al., 2007; WANG et al., 2008). Outra aplicacao da partenogénese é a extracao de
células- tronco embrionarias em humanos, a qual estd associada a interesses
bioéticos. As células- tronco de embrides partenogenéticos podem ser utilizadas
sem destruir um embrido viavel, uma vez que o0s sinais partenogenéticos limitam o
potencial de desenvolvimento in vivo ( BOEDIONO et al., 1991).

A complementacdo gendmica parental é requerida para o
desenvolvimento fetal a termo, em mamiferos. Devido a origem exclusivamente
materna dos embrides partenogenéticos, importantes genes imprinted paternos nao
S80 expressos e, consequentemente, todo o desenvolvimento do concepto é
comprometido (CAMPANHA, 2012).

2.2.1 Ativacao partenogenética (AP)

Os o6citos dos mamiferos tém pouco tempo para serem ativados apos a
ovulacado, seja naturalmente pela fecundacao ou, artificialmente, pela ativagao
partenogenética. Passado muito tempo, sdo observados sinais de deterioragdo
celular e reducdo nas taxas de fecundacdo e de desenvolvimento embrionario
(GORDON et al., 2002).

Odbcitos bovinos ovulados ou maturados in vitro estdo parados em
metafase Il (MIl) devido a alta concentracdo de MPF e de MAPK e sé completam a
meiose depois de ativados pelo espermatozoide ou por estimulo artificial (MEO et
al., 2007). No processo de fecundagcdo e de ativagdo do odcito, uma cascata de
eventos € desencadeada e culmina com a formagéao do inositol trifosfato (IP3), cuja
principal fungdo é levar estimulos de liberagdo do Ca®* estocado no reticulo
endoplasmatico (HAUNOCZKY et al, 2003). Sabe-se que os fons Ca®* estdo
envolvidos na exocitose dos granulos corticais € no controle da progressao do ciclo
celular (GRUPEN et al., 2002).

O MPF atua nos odcitos, promovendo a quebra do envelope nuclear,
induzindo a condensagao da cromatina e participando da formagéo do fuso meiético
(MADGWICK e JONES, 2007). Um unico estimulo pode ser capaz de inativar o
MPF, o que implica retomada da meiose, extrusao do segundo corpusculo polar e

formacao dos pronucleos (BARNES et al., 1993).
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Nos embrides partenogenéticos, ndo ha separagdo das cromatides e o
pronicleo é formado a partir da descondensacdo dos cromossomos em MiIl,
acarretando a diploidia (MEO, 2002), entretanto apresentam falhas na expressio de
alguns genes devido a presenca exclusiva do material genético de origem materna
(URANGA e ARECHAGA, 1997; VAN DE VELDE et al., 1999).

2..2.2 Agentes ativadores

Na auséncia do espermatozoide, diversos tratamentos séo utilizados para
simular artificialmente a ativacao in vitro de odcitos bovinos, desde agentes quimicos
e fisicos ou até mesmo com a combinagdo de ambos. A injecdo citoplasmatica de
solugdes contendo célcio, de agonistas de receptores de inositol trifosfato, de
ativadores de proteina G; a incubacdo com etanol, com calcio ionéforo, com
estroncio e com timerosal ou a infusdo de calcio extracelular ou inositol trifosfato no
citoplasma com subsequente exposicdo a pulsos de eletricidade, sdo meios de
induzir oscilagdes intracelulares de calcio (GRUPEN et al., 2002).

A inativagao temporaria do MPF obtida com um pico de calcio (célcio
inoforo, etanol, estréncio), em combinacdo com a sua inibicdo persistente, que é
induzida por inibidores da sintese proteica ou inibidores de proteina quinase, sdo os
métodos de ativagao mais eficientes (KARJA et al, 2005).

Similarmente aos espermatozoides, o estrobncio induz a mdultiplas e
periddicas oscilagbes de calcio intracelular, entretanto os pulsos de calcio sao
menores em frequéncia e amplitude e mais longos em duracdo do que observados
na fecundagao (LIU et al, 2002).

Ja o etanol, promove um Unico pico intracelular de céalcio de amplitude
maior e mais duradouro do que o pico inicial observado na fecundacao (ROGERS et
al., 2006). Esse pico € originado pelo influxo de calcio extracelular e pela liberacdo
dos estoques internos (LOI et al., 1998).

Os iondforos de calcio (lonomicina e A23187) sdo compostos capazes de
formar um complexo com o ion célcio e transporta-lo através de membranas
biol6gicas (WANG et al., 1999), mas sua concentragdo e o tempo de exposicao

podem afetar a eficiéncia da ativagao oocitaria.



27

A cicloheximide, exemplo de inibidores de sintese proteica, é um
composto que inibe a sintese do fator citostatico, reduzindo o nivel de atividade do
MPF e desencadeando o reinicio da meiose (GRUPEN et al., 2002).

A roscovitine, um inibidor de proteina quinase, inibe o MPF, evitando a
ligacdo da subunidade p34cdc2 ao ATP sem afetar a atividade de outras quinases
(DENG e SHEN, 2000). Enquanto que o 6-dimetilaminopurine (6-DMAP) atua por
meio da inibicdo de proteinas quinases, inibindo consequentemente a fosforilagéo de
proteinas como a p34cdc2 e a MEK quinase, reduzindo desse modo, as atividades
do MPF e MAPK (LIU et al., 1998), acelera- se a formagao dos pronucleos, além de
contribuir para a desorganizagdo dos microtdbulos e inibir a extrusdo do segundo
corpusculo polar, determinando a formacdo de um embrido diploide (VITULO &
OZIL, 1992). Apds a remocéo de 6-DMAP, o odcito reinicia a citocinese, mas nesse
estadio, ja ocorre a primeira divisdo mitética (clivagem), mantendo- se, portanto, a
diploidia cromossémica (NAVARA et al., 1994; MITALIPQOV et al, 2001).

A estimulacao elétrica consiste em colocar os oécitos entre dois eletrodos,
imersos em uma solucao nao eletrolitica que contenha manitol, sucrose ou glicose e
submeté-los a um ou mais pulsos de eletricidade. As moléculas de agucar fazem
com que a membrana plasmatica se desestabilize enquanto que o estimulo elétrico
induz a formacdo de poros na bicamada lipidica, facilitando o influxo de calcio
extracelular. A amplitude e o tempo de duracéo do pico de calcio sao afetados pela
voltagem aplicada e pela duragdo do estimulo elétrico. A membrana permanece

permeavel ao calcio por muitos minutos (GRUPEN et al., 2002).

2.3 Etapas da PIVE

A PIVE compreende as etapas de MIV, FIV, CIV de odbcitos, a
capacitacado espermatica e os fenémenos relacionados ao desenvolvimento
embrionario na fase de pré-implantacdo (GONCALVES et al ; 2007).

2.3.1 Maturacao do odcito

Capacitagao oocitaria é o termo utilizado para a fase de desenvolvimento
dos odcitos, na qual eles adquirem plena capacidade para desenvolver a sequéncia
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de eventos da PIVE (HYTTEL, et al; 1997). E considerada uma das fases mais
importantes de todo o processo. Reservas bioquimicas serdo produzidas pelos
odcitos para que ocorra a manutencao do desenvolvimento embrionario inicial até a
transicdo materno- zigoética (ativacdo dos genes do embrido), além de sintetizar
enzimas capazes de diminuir o estresse oxidativo (HYTTEL, et al, 1997).
Normalmente, o potencial de desenvolvimento embrionario estéd intimamente ligado
a caracteristicas intrinsecas dos o6citos, como o foliculo de origem, a morfologia, o
estado de poliadenilacdo e a cinética das primeiras clivagens (MEIRELLES et al.,
2004).

AlteracGes nucleares e citoplasmaticas ocorrerdo durante todo o processo
de maturacdo. No nucleo, podem- se citar quebra da vesicula germinativa (GVBD);
desaparecimento do nucléolo; condensagdo da cromatina; extrusdo do primeiro
corpusculo polar e formacao do segundo fuso meiético (MEINECKE et al., 2001). Em
se tratando de citoplasma podemos incluir, sintese de proteinas (SIRARD et al.,
1999), modificacbes moleculares (KUBELKA et al., 2000); redistribuicdo das
organelas intracelulares (STOJKOVIC et al., 2001) e maturagdao dos mecanismos de
liberagdo do Ca®* (WANG et al, 2003). No reinicio e regulacdo de meiose,
transformacdes estruturais sdo acompanhadas por uma série de atividades
bioquimicas estabelecidas por uma complexa cascata de fosforilacbes e de
desfosforilacdes de proteinas (DE SOUZA et al., 2004; DEKEL, 2005 , DUMONT et
al., 2005). As proteinas do complexo MPF (fator promotor de maturacao) e da familia
MAPK (proteina cinase ativada por mitdgenos) ocupam posi¢do de destaque nesse
periodo. Toda esta sincronia visando tornar o oécito imaturo capaz de ser fecundado
e se tornar um embri&o viavel.

Apesar de sua complexidade, a maturacao oocitaria pode ser realizada in
vitro apés remogao do odcito imaturo do foliculo e do cultivo em meio e ambiente
adequados (EDWARDS, 1965; GORDON, 1994). Por outro lado, in vivo, é durante a
fase de desenvolvimento folicular que o odcito adquire a competéncia para o
posterior desenvolvimento (LONERGAN et al., 2003a). A maturagdo inadequada do
odcito, seja do nucleo ou do citoplasma, inviabiliza a fecundacdo e aumenta a
ocorréncia de polispermia, de partenogénese e de bloqueio do desenvolvimento
embrionario (XU e BRACKET, 1998).
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2.3.2 Maturacao nuclear

A maturagao nuclear é caracterizada pelo oécito em estadio de metafase
[I. Alguns eventos estdo envolvidos no processo de maturacdo nuclear in vitro, ou
seja, quando CCOs sao removidos do ambiente folicular e ocorre o rompimento do
contato fisico com as células da granulosa, promove- se o fim das comunicacées
intercelulares via Jung¢des “GAP”. Esse estimulo do odcito leva a condensacao da
cromatina e ao rompimento da vesicula germinativa, dando inicio a Mll e a segunda
retomada artificial do ciclo (EDWARDS, 1965).

A competéncia oocitaria € adquirida durante a fase de crescimento, no
momento que 0s odcitos atingem um determinado didmetro de acordo com cada
espécie (maior que 110 um para ruminantes) (ANGUITA et al, 2007) que é quando a
sintese e a estocagem de proteinas e de RNA ocorrem (CROZET et al , 1981).
Algumas proteinas, como o fator promotor de maturagédo (MPF) no citoplasma, séo
importantes no processo de desenvolvimento do odcito antes e apds a ativagao do
genoma embriondrio (AGE) e sao sintetizados durante a fase de crescimento do
odcito ainda dentro do foliculo (KRISHER, 2004).

O MPF é uma proteina quinase constituida por uma subunidade catalitica
(p34) e por outra, regulatéria (ciclina B) (GAUTIER e MALLER, 1991). E mediada por
eventos de fosforilacdo e de desfosforilacdo, tendo sua atividade aumentada em
estadio de quebra da vesicula germinativa, com alta atividade em metafase |,
decrescendo em anafase e em tel6fase e alcangando outro pico em metafase II.
Est4 relacionada com a retomada da meiose, que é mantida por altos niveis de MPF
no citoplasma do o6cito (CROZET et al., 2000).

2.3.3 Maturacao citoplasmatica

Alterac6es metabdlicas ocorrem durante toda a maturagao citoplasmatica
do odcito. Processos altamente complexos envolvem varios eventos simultaneos,
como sintese de proteinas (SIRARD et al, 1988), modificacbes moleculares
(KUBELKA et al, 2000) e migracdo e reorganizagdo de organelas no citoplasma
(STOJKOVIC et al, 2001). Esses eventos tornam o o06cito capaz de completar a
maturacao nuclear, a fecundacao, a embriogénese precoce, o inicio da gestacdo e o
desenvolvimento fetal normal (SIRARD et al., 2006).
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Varias mudangas na organizacdo citoplasmatica ocorrem durante a
maturagao oocitaria, como um desenvolvimento continuo da reserva lipidica, a
reducdo do compartimento de Golgi, o rearranjo das mitocéndrias e o alinhamento
dos granulos corticais ao longo do oolema (BRITTO, 2011). Para que o odcito
suporte o desenvolvimento ap6s a fecundacdo até o estadio de blastocisto, ele
precisa de uma reserva energética que, provavelmente, se dé por meio do aumento
do compartimento lipidico (DIELEMAN et al., 2002).

As células da granulosa também tém certa importancia, pois sao
responsaveis pela aquisicdo de um fator que permite a descondensacdo da
cromatina espermatica e a substituicao de suas nucleoproteinas (SZOLLOSI, 1993).

Grande parte dos odcitos bovinos sofrem maturagdo espontdnea, em
contrapartida pouco se sabe sobre os requerimentos para uma adequada maturagéao
citoplasmatica (CALDER et al., 2003).

2.3.4 Maturacao molecular

A maturagdo molecular corresponde a fase de crescimento do odcito.
Envolve transcricdo, armazenamento, processamento do RNAm, traducdo de
proteinas e eventos celulares como fertilizacdo e formacao de pré- nucleos (LIU et
al., 2009).

Ainda estdo obscuros os mecanismos responsaveis pelo bloqueio e pela
ativacdo da divisdo meidtica. Acredita-se que estejam envolvidos no mecanismo
molecular de controle do ciclo celular meibtico e mitdtico a ativacdo do fator
promotor de maturacado (MPF) outros fatores, como inibidor da maturacdo do odcito
(OMI) adenosina monofosfato ciclica (AMPc), ions calcio produzidos por células
foliculares e das préximas C-MOS e MAPK (mitogen- activated kinase protein)
(GUERRA 2001; HAN; CONTI, 2006).

2.3.4.1 Fator promotor de maturacao (MPF)

O MPF encontra-se em uma forma complexa fosforilada, com uma
subunidade catalitica, a cdc2 e uma subunidade reguladora, a ciclina B (ARAUJO et
al., 2007). Nas fases de reinicio das divisbes meioticas, os MPF apresentam

atividade acentuada em odcitos, alcancando seu maior nivel na meiose |, e seu
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decréscimo, na transicdo de anafase para tel6fase antes da liberacdo do primeiro
corpusculo polar. Ap6s fertilizacao ou ativagdo partenogenética, o mesmo é
degradado (KOVO et al., 2006).

2.3.4.2 Proteina cinase ativada por mitégenos (MAPKS)

As MAPKs sédo proteinas envolvidas na progressdo da meiose
pertencentes a familia das serina/treonina cinase (KUBELKA et al, 2000). Sao
conhecidas também por ERK (cinase regulada por sinal extracelular) por serem
ativadas por sinais extracelulares (KRISCHEK e MEINECKE, 2002). Sua ativagéo é
mediada por fatores de crescimento, com ativagdo menor pelo estresse, pelo efeito
osmoético e pela desorganizagcdo dos microtubulos. Esta relacionada a fosforilagcao
de diversos substratos como fosfolipases, fatores de transcricdo e proteinas do
citoesqueleto (ROUX e BLENIS, 2004).

A via MAPKs é ativada durante a maturagcdo meibtica em oécitos e as
suas duas isoformas principais (ERK 1/2) sao ativadas com o rompimento da VG
(KUBELKA et al., 2000), sugerindo que sua utilizacdo nao € requerida para o reinicio
da meiose e, sim, para eventos pos- rompimento da VG (KANO et al., 2000;
LEFEBVRE et al, 2002). Em condicdes especiais, essa proteina induz ao

rompimento da VG, promovendo o reinicio da meiose (INOVE et al., 1998).

2.3.4.3 Monofosfato de Adenosina ciclica (AMPc)

O AMPc originario das células foliculares esta diretamente relacionado
com a ativagdo do MPF. Alcanca o odcito pelas jungdes gap, mantendo sua alta
concentracdo via proteina quinase A (PKA). Quando em baixas concentracées,
induz a degradacao da vesicula germinativa, impedindo a comunicacdo entre as
células foliculares e o odcito, levando a inativagdo da PKA, o que possibilita a
reativacao da divisao celular (DEKEL, 2005).

2.3.4.4 Inibidor de maturacao oocitaria (OMI)

O OMI é sintetizado pelas células da granulosa, sendo que as células da

teca contribuem na amplificacdo desse sinal (KOTSUFI et al., 1994). Wossarman e
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Albertini (1994) sugeriram que o OMI € dos fatores que impedem o oécito de sofrer
maturagdo meidtica in vivo. E encontrado no fluido folicular dos ovarios.

Quando os CCOs sao removidos dos foliculos antrais e cultivados in vitro,
retomam a meiose espontaneamente, mesmo sem a presenca de horménios,
provavelmente pela retirada de algum fator inibidor presente no foliculo integro.
Sugere-se que esse fator seja o OMI (PINCUS e ENZMANN, 1935, citado por
COELHO et al., 2002).

2.3.4.5 ions calcio

A mobilizacdo intracelular de célcio é seguida por influxo de calcio do
ambiente extracelular. O aumento intracelular de calcio induzido pela ativacdo do
receptor inositol 1,45 — trifosfato (IP3R) presente na membrana do reticulo
sarcoplasmatico influencia a ativacdo do od6cito. A ativagdo do odécito esta
relacionada com a perda da membrana nuclear, com a desintegracdo da vesicula
germinativa, com a condensagao da cromatina em cromossomos bivalentes e com a
separacao dos cromossomos homodlogos (WILLIANS, 2002; TSAFRIRI e MOTOLA,
2007).

2.4 Fertilizacao in vitro (FIV)

A fertilizagdo €& um processo que envolve diversos mecanismos
moleculares. O processo tem inicio com a penetracdo do espermatozoide através do
odcito e culmina com a restauracao do complemento diploide dos cromossomos
(GALBINSKI, 2001).

Essa etapa depende muito da qualidade dos od6citos e dos
espermatozoides (CARVALHO NETO, 2009). Quando os odcitos sdo de ovarios de
abatedouro, hd muitas vezes variacbes na qualidade e na cinética de seu
desenvolvimento (LABRECQUE e SIRARD, 2011). O sémen também & uma fonte de
variacdo, e a fertilidade do touro pode interferir na taxa de clivagem e producao de
blastocisto (CAMARGO et al., 2002; WARD et al., 2002).

Ap6s a maturacdo dos o00citos, os espermatozoides viaveis sao
separados a fim de iniciar sua capacitacdo e desencadear a reacao acrossdémica,

alcancando sua capacidade fecundante. Sabe- se que a capacitagdo espermatica
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envolve mecanismos bioquimicos e estruturais que levam a eliminacdo de
componentes aderidos a membrana espermatica, ao aumento da permeabilidade
aos fons Ca*?, & mudanga de pH interno e ao aumento da permeabilidade e do
metabolismo celular (PALMA, 2001).

O odcito maturado e o espermatozoide capacitado estdo prontos para se
juntarem. Logo apés a ligagdo a zona pelucida do oécito, o espermatozoide sofre
processo de exocitose celular, a reagdo acrossomal (PRESTES e LANDIM
ALVARENGA, 2006), com posterior término da meiose. O segundo corpusculo polar
é liberado, deixando o o6cito com um complemento haploide de cromossomos. A
adicao dos cromossomos do espermatozoide restaura o numero diploide no gameta
(WU et al., 2001).

Logo apds a incorporagdo do espermatozoide ao citoplasma do odcito,
sua membrana nuclear desaparece e se inicia a descondensagdo do nucleo
(YANAGIMACHI R, 1981). Assim que a cromatina espermdtica € exposta ao
citoplasma do odcito, comeca a perder protaminas, sendo estas substituidas por
histonas (RODMAN et al., 1981). Imediatamente ap6s a fertilizacdo, a superficie do
oocito sofre modificagbes que impedem a penetracdo de espermatozoides
adicionais, evitando- se, assim, que ocorra a poliespermia (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

Ap6s a descondensacdo do nucleo do espermatozoide, surge um novo
envelope nuclear ao redor da cromatina descondensada (BEDFORD, 1972). Ou
seja, as vesiculas agregam-se ao longo da periferia da cromatina espermética
dispersada e, progressivamente, fusionam-se para formar um envelope nuclear
bilaminar (LONGO, 1973).

Formados os pronucleos, estes migram um em direcdo ao outro. Os
microfilamentos participam da migracdo através da actina que recobre ambos
pronucleos. Centros organizadores dos microtubulos citoplasmaticos associam-se
com os prénucleos durante o processo de migracao e, pouco antes da dissolugéao
das membranas, forma-se a placa metafasica, sobre a qual acomodam- se os
cromossomos (MORO et al., 1986). Assim esta completo o processo para a primeira

divisdo celular e se inicia o desenvolvimento embrionario.
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2.5 Cultivo in vitro (CIV) e desenvolvimento embrionario

Ap6s o maior entendimento do processo de fecundacdo em mamiferos,
meios capazes de favorecer o crescimento embriondrio até o estadio de blastocisto
comegaram a ser desenvolvidos. Em 1967, um primeiro trabalho demonstrou que
zigotos de rata evoluiam até o estadio de duas células embrionarias na presenca de
lactato e piruvato (WHITTINHAM e BIGGERS, 1967). Um ano depois, em 1968,
Whitten e Biggers obtiveram desenvolvimento de embrides em um meio simples,
sem o aporte de substancias macromoleculares de origem materna. No entanto,
durante o cultivo, muitos embrides paravam o desenvolvimento entre duas e 16

células, dependendo da espécie estudada.

Devido a grande dificuldade em transpor o bloqueio sofrido pelos
embrides bovinos no estaddio de oito células, pesquisadores de todo o mundo
passaram a cultivar os embrides, utilizando tuba uterina de diferentes espécies
animais incluindo camundongos, coelhos, ovelhas e até mesmo ovos de galinha
para o cultivo de embrides bovinos (GORDON, 1975; FEHILLY et al., 1984;
PAPAIOANNOU e EBERT, 1986; BLAKEWOOD e ZHANG, 1993).

No final da década de 1980, os pesquisadores da area iniciaram o co-
cultivo de embrides com células somaticas (GANDOLFI e MOOR, 1987). As células
somaticas mais utilizadas foram as células do oviduto, as células da granulosa, as
células VERO (linhagens celulares estabelecidas para cultivo), as células BRL
(Buffalo Rat Liver Cells) entre outras (GORDON, 1994; GONCALVES et al., 2002).
No co- cultivo com células somaticas, o meio de cultivo deve ser bastante rico, pois
as células somaticas irdo competir com os embrides pelos nutrientes. O beneficio da
adicao das células somaticas esta na producao de fatores de crescimento (fator de
crescimento epidermal - EGF, fator de crescimento tumoral a - TGFa e fator de
crescimento tumoral 1 - TGFB1), na remog¢ao de componentes inibitérios do meio
de cultivo como radicais livres, metabdlitos celulares, aménia e outros (THOMPSON,
1996; GONCALVES et al., 2002). No entanto, os compostos secretados pelas
células apresentam concentragdo variada e nem sempre € possivel identifica-los,

podendo ocorrer alteragdo dos nutrientes presentes no meio, 0 que impede a
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avaliacdo da relacdo dos componentes e as exigéncias do embrido (GORDON,
1994; GONCALVES et al., 2002).

Por essa razao, na década de 1990, o co- cultivo foi sendo substituido por
outros meios de cultivo. Surgiram meios quimicamente definidos simples, como o
Hamster Embryo Culture Medium (HECM), ou complexos, como o TCM-199 (Tissue
Culture Medium), ambos sem a adicdo de soro (PINYOPUMMINTR e BAVISTER,
1991). Outro meio testado, e com bons resultados foi o Synthetic Oviductal Fluid
(SOF), desenvolvido por Tervit et al. (1972), com base no fluido do oviduto de
ovelhas, posteriormente modificado por Takahashi e First (1992).

O CIV é a etapa mais critica de todo o processo, pois preconiza
estabelecer um ambiente adequado para o zigoto até o estadio de blastocisto. Os
embrides necessitam de certas substancias e passam por condi¢cdes adversas que,
fisiologicamente, essas seriam supridas de imediato pelo ambiente intra- uterino
(KNOBIL e NEILL, 2006). Além disso, o periodo embrionario pré- implantacao é
caracterizado por uma sucessao de divisbes celulares mitéticas (PRESTES e
LANDIM ALVARENGA, 2006). Nesse periodo, o zigoto sofre divisées celulares sem
aumento da massa celular (HAFEZ e HAFEZ, 2004). A primeira clivagem separa o
zigoto em dois blastémeros de tamanhos iguais e ocorre entre 11 e 20 horas apds a
fertilizagdo (PRESTES e LANDIM ALVARENGA, 2006), havendo pouco aumento na
taxa metabdlica nesse periodo (HAFEZ e HAFEZ, 2004). A atividade gen6mica
embriondria parece comecar nesse periodo. Antes disso, sinais embrionarios
precoces podem derivar de uma reserva de RNAm materno (ARTLEY e BRAUDE,
1993) ou mesmo da contribuicdo paterna, jA& que alguns trabalhos citam a
importancia do RNA do espermatozoide durante o inicio do desenvolvimento
embrionario (BUI et al.,, 2011; LALLANCETTE et al., 2008; BOERKEA et al., 2007;
OSTERMEIER et al, 2005). Estudos recentes também citam a importancia da
analise do RNA paterno para avaliacao da fertilidade masculina (DADOUNE, 2009).

Ap6s as primeiras divisbes, os blastdmeros sofrem uma repentina
mudanca e comegam a se amontoar e aumentam o contato entre si. As células
formam entre si jungdes comunicantes que permitem o transporte de pequenas
moléculas e ions entre elas (PRESTES e LANDIM ALVARENGA, 2006). Nesse

estadio de clivagem pré-blastocistos, muitos embriées cessam seu desenvolvimento,
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nem sempre devido a anomalias no embrido, e, sim, a falhas no momento de ativar
o0 genoma embrionario (PARRISH, 1991), que nos bovinos ocorre em embrides de 8-
16 células, sendo conhecida como “transicdo materno zigética” (MZT) (BREVINI;
GANDOLFI e GANDOLFI, 2001).

Mediante essas dificuldades e tentando minimizar esses efeitos,
alternativas foram propostas a fim de melhorar as condi¢des do Cl, visto que o
desenvolvimento embrionario estd sujeito a variagdes tanto internas (modificagcoes
morfolégicas da FIV até implantagdo) quanto externas (estresse, sinalizagao celular,
atmosfera, meios e tipos de cultivo, entre outros). Anticorpos para proteinas do
choque térmico (ESFANDIARI et al., 2007), vitaminas, gonadotrofinas, fatores de
crescimento e citocinas, podem ser adicionados aos meios de cultura e haver um
melhor desenvolvimento embrionario. Além disso, os mesmos podem ser mantidos
em co- cultivo com outros tipos celulares e minimizar os efeitos tdéxicos do estresse
oxidativo. Ha também diferencas até mesmo entre touros, cujas diferengas possam
ser usadas para discriminar a fertilidade dos mesmo a campo (WARD et al., 2001).
Portanto, varios sao os fatores que podem influenciar o desenvolvimento in vitro e,
podendo o0 excesso ou inibicdo de alguma substancia vir a comprometer a producao
de embrides (COELHO et al., 2006). De acordo com Balasubramaniam et al. (2007),
a cultura in vitro de embrides bovinos, em meio SOF, sob baixa concentracdo de O2
(5%), proporcionou um ambiente mais favoravel para a formacao de blastocistos.

E possivel ainda que haja expressdo de alguns genes durante esse
periodo para que os embrides possam sobreviver as condi¢cdes de estresse nesse
ambiente. Dentre os genes que podem estar sendo expressos, podem- se citar as
HSPs (PAULA- LOPES e HANSEN, 2002). Nessa fase, podem, ocorrer alteracées
no padrao de expressao génica devido a conformacao da cromatina (NOWAK-
IMIALEK et al., 2008) o que pode levar a redugédo dos niveis de alguns transcritos
(AAGAARD et al., 2000).
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2.6 Transicao materno zigotica (MZT)

Ap6s a fertilizacdo, ficam depositados no citoplasma do zigoto os
transcritos maternos. Transcorrido esse processo, esses transcritos serao
degradados e substituidos por novos, porém do zigoto recém-formado. Denomina-
se esse processo de transicao materno zigética (MZT) (HAMATANI et al., 2004).

No reinicio da meiose, tanto in vivo quanto in vitro, os oécitos perdem a
capacidade de transcrever as proteinas (FOULADI NASHTA, 1998; BLONDIN &
SIRARD, 1995), restabelecendo essa fungdo somente apds a ativagdo do genoma
embrionario, durante a MZT, que ocorre no quarto ciclo celular entre os estadios de
8 a 16 células nos bovinos (BREVINI et al., 2002), sendo o oécito, o responsavel
pelas primeiras divisbes zigéticas e pela ativagdo do genoma embrionario (BREVINI
GANDOLFI & GANDOLFI, 2001).

Em seu crescimento, o o06cito tem elevado grau de atividade
transcricional, o que faz com que haja um acumulo mRNAs de origem materna, os
quais sao necessarios nao sé para o crescimento e maturacdo, mas, especialmente,
para o desenvolvimento embrionario inicial (SONG & WESSEL, 2005). Portanto, a
capacidade do odcito em se desenvolver e ter adequado desenvolvimento
embrionario é resultado de um crescimento correto e de uma perfeita maturacao
nuclear e citoplasmatica (BESSA, 2011).

Nos mamiferos, o o6cito precisa acumular um pool de mRNA e de
proteinas de origem materna durante a foliculogénese, necessarios para sustentar a
maturagao e para o desenvolvimento até a ativagdo do genoma embrionario. Esses
eventos conferem ao o6cito o programa molecular necesséario para a transcricao
materno zigética (DIESEL, 2010). Esse evento é denominado maturagdo molecular
que se refere a sintese e ao acumulo de RNAs e proteinas de origem materna para
o inicio do desenvolvimento do embrido (DODE, 2006; SIRARD et al., 2006).
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2.7 Proteinas associadas a resposta ao estresse

2.7.1 Proteinas do choque térmico (“Heat shock proteins”, HSP)

Para lidar com mudangas adversas no ambiente, estratégias foram
desenvolvidas pelas células, como a resposta ao choque térmico ou a resposta ao
estresse (WELCH, 1992). As proteinas do choque térmico sdo essenciais para a
sobrevivéncia de células confrontadas com um agente ambiental estressante
(WELCH, 1992). Constituem parte do grupo das chaperonas que sdo expressas
intracelularmente em condicbes normais e apresentam aumento de sua expressao
em situagdes de choque térmico (KOVALCHIN et al., 2006; TSAN; GAO, 2004). Sao
agrupadas por suas massas moleculares, em familias, sendo as mais comuns
HSP100; HSP90; HSP70; HSP60 e pequenas proteinas do choque térmico. Em
mamiferos, as principais familias de proteinas encontradas sdo as HSP70
(MORIMOTO et al., 1994).

A proteina HSP 70 desempenha papel importante na resisténcia das células ao
aumento da temperatura, estabilizando a estrutura proteica, reparando as proteinas
desnaturadas, estabilizando o citoesqueleto, preservando a funcdo normal dos
ribossomos e impedindo a apoptose (HANSEN, 2002). Estd envolvida em carrear
proteinas recentemente sintetizadas ainda sem sua conformagéo terciaria para a
familia HSP 60 e estaria relacionada ao transporte de proteina para a translocagéao
dentro de diferentes compartimentos celulares (KIANG; TSOKOS, 1998).

Menor expressao dos genes que codificam proteinas heat shock sugere
que a manutencdo da homeostasia pode estar comprometida e prejudicar a
viabilidade desses embrides (FERNADEZ- GONZALES et al, 2007, DAS e
HOLZER, 2012). Matwee et al. (2001) sugerem que as proteinas de choque térmico
desempenham papel essencial na fertilizacao e no desenvolvimento embrionario dos
mamiferos. Porém, suas fungbes nao foram totalmente elucidadas (RUPIK et al.,
2011).

Por intermédio da mudangca conformacional de outras proteinas, da
reunidao de multicomplexos proteicos, de termotolerdncia e de anulagdo de
mutagdes, atribui-se a familia das HSP funcao citoprotetora (HARTL; HAYER-
HARTL, 2002).
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Varias situacdes de estresse celular podem provocar aumento das HSPs,
tais como calor (LOCKE e NOBLE, 1995), desafios metabdlicos, incluindo analogos
de aminoacidos; varios metais pesados; agentes que atacam os grupos sulfidrila das
proteinas; alguns ionoforos; venenos metabdlicos que afetam a producao de ATP
(WELCH, 1992); privacado de glicose; contato com toxinas bacterianas; estresse
oxidativo; mecanico e por citocinas (FEHRENBACH e NIESS, 1999) e situacbes de
reparacao tecidual, na qual ha atividade de proliferacdo e de diferenciagéo celular
(KOVALCHIN et al, 2006; TSAN; GAO, 2004), afetando de modo adverso a
conformacao correta e, consequentemente, a funcdo das proteinas (MINOWADA,
1995).

As HSPs tém papel de chaperonas e, em condigdes normais, estdo
envolvidas na mediacdo do dobramento estrutural e no transporte de outras
proteinas intracelulares, além de manutencao de proteinas em estado inativo e de
prevencdo de sua degradagdo proteica. A outra funcdo estd associada a sua
inducao e acao como resposta a estimulos de estresse celular (NEUER et al., 2000).

Ha componentes dessa classe de proteinas que sdo expressos
constitutivamente (HSC), ou seja, em células ndo submetidas a condicdes de
estresse e, quando expressas em condicoes de estresse, as formas induziveis se
somam as constitutivas (MEYER e DA SILVA, 1999).

2.7.2 Heat shock factors - HSF1 (HSP1) e HSF2

A regulacao dos genes HSP pelo calor requer a ativacao e a translocacao
para o nucleo de uma proteina transregulatéria, o HSF, que reconhece e se liga a
uma sequéncia de elementos localizada no promotor do gene HSP, denominado
HSE (heat shock elements) deflagrando o processo de transcricdo (SANTORO,
2000; TRINKLEIN et al., 2004).

O HSF1 esta presente tanto em células submetidas como nao submetidas
a qualquer tipo de estresse. Ele é expresso na forma de um monémero inerte ligado
a HSP70 e a outras chaperonas quando na auséncia de estresse. Estabelece- se
maior necessidade de chaperonas (HSP70, HSP90) para prevenir o surgimento de
agregados de proteinas desnaturadas na presenca de um agente estressante capaz

de provocar um subito aumento na presenca de proteinas nao nativas. Em
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consequéncia, as chaperonas dissociam-se dos monémeros de HSF1, permitindo
que estes assumam um estado trimérico, sejam fosforilados nos residuos de serina
e translocados para o nucleo. A partir desse momento, ligam-se aos HSEs,
localizados a montante dos genes HSP, resultando na transcricao induzida por
estresse. Com a sintese de HSP aumentada, é restabelecido o equilibrio inicial entre
chaperonas livres e ligadas a proteina ndao nativas. Para reprimir o processo de
transcricao de genes HSP, estas se deslocam para o nucleo e se ligam ao dominio
ativador de transcricdo dos HSF1 (SANTORO, 2000; FEHERENBACH e NIESS,
1999).

Considerados fatores estresse- responsivos rapidamente ativos, além do
HSF1, ainda existem o HSF2, 3 e 4. O HSF2 (co- expresso) é ativado em resposta a
distintos estimulos de desenvolvimento e de diferenciagcdo. O HSF3 parece ser
importante co- regulador do HSF1, aumentando a habilidade celular de regular com
precisdo a resposta ao choque térmico. E ativado principalmente por exposicdo a
altas temperaturas e condicoes severas de estresse. J& o HSF4, reprime a
expressao dos genes HSP, atuando como regulador negativo da resposta ao choque
térmico (SANTORO, 2000).

A atividade constitutiva HSF2- HSE desenvolve- se progressivamente em
torno das fases de 8 células ou mérula (MEZGER et al., 1994). O HSF2 pode estar
envolvido na expressdo de HSPs, regulando (inibindo) a sua expressdo ou a de
outros genes do desenvolvimento que ainda possam ser descobertos (HEIKKILA,
1993; MEZGER et al., 1991; MORIMOTO et al., 1994; WU.,1995; MURPHY et al.,
1994; MEZGER et al, 1989; KOTHARY et al, 1987; GIEBEL et al, 1988;
LEGAGNEUX et al.,, 1989). Alguns resultados sugerem ainda a existéncia de
isoformas de HSF2 (HSF2-a e HSF2-B) e que os mesmos tenham fungdes distintas.
O HSF2-a atua como um ativador e HSF2 - como um supressor da transcricao
induzida de genes de choque térmico em células K562 (LEPPA et al.,1997).

Ele, que foi isolado de uma biblioteca de cDNA, por homologia partilha
como HSF1 um dominio de ligacdo ao DNA, e um dominio de fecho de leucina
semelhantes, sendo bastante diferente nos outros dominios (GOODSON et al.,
1995). Além disso, HSF2 modula HSF1 mediada regulagdo de
outros genes HSP (OSTLLING et al., 2007).
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Os mecanismos que levam a ativacao de HSF1 e HSF2 sao diferentes.
Como ja descrito anteriormente, quando ativado por choque térmico ou por outro
fator estressante, o HSF1 sofre uma transicdo de monémero em trimero juntamente
com modificacées no seu estado de fosforilacdo e de uma translocacdo nuclear
(SARGE et al., 1993).

Ja o HSF2, é um dimero quando inativado e um trimero, ap6s a ativacao
(SISTONEN et al., 1994), ndo sendo sua atividade induzida pelo calor e por outros
tipos de estresse (FIORENZA et al., 1995). As propriedades de ligacdo de HSF1 e
HSF2 sao um pouco diferentes (KROEGER et al., 1993), embora com o mesmo
consenso (GAA repetido em orientagdes invertidas).

O HSF1 necessita de quatro ou cinco repeticoes para se ligar, enquanto o
HSF2 necessita de trés repeti¢coes invertidas (KROEGER & MORIMOTO, 1994).

O HSF2 nao esta presente no odcito imediatamente apdés a fertilizacédo e
tem sua expressdo aumentada durante o desenvolvimento pré- implantacional
(KUBOTA et al., 1994).

2.7.3 Heat shock 27KDa protein 1 (HSP27P1)

A HSP27 pertence a familia de moléculas de baixo peso molecular, sendo
induzivel por choque térmico, mas também expressa constitutivamente (MOURNIER
e ARRIGO, 2002). Ela se localiza no citosol em condi¢gées normais e € translocada
ao nucleo em condicbes de estresse, estando associada a protecdo celular a
fendbmenos de apoptose, interferindo nas etapas do processo apoptético e de
manutencgao da integridade do citoesqueleto (MOURNIER e ARRIGO, 2002).

A HSP27 é implicada na inibicdo da apoptose ativada por caspases, ao
manter a integridade da mitocondria, e podendo ligar-se diretamente com citocromo
C (GABAI e SHERMAN, 2002). Essa HSP € expressa de forma constitutiva em
concentracdes relativamente baixas pela maior parte das células de mamiferos, se
bem que seu nivel de expressdo e estado de fosforilagdo variam em funcéo da
exposi¢cao a varios fatores. Quando em adi¢do do estresse, ela exibe uma inducao

de sua expressao de 10 a 20 vezes maior que em repouso (NEVES, 2010).
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2.7.4 DNA J subfamilia B member 1 (DNAJB1) ou HSP40 ou HSPF1

A familia da HSP40, homdlogo humano da DNAJ em procariotos ou
HSPF1, consiste em mais de 100 membros, definidos pela presenca de um dominio
J altamente conservado de aproximadamente 78 aminodcidos. Essa proteina
interage com as HSP70 para desempenhar fungdes especificas na montagem, no
dobramento e no redobramento de proteinas durante uma variedade de processos
celulares, incluindo replicacdo de DNA, translocagdo de proteina e resposta ao
estresse (FRYDMAN et al ., 1994; LU & CYR, 1998; FINK, 1999). A regido N-
terminal de dominio J e a regido rica em G/F sdo necessarias para a interagao com
os HSP70 e para estimular a atividade ATPé&sica da mesma (FINK, 1999).

A HSP40 ndo possui atividade de “chaperona” e, isoladamente, ndo tem
capacidade de suprimir a agregacado de proteinas desnaturadas, promovendo a
renaturacdo dessas proteinas em cooperacao com HSP70. A expressao da HSP70,
associada a HSP40, oferece maior protecao contra fatores estressantes, uma vez
que a atividade de chaperone molecular da HSP70 é aumentada quando na
presenca da HSP40 (OHTSUKA & SUZUKI, 2000). Evidéncias in vitro sugerem que
cada HSP70 requer uma HSP40 para um eficiente dobramento de proteinas (LU &
CYR, 1998).

Dois modos de interagdao entre HSP70 e HSP40 sao propostos.
Mudancas conformacionais, resultantes da ligacdo do substrato, facilitariam a
ligacdo a fenda no dominio ATPasico e a consequente hidrélise do ATP fortaleceria
a ligacdo da HSP70 com esses substratos pré-ligados, ou seja, a interagdo entre
HSP40 com um complexo HSP70 substrato. Outro modo de interagdo sugerido, é o
de que a HSP40 primeiro interaja com um polipeptideo desconfigurado, conduzindo-
0, entdo, a se ligar com a HSP 70. Nesse caso, o sitio de ligagdo de substrato da
HSP70 estaria vazio, permitindo a interacao inicial da HSP40 com o sitio de ligacao
de substrato da HSP70, facilitando a interagdo subsequente entre o tripeptideo
conservado (Hés- Pro- Asp) no dominio J e a fenda inferior do dominio ATPasico.
Uma mudanga subsequente na conformagdo poderia promover a dissociagdo da
HSP40 do dominio de ligacao de substrato, permitindo ao substrato ligado a HSP40
ser transferido para a HSP70 (FINK, 1999; SUH et al., 1999).



43

Os transcritos do DNAJB1 sao encontrados no espermatozoide e podem
ser entregues aos o6citos no momento da fecundacao, contribuindo com a deteccao
de uma maior quantidade desse transcrito. O mesmo pode ocorrer com 0S
transcritos do HSPA1L (OSTERMEIER et al., 2004).

2.7.5 Heat shock 70 KDa protein Like (HSP70 KDa Like ou HSPA1L)

O enovelamento das proteinas, in vivo, é auxiliado por proteinas HSPs,
ou chaperonas, como HSPA1A e HSPA 1L. Elas previnem a agregacao de proteinas
enoveladas erroneamente e, com isso, havera uma maior eficiéncia na sintese
proteica (PATTERSON; HOHPED, 2006).

A proteina HSPA1L é uma variante da HSPA1A, possuindo a mesma
funcdo desta, ou seja, estabiliza proteinas contra a agregacdo e interfere no
enovelamento de algumas proteinas recém- traduzidas, cuja localizagcdo esta tanto
no citosol quanto em organelas. Assim, protegem as células contra danos oxidativos
e retardam a apoptose (HOVING et al., 2000).

2.8 Proteina transportadora de glicose

2.8.1 Transportador de Glicose 1 (Glut 1)

A glicose, por ser uma molécula polar, é transportada por difuséo
facilitada na maioria das células e nesta envolve proteinas transportadoras (PAPA,
1997). ApoOs a entrada nas células embriondrias através dos transportadores de
glicose, ela pode entrar na via pentose fosfato ou ser metabolizada pela via
glicolitica, gerando, através da glicolise, o piruvato, o qual pode ser transformado em
lactato ou em acetil- CoA, podendo haver continuagao do seu metabolismo pelo ciclo
do &cido tricarboxilico e a da via de fosforilagdo oxidativa (THOMPSON et al., 1996;
HARVEY et al., 2002; RIEGER et al., 1992).

No estadio inicial de desenvolvimento, os embrides bovinos possuem
limitada capacidade de utilizar a glicose, dependendo para o fornecimento de
energia da oxidagao de nutrientes como piruvato e aminoacidos (THOMPSON et al.,
1996). O odcito e as células do cumulus utilizam glicose com Unico substrato

energético, mas o mesmo € fornecido como piruvato (BIGGERS , WHITTINGHAM e
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DONAHUE, 1967). Embrides de ratos tém predilecdo pelo piruvato nas primeiras
divisdes celulares, enquanto que, posteriormente, estao presentes lactato e piruvato
(WALES e WHITTINGHAM, 1967). Embrides nas primeiras divisdes celulares
consomen piruvato e, durante a formacao e compactacao do blastocisto, utilizam a
glicose como substrato energético principal (LEESE & BARTON, 1984).

O glut 1 que pertence a familia facilitadora de transportadores de glicose
€ expresso no oécito e no embrido em todas as fases de desenvolvimento
(PANTALEON et al., 1997). No odcito, ja é expressa logo apos a MIV (WRENZICKI
et al., 2005). O Glut 1 é indispenséavel na evolugdo do embrido do estadio de moérula
para blastocisto, pois nas células embrionarias este € o medidor da incorporacao de
glicose (LEESE, 1995).

Pantaleon et al., 2001 citam que os espermatozoides podem estimular o
metabolismo dos odcitos. Estudos tém demonstrado a colaboragdo do
espermatozoide na atividade glicolitica, porém os resultados sao incertos (URNER e
SAKKAS et al.,1996; URNER e SAKKAS et al., 1999).

2.9 Apoptose ou morte celular programada

A apoptose € um processo de morte celular que afeta células isoladas,
ndao comprometendo tecidos préximos e sem resposta inflamatéria associada
(HARDY, 1999). E um tipo de morte celular altamente conservadora e desempenha
importante papel no desenvolvimento embriondrio e homeostase celular, atuando
como um mecanismo de controle de qualidade para remover células que sao
danificadas, ndo funcionais, anormais, e em numero excessivo (JACOBSON et al.,
1997; MEIER et al., 2000; PAULA-LOPES e HANSEN, 2002).

A apoptose é um processo fisioldgico ativo da condensagéo da cromatina,
da reducdo do volume celular e caracterizada pela formacdo de vesiculas na
membrana denominadas de corpos apoptéticos, resultando na fragmentacéo e na
eliminacdo da célula (SCHWARTZMAN e CIDLOWSKI, 1993). O embrido pode
apresentar apoptose durante a formacao da blastocele ou ainda durante o CIV em
condi¢coes de estresse (HANDYSIDE & HUNTER, 1986; BYRNE et al, 1999; VAN
SOOM et al., 2002).

Dentre inumeras importancias da apoptose, podem- se citar a eliminagcao

de grande numero de linfécitos autorreativos durante os eventos de rearranjo



45

genético na formacado dos receptores de antigeno e ao mesmo tempo esse
mecanismo mantém a populacao de linfécitos relativamente constante (RATHMELL
& THOMPSON, 2002), para a selecao de foliculos dominantes, contribuindo, assim,
na manutencao da homeostase ovariana (HURWITZ & ADASHI, 1992; TILLY et al.,
1991), entre outros.

Devido a sua complexidade, ela pode ser desencadeada por estimulos,
dentro ou fora da célula. A via extrinseca € desencadeada por estimulos externos a
célula (Fator de Necrose Tumorale -TNFq, irradiacdo, drogas), e a via intrinseca é
desencadeada por estimulos internos (dano ao DNA, estresse oxidativo). Todas as
vias podem levar a ativagcdo de proteinas pro- apoptoticas da familia Bcl-2, de
caspases, e oncogenes como o p53 (GEWIES, 2003).

O perfil apoptotico é mais pronunciado em embrides partenogenéticos do
que FIV (GOMEZ et al, 2009a). Alguns autores relatam que embrides
partenogenéticos tém maiores indices de apoptose que os FIV (NEUBER et
al.,2002; HAO et al., 2004; WANG et al.,2008) e menos células totais (GOMEZ et al.,
2009a).

Como métodos de deteccdo da apoptose comumente empregados,
podem- se citar a coloragdo por hematoxilina e eosina (CAGNOTO et al., 2009),
método de COMETA (TAKAHASHI et al, 1999) e deteccao da atividade de
caspases e proteinas relacionada a apoptose (ALEXANDRE et al., 2000). Porém, os
métodos utilizados para detecgcdo em embrides pré- implantacionais sdo o TUNEL
(Deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP Nick end labeling assay) e Anexina-
V iodeto de propidio (LEVY et al., 1998).

A técnica que é fundamentada na deteccdo da fragmentacdo do DNA
nuclear é o teste de TUNEL, pois essa fragmentacao € caracteristica de apoptose
tardia (YUAN et al, 2003), cuja enzima deoxinucleotidil transferase adiciona
nucleotideos biotinilados marcados com fluoresceina no local de quebra da fita de
DNA da célula em apoptose, sendo visualizada por microscopia de epifluorescéncia
(YUAN et al., 2003).

Ja a técnica da Anexina- V, é fundamentada na afinidade dessa molécula
com a fosfatidilserina, fosfolipidio de membrana plasmatica. Quando a apoptose é
tardia, ocorre fragmentagcdo do DNA nuclear com exposicdo de extremidade 3’, a

qual o iodeto de propideo se intercala. Assim, a Anexina- V iodeto detecta a
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fragmentagdo do DNA e também a exposicdo extracelular da fosfatidilserina
(ORMED et al., 1993).
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3 HIPOTESE

Embribes bovinos partenogenéticos possuem capacidade de
desenvolvimento e de caracteristicas celulares e moleculares semelhantes aos

embrioes fecundados in vitro.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Comparar o desenvolvimento embriondrio e as caracteristicas celulares e
moleculares entre embrides fecundados in vitro (FIV) e partenogenéticos (Part).

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar a cinética de desenvolvimento embrionario nos dois grupos
(FIV x Part);

e Avaliar indice de apoptose em blastocistos fecundados in vitro ou
ativados partenogeneticamente;

e |dentificar possiveis diferengas entre embrides fecundados in vitro
ou ativados partenogeneticamente quanto a expressdo de genes

relacionados ao estresse e ao metabolismo celular.
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5 JUSTIFICATIVA

A relativa rapidez e facilidade dos procedimentos de ativagao
partenogenética, somada a homogeneidade do desenvolvimento desses embrides,
se comparados aos fecundados in vitro, podem torna-los bons modelos
experimentais para a pesquisa embrionaria sem o sacrificio de embrides
fecundados, bem como podem ser fontes de células para estudos com células-
tronco, especialmente em humanos. Portanto, estudos comparando o
desenvolvimento embrionario e as caracteristicas celulares e moleculares sao
necessarios para se identificar as similaridades e as diferencas entre embrides
partenogenéticos e fecundados in vitro.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Local do experimento

Os estudos foram conduzidos no Laboratorio de Reprodugédo Animal e no
Laboratério de Genética Molecular da Embrapa Gado de Leite, localizados em Juiz
de Fora- MG, Brasil.

6.2 Delineamento experimental

Para o experimento, foram realizadas 7 repeti¢coes, recuperados 1541
odcitos obtidos de ovarios de vacas mesticas (Bos taurus x Bos indicus) abatidas em
frigorifico. Uma média de 220 odcitos foram recuperados por repeticao e foram
aleatoriamente divididos em dois grupos: grupo da partenogénese (Part) e grupo da
fecundagao in vitro (FIV). Apés fecundacao in vitro ou ativagdo para indugdo da
partenogénese, 0s possiveis zigotos dos dois grupos foram cultivados in vitro nas
mesmas condi¢cées. Com 72h apds a fecundagao ou a ativacao para partenogénese
(hpfa), os embrides de ambos os grupos (Part e FIV) foram classificados e divididos
de acordo com o numero de células, conforme segue: embrides com menos de oito
células (<8cel) e embrides com oito ou mais células (=8cel). Desse modo, foram
constituidos quatro tratamentos: Part<8cel, Part=8cel, FIV<8cel e FIV=8cel. A Figura

1 mostra o delineamento experimental.

Fecundag&o in vitro

Partenogénese (FIV)

(Part)

Embrides com menos Embrides com oito ou
de oito células mais células

Embrides com menos Embrides com oito ou
de oito células mais células

(FIV<8cel) (FIV=8cel)

(Part<8cel) (Part=8cel)

Figura 1. Organograma mostrando os grupos (partenogénese e fecundagao in vitro)

e os tratamentos experimentais.



51

Possiveis embrides de oito células (72 horas) foram congelados para a
avaliacdo da expressao génica e blastocistos (192 horas) foram fixados para

avaliacao do indice de apoptose.
6.3 Obtencao dos ovarios

Os ovarios foram obtidos de vacas mesticas (Bos taurus x Bos indicus)
abatidas no frigorifico Fri Pai, localizado em Juiz de Fora — MG. Os ovarios foram
acondicionados em garrafa térmica com solucéo fisiolégica contendo 18 g de NaCl
acrescida de antibiético (0,05g/L Estreptomicina) aquecida a 36-37 ° C, sendo
transportados em no maximo 3h apds o abate para o laboratério.

6.4 Aspiracao dos ovarios e selecao dos odcitos

No laboratério, os ovarios foram lavados em solucao fisioldgica acrescida
de antibiético e depositados em um becker contendo a mesma solugéo, onde foram
mantidos em banho- maria a 36°C. Imediatamente, os foliculos com diametro de 2-
8mm foram aspirados com auxilio de seringa descartavel de 10 ml e agulha
hipodérmica descartavel 30 x 0,80 (21G) Descarpack®.

O conteudo aspirado foi depositado em um calice cbnico, mantido em
banho- maria e protegido da luz, até que todos os ovarios fossem aspirados. O
mesmo ficou decantando por um periodo de 15 minutos para posterior retirada do
sobrenadante e ressuspensao do precipitado em meio TALP- Hepes (Tyrode-

albumina lactato- piruvato) (Sigma St. Louis, EUA).

O precipitado ressuspendido foi vertido em placa de Petri (Corning®)
descartavel de 100 x 20mm, mantido sobre placa aquecedora a 36°C.

Para a MIV, foram selecionados somente COCs imaturos, com

citoplasma homogéneo e com no minimo trés camadas de células, classificados em

grau 1 e 2, segundo Viana et al. (2004).

6.5 Maturacao in vitro (MIV)
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Os CCOs selecionados foram divididos em grupo de 40-60 estruturas,
depositados nos pocos das placas tipo Nunc® contendo 400 pl de meio TCM (Tissue
Culture Medium 199) (Gibco Brl Life Technologies, Nova York, EUA) e maturados
por 24 horas em estufa incubadora a 38,5°C com atmosfera controlada a 95% de
umidade e 5% de CO.. Ao final da MIV, os odcitos foram submetidos a FIV ou a

ativacao partenogenética, conforme o delineamento experimental.
6.6 Fecundacao in vitro (FIV)

O sémen do touro utilizado foi previamente avaliado quanto a motilidade
(igual ou superior a 50%), ao vigor (igual ou superior a 3) e a concentragdo. O
sémen do touro selecionado foi sempre da mesma partida e lote para evitar
possiveis variacoes .

O sémen foi descongelado em banho- maria a 37°C por 30 segundos e
colocado em microtubo tipo Eppendorf® (Hamburgo, Alemanha), previamente
aquecido. Em seguida, uma amostra foi retirada para a avaliacdo da motilidade e do
vigor no pds- descongelamento e o restante, 250ul de sémen, foi depositado em
outro microtubo tipo Eppendorf® sobre o gradiente de Percoll® (Nutricell Campinas,
Brasil). O gradiente de Percoll foi preparado previamente com 400 ul do gradiente
90% e sobre o mesmo 400 pl do gradiente 45% e mantido em estufa por no minimo
15 minutos antes de ser utilizado. O microtubo tipo Eppendorf® com as duas
concentrag6es de Percoll e uma fase de sémen foi centrifugado em microcentrifuga
a 10.000 x g durante 5 minutos.

Ap6s essa etapa, o sobrenadante foi retirado e o pellet formado foi
ressuspendido com 400 ul de meio Fert- Talp® e levado novamente para
centrifugacéo a 10.000 x g por mais 3 minutos. Passada a segunda centrifugacéo, o
sobrenadante foi novamente retirado e o novo pellet formado foi ressuspendido com
70 pl de meio Fert- Talp®. Uma amostra do ressuspendido foi retirada para a
avaliagdo da motilidade, do vigor e da concentragdo, pos- centrifugacdo. A
concentragdo foi ajustada para se obter dose fecundante de 2 x 10°
espermatozoides/ml para, posteriormente, se juntar aos CCOs na placa de
fertilizacao.

Os CCOs foram retirados da placa de maturacao, lavados trés vezes em

meio Fert- Talp e transferidos para as gotas de fertilizacdo de 100 pul, contendo o
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mesmo meio de lavagem, sob 6leo mineral. Foram mantidos em estufa incubadora a
38,5°C com atmosfera controlada a 95% de umidade e 5% de CO, por um periodo
de 18- 20 horas. Ao final do periodo de FIV, os presumiveis zigotos foram retirados
da gota de fertilizacéo, colocados em tubo tipo Falcon® (BD Falcon, EUA) de 15 ml
contendo 2mg/ml de hialuronidase em solugdo de DPBS® (Dulbecco's Phosphate-
Buffered Saline) (Gibco) e agitados em aparelho tipo Vortex por 5 minutos para
remocado das células do cumulus. Em seguida, foram lavados em meio TALP-
Hepes, vertidos em placa de Petri® descartavel de 60x15 mm e recuperados antes

de seguirem para o CIV.
6.7 Ativacao partenogenética (AP)

Ap6s a MIV do grupo dos ativados, os oécitos foram removidos da placa e
colocados em tubo Falcon® de 15 ml contendo 2mg/ml de hialuronidase (Sigma) em
solugdo DPBS® (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) (Gibco). Em seguida, foi
realizada a agitacdo em aparelho tipo Voértex por 5 minutos para remocao das
células do CCOs. Os odcitos ja desnudos foram vertidos em placas de Petri®
descartavel de 60x15 mm para recuperacdo dos mesmos. Em seguida, foram
lavados com TALP- Hepes®, para depois serem incubados a 38,5° C em estufa com
5% de CO, em ar atmosférico e umidade saturada por quatro minutos em solugéo de
lonomicina (4,62 uM) (Sigma) em meio CR2aa.

Decorrido esse periodo, os mesmos foram lavados em meio CR2aa e
incubados por mais quatro horas em solucdo de 6-DMAP® (Sigma) em concentracdo
de 2 mM em DPBS® a 38,5° C em estufa de 5% de COz, 5% em ar atmosférico,
além da umidade saturada. Apds essa etapa, os odcitos foram retirados da solugéao

de 6-DMAP®, lavados em CR2aa e, depois, colocados em cultivo.



54

6.8 Cultivo in vitro (CIV)

O CIV foi realizado em placas de quatro pocos tipo Nunc® (Roskilde,
Dinamarca), contendo 400 ul de meio CR2aa em cada poco, acrescido de 2,5% de
soro fetal bovino (SFB), sob 6leo mineral. Os presumiveis zigotos Part e FIV, apds o
periodo de ativacao e de fecundacao, respectivamente, foram contados e colocados
em estufa incubadora a 38,5° C, atmosfera controlada com 5% de CO5, 5% de O, e
90% de N, em umidade saturada.

6.9 Avaliacao da taxa de clivagem e congelamento de embrioes com 8 células

Aproximadamente 72 horas apds a Part e FIV, os embrides presentes na
placa de cultivo foram contados, classificados quanto a ocorréncia ou nao de
clivagem e avaliados quanto ao numero de células das estruturas clivadas. Os
embrides foram distribuidos de acordo com o estadio da divisdo celular em embrides
com menos de 8 células (<8cel) e embrides com 8 ou mais células (=8cel), a fim de
se avaliar o potencial de desenvolvimento embriondrio a partir desses estadios.

Apoés avaliagdo, um grupo de 10 embrides de cada tratamento com oito
células foram lavados em meio DPBS® acrescido de 0,1% de alcool polivinil (PVA)
cold (Sigma-) e transferidos para criotubos com o menor volume de meio possivel (1
ul). Em seguida, foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido e mantidos em

ultra freezer - 80° C para posterior analise de expresséo génica.

6.10 Extracao do mRNA e sintese de cDNA (DNA complementar)

A extragdo de RNA e a transcricao reversa foi realizada, utilizando- se kits
comerciais Micro Kit RNAesay (Qiagen, Hilden, Alemanha) e Superscript Il Kit
(Invitrogen, Califérnia, EUA), respectivamente em pools de 10 embrides.

Durante a extracdo do RNA, a lise das células foi realizada com tampéao
RLT acrescido de 10% de B — Mercaptoetanol (B-ME, Gibco Brl life Technologies,
Nova York, EUA). Ao lisado, foi acrescentado etanol 70% e o mesmo foi transferido
para uma coluna (Spin Colunn) para a obtencdo do RNA. Para a lavagem,

adicionou-se tampao RW1 e, posteriormente, foram incubados em solucao de
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DNAse (Desoxirribonuclease) por 15 minutos. Posteriormente, procedeu-se a
lavagem com solucdo tampao de RW1 e solucao tampao RPE. Para proceder a
secagem da membrana onde se encontrava o RNA, foi realizada a adigao de etanol
80% na coluna, seguida de centrifugacdo. Foram utilizados para a eluigao, 12 ul de
agua RNAse-free, gerando volume final de 11pul. Apos a extracdo do RNA, 1ul da
amostra foi avaliado em espectrofotometro (Nanodrop ND- 1000, Wilmington, EUA),
para analisar a concentracdo e a pureza da amostra (Tabela 1). Em seguida, a
amostra passou pela transcricao reversa.

Para a transcricdo reversa, foram utilizados 6 pl (30 ng) de RNA para
cada reagédo de sintese de cDNA. Uma reagdo contendo RNA, primer oligo dT,
tampao de pareamento e agua RNAse/DNAse free, foi incubada por cinco minutos a
65° C. Posteriormente, foram adicionados a reacdo 12 pl de mix (2x First- Stand
reaction mix e Super Script Il RNAse OUT Enzyme mix) seguido de incubacao a 50°
C por 50 minutos e 85° C por 5 minutos. O volume final de cada reacao foi de 20 pl
(-10.200 ng) de cDNA. Apés transcricdo reversa, 1yl da amostra foi avaliado
novamente em espectrofotbmetro (Tabela 1), para analisar a concentracdo e a
pureza da amostra, e em seguida, o material foi armazenado em ultra- freezer - 80°

C, até a sua utilizacao.

Tabela 1. Valores médios da concentracdo e da pureza da amostra (embrides de 8

células) dos grupos FIV e Part.

RNA 260/280 cDNA 260/280 ng/ul RNA ng/ul cDNA
Part 1,45+0,03 1,60+0,00 10,4+1,00 741,55+11,61
FIV 1,5240,04 1,60+0,00 6,54+2,80 683,818,76

Valores sdo mostrados como médiatEPM.

6.11 Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados para avaliar a expressao dos genes alvos
e do gene referéncia enddégeno (BETA- ACTINA e H2a) foram desenhados usando-

se o programa Primer Express (Applied Biosystem) ou Primer 3 a partir de
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sequéncias obtidas do banco de dados do GeneBanck (www.ncbi.nim.gov) ou da
TIGR (www.tigr.org) (Tabela 2). A eficiéncia dos primers para cada reacao foi
determinada pelo software LinRegPCR e considerada no célculo da quantificagao

relativa.

Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos especificos utilizados para o estudo dos
genes em embrides bovinos, tamanho dos produtos e fonte de acesso as
sequéncias no GenBank ou referéncia bibliografica

Produto Sequéncia (5'-3') do primer Tamanho N¢ de acesso no
do genbank ou ref.
produto Bibliogréafica
(pb)
B- actina F- 5 GACATCCGCAAGGACCTCTA 3' 205 NM_173979

R- 5 ACATCTGCTGGAAGGTGGAC 3'
DNAJB1 F- 5 AGGACTGACCAGGGACCTTT 3 220 NM_001033763.1
R- 5 AGACTGCATTGCCTTTGCTT 3'
HSF1 F- 5 ACTCCAACCTGGACAACCTG 3 209 NM_001076809.1
R- 5 TGAGTCTGGGCTGCTTTTCT 3'
HSPATL F- 5 CACTGTGCCAGCCTACTTCA 3' 190 NM_001167895.1
R- 5' CACATCAAATGTGCCTCCAC 3'
HSF2 F- 5 AGCAAAACATGCACAACAGC 3 233 NM_001083405
R- 5" AAATCCGCTCCCTTGACTTT 3'
GLUT1 F 5' CCAAGGATCTCTCAGAGCACAG 3' 110 Sagirkaya et al., 2007
R5 TTCTTCTGGACATCACTGCTGG 3'
HSP27P1 F- 5" AGCTGACGGTCAAGACCAAG 3 154 NM_001025569.1
R- 5' GGGGACAGAGAGGAGGAGAC 3'
Haa F- 5 GCCATCCTGGAGTACCTCAC & 176 NM_174809
R- 5 TGGATGTGTGGAATGACACC 3’
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6.12 Analise quantitativa da expressao génica em embriées bovinos

6.12.1 PCR em tempo real

A quantificagdo do cDNA foi realizada, utilizando-se metodologia de PCR
em tempo real. Para as reacées, utilizaram- se kits comerciais com SYBR Green
(Power Sybr Green, Applied Biosystem), de acordo com as recomendagdes do
fabricante. A reacao contendo 100 nM de cDNA, par de primers, Master Mix e 0,1 Ul
Taq DNA polimerase, em um volume final de 50uL, foi incubada a 95° C por 15
minutos, seguidos de 45 ciclos de 95° C por 15 segundos, anelamento a
temperatura especifica para cada oligonucleotideos (Tabela 3) por 15 segundos e
extensédo a 60°C por 45 segundos. Controles negativos foram preparados em que 0

RNA ou a enzima transcriptase reversa foram omitidos durante a reacao de RT.

Tabela 3. Concentracdo de primers, temperatura de pareamento e temperatura de

dissociacao dos genes estudados nas condi¢cdes padronizadas da PCR em tempo

real.

Gene cDNA (ng) Temperatura de pareamento

B actina 400 53°C

DNAJB1 450 55° C

HSF1 450 55° C

HSPATL 450 55° C

HSF2 450 55° C

GLUT1 450 53°C

HSP27P1 450 55° C

H2a 400 52°C

Foram feitas reacbes em duplicata para cada amostra (de todos os
tratamentos e controle) das respectivas repeticoes, em placas épticas de reacao de
96 pocgos (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), seladas com filme adesivo
optico (Applied Biosystems). As amostras foram entdo encubadas em termociclador
Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
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O calculo da €eficiéncia de cada reagao foi obtido utilizando-se o software
LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003). Os valores logaritmicos de fluorescéncia em
cada ciclo foram utilizados para a obtencao da inclinagao da reta, calculada a partir
de regressao linear simples, e para o calculo do coeficiente de correlacdo de
Pearson. Ao se fazer a andlise de cada reacao, somente os pontos com coeficiente
de correlacao entre 0,999 e 1 foram utilizados para o calculo da eficiéncia. Dessa
forma, foi possivel obter a eficiéncia de cada reacao individualmente (Tabela 4).

A quantificagdo foi realizada utilizando-se o método do Ct (cycle
threshold) comparativo, com os resultados expressos relativos a genes de referéncia
enddgena e a um grupo controle. O Ct corresponde ao ciclo em que cada curva de
amplificacdo atravessa o limiar de detecgédo (threshold), servindo como base para
comparagao entre as amostras. O controle negativo das amostras nao apresentaram
cts.

Como a quantificagdo relativa se baseia na frequéncia relativa dos
transcritos do gene alvo em relacdo a um gene de expressao constitutiva, foram
amplificadas as sequéncias dos primers BETA ACTINA e H2A. A BETA ACTINA
apresentou menor coeficiente de variagdo entre Cts (2,9%) e maior eficiéncia de
reacao (1,79+0,14) do que o H2A (3,1% e 1,56+0,05, respectivamente) e foi utilizada
como referéncia endégena. Como calibrador, foi utilizado o grupo de FIV.

Tabela 4.Eficiéncia média das amplificacdes obtidas por PCR em tempo real nas
comparagoes entre os grupos FIV e Part com embrides de 8 células para cada gene
utilizado para analise da expressao relativa.

GENE Eficiéncia média FIV Eficiéncia média Part
DNAJB1 2.00£0,03 1.90+0,03
HSPATL 1.83+0,02 1.82+0,03

HSF1 1.82+0,01 1.74+0,01

HSF2 1.85+0,01 1.86+0,01

HSP27 1.84+0,00 1.86+0,00

GaLuT1 1.79+0,02 1.85+0,02

B ACTINA 1.75+0,05 1.82+0,05
H2a 1.58+0,02 1.53+0,02

Valores de expressao relativa apresentados como médiat EPM.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1,5% e
corados com brometo de etidio por 30 minutos, para a verificagdo dos tamanhos dos
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fragmentos, especificidade das reacbes e validacdo dos resultados obtidos pela
PCR em tempo real. O gel foi submetido a uma voltagem de +130 Volts por + 3
horas.

6.13 Fixacao e preparo dos blastocistos para TUNEL

Blastocistos expandidos foram fixados em paraformaldeido e incubados
para posterior avaliagdo do indice de apoptose. Resumidamente, os blastocistos
com 192h pods- fecundacdo ou ativagdo, foram retirados das gotas de cultivo,
lavados em gotas de BSA® (Sigma) (1mg/ml) acrescidos de DPBS®. Foram
preparadas placas tipo NUNC® com 1ml de paraformaldeido, para onde os
blastocistos foram transferidos e permaneceram por 25 minutos em temperatura de
8° C. Apds esse periodo, os mesmos foram lavados em gotas de DPBS®, acrescidos
de PVA Cold (0,01g) e transferidos para criotubos com 500 pl da mesma solugéo,
identificados e armazenados na mesma temperatura.

Para a realizagdo do TUNEL, foi utilizado o Kit Promega®. Os blastocistos
foram retirados dos criotubos, lavados em gotas de BSA® (1mg/ml) acrescidos de
DPBS® e permeabilizados em solugdo de 0,1% de Triton x 100° e novamente
lavados em gotas de BSA® (1mg/ml), acrescidos de DPBS® e, posteriormente,
passaram por gotas de tampao de equilibrio. Em seguida, foram incubados em gotas
de TUNEL em atmosfera umidificada, em estufa incubadora por um periodo 1 hora.
Terminada essa etapa, foram lavados em gotas de SSC, corados com DAPI®
(corante de epifluorescéncia) e, entéo, transferidos para lamina e observados em
microscépio de epifluorescéncia. Todo o procedimento foi realizado em ambiente
escuro. Foram considerados TUNEL positivo (apoptéticos), cromatina condensada
em agregados granulares, picnoéticos ou multiplos fragmentos dispersos dentro dos
espacos celulares (Gomez et al., 2009). O indice apoptotico foi calculado a partir da
relacdo do numero total de células e do nudmero de células contendo corpos
apoptéticos.
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7 ANALISE ESTATISTICA

Para a avaliacdo da clivagem, para a taxa de producao de blastocistos,
para o numero total de células embrionarias, para o numero de células apoptéticas e
para o indice apoptético foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Student Newman Keuls. Os resultados do PCR em tempo
real foram analisados pelo software REST® (PFAFFL et al., 2002), usando-se teste
aleatorio de realocagao fixa em combinagdes duplas. Considerou-se P<0,05 como

nivel de significancia.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagédo da cinética do desenvolvimento embrionario foi realizada com
72hpfa. Os resultados obtidos mostram que nao houve diferenca na clivagem total e
nas propor¢cdes de embribes com 2, 4 ou 8 células (Tab.5), evidenciando que
embrides fecundados in vitro e partenogenéticos possuem similar capacidade de
desenvolvimento durante as divisbes embrionarias iniciais. Esses dados estdo de
acordo com Paffoni et al. (2008), que ndo encontraram diferengas em seus estudos
com embrides humanos. Os mesmos ndo encontraram diferengas significativas na
cinética do desenvolvimento celular durante as primeiras clivagens (42-48 e 66-
68hpfa). Tais resultados sugerem que as primeiras divisdes celulares apés a
ativacao do odcito é dependente principalmente do contetudo herdado do oécito, com
pouca influéncia espermatica, uma vez que na partenogénese nao ha a participacao
do espermatozoide. Em contrapartida, Gémez et al. (2009a) encontraram diferenca
na taxa de desenvolvimento embrionario inicial de bovinos entre os embrides FIV e
partenogenéticos. Encontraram uma maior taxa de clivagem inicial nos embrides
FIV. Essa diferenca, segundo os autores, pode ser devida ao uso de um touro

especifico e/ ou devida a auséncia do genoma paterno.

Tabela 5. Efeito da fecundacgéao in vitro (FIV) e da partenogénese (Part) sobre a
clivagem de zigotos bovinos nas primeiras 72h apés a ativagéo.

Trat N° Embrides 2 Embrides 4 Embrides 8 Clivagem
células células células total
(%) (%) (%) (%)
Part 631 3,2+0,9° 26,4+4,0° 43,4+3,7° 73,145,2%
FIV 737 4,0+1,5% 25,5+5,3% 51,2+7,82 80,7+3,42

# Valores com letras semelhantes sobrescritas na mesma coluna néo diferem entre si por ANAVA
(P<0,05). Valores sao mostrados como médiatEPM.

Apoés o periodo de 72hpfa, os embrides Part e FIV foram distribuidos de

acordo com o estadio da divisao celular em embridbes com menos de 8 células
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(<8cel) e embrides com 8 ou mais células (=8cel), a fim de se avaliar o potencial de
desenvolvimento embrionario a partir desses estadios e do indice de apoptose.
Observou-se que tanto nos Part como na FIV os embrides com desenvolvimento
mais rapido, isto é, aqueles que conseguiram atingir estadio de 8 ou mais células até
72hpfa, produziram mais blastocistos no D7 e no D8 (Tab. 3) que os embrides que
nao alcancaram estadio de 8 células até 72hpfa, mostrando que embrides que
possuem as clivagens iniciais mais rapidas alcangcam estadio de blastocistos com
maior eficiéncia do que os embribes com desenvolvimento mais lento,
independentemente de terem sido fecundados in vitro ou ativados por
partenogénese. Estudo anterior ja havia mostrado que embrides fecundados in vitro
que apresentam clivagens iniciais mais rapidas possuem maior competéncia de
desenvolvimento (WARD et al.,, 2001), o que poderia estar associado a melhor
qualidade do material citoplasmatico herdado do odcito, refletindo em ativacdo mais
eficiente do genoma embriondrio (MEIRELLES et al., 2004). No presente estudo,
verificou-se que embrides partenogenéticos com clivagens iniciais mais rapidas sao
mais competentes em se desenvolver in vitro, o que pode estar relacionado a
heranga citoplasmatica materna de melhor qualidade nesses embrides
partenogenéticos de 8 ou mais células, semelhantemente ao proposto para
embrides fecundados in vitro.

Quando os resultados foram comparados entre os grupos Part e FIV, ndo
se observou diferenga na taxa de blastocistos no D7 e D8 a partir de embrides com
menos de 8 células (Tab. 6), mostrando que o baixo potencial de desenvolvimento
de embrides com menos de 8 células é similar em ambos os sistemas de ativagao
(espermatica ou quimica). Por outro lado, o desenvolvimento dos embrides com 8 ou
mais células até estadio de blastocistos no D7 foi maior para o grupo Part do que
FIV, porém sem diferenga no D8 (Tab. 6). A auséncia de diferenca entre as taxas de
blastocistos no D8 entre FIV e Part, ao contrario do observado no D7, pode ser
devido ao inicio do processo de degeneragdo dos blastocistos partenogenéticos, o
que levou a reducéo de 10,8% na taxa de blastocistos no D8 (de 63,6% no D7 para
56,7% no D8) enquanto nos blastocistos FIV houve uma reducéo de apenas 2,8%.

A degeneragdo em embrides partenogenéticos € esperada com o seu
envelhecimento, levando a uma menor viabilidade embrionaria. Maior producéo de
blastocistos pela partenogénese ja foi relatada por alguns estudos (GOMEZ et al.,

2009a, 2009b) enquanto outros ndo encontraram diferencas (LABRECQUE e
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SIRARD., 2011). Um dos fatores que pode estar associado a resultados
contrastantes entre estudos é a fertilidade do touro usado no grupo FIV utilizado
para comparacao. Sabe-se que touros podem ser fonte de variacdo na clivagem e
na producédo de blastocistos (CAMARGO et al. 2002, WARD et al. 2002). Nesse
caso, a presenca ou a auséncia de diferenca entre embrides FIV e Part pode, em
parte, ser devido a maior ou a menor fertilidade do sémen. Independentemente
disso, o resultado de producdo de blastocistos do presente estudo ndo deve ser
comparado com os encontrados na literatura, pois foram calculados para se avaliar o
potencial de desenvolvimento dos embrides em estadio de 8 células, ao contrario
dos publicados na literatura, em que se avaliam o potencial de desenvolvimento do
zigoto.

Ao se reunir os resultados de clivagem de até 8 células, similar entre os
grupos Part e FIV (Tab. 5), com os do desenvolvimento a partir de 8 células, em que
a producéo de blastocistos foi maior para o grupo Part do que para o FIV (Tab. 6),
observa-se que diferengas no desenvolvimento embriondrio pré- implantacional
entre embrides Part e FIV ocorreu a partir do estadio de 8 células. Em bovinos, a
ativagao do genoma embrionario ocorre entre os estadios de 8-16 células, a qual é
importante para o desenvolvimento posterior (SONG & WESSEL, 2005). As
diferencas observadas a partir de estadio de 8 células podem estar associadas a
alteracdes na ativacdo do genoma embrionario, 0 que provocaria alteracées no

padrao de expressao génica dos embrides.

Tabela 6. Produgcdo de blastocistos fecundados in vitro (FIV) ou partenogenéticos
(Part) a partir de embrides com menos de 8 células (< 8cel) ou 8 células ou mais

(=8cel).
Trat Estadio N Blastocistos D7 Blastocistos D8
(%) (%)
Part <8cel 190 28,1+3,0° 23,8+4,4°
>8cel 195 63,6+3,4° 56,7+3,02
Fiv  <8cel 219 13,145,8° 11,945,8°
>8cel 289 45,3+8,9° 44,2+8,9°

2P% Valores com diferentes letras sobrescritas na mesma coluna diferem por ANAVA (P<0,05).
Valores sao mostrados como médiatEPM.

A figura seguinte mostra que, apesar das diferencas na producao de

blastocistos no D7, os embrides FIV e Part sdo iguais morfologicamente.
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Bl Part

Figura 2. Blastocistos (Bl) produzidos por FIV ou Part no D7.

Com o objetivo de se avaliar aspectos em nivel celular dos blastocistos
gerados a partir dos embrides com 8 ou mais células, analisou-se a quantidade total
de células, de células apoptoéticas e o indice de células apoptédticas nos blastocistos
no D8. A Figura 3 mostra imagens ilustrativas de blastocistos analisados quanto a
apoptose pela técnica de TUNEL. Nao se observou diferenca significativa nesses
parametros entre os blastocistos Part e FIV (Tab. 7), apesar de o indice apoptético
ser numericamente superior no grupo Part, contrariando a expectativa de alteracdes
em nivel celular, caracterizando- se uma menor qualidade dos embrides Part. Esses
resultados sdo semelhantes aos relatados por Gomez et al. (2009a), porém diferem
dos relatados por Neuber et al. (2002), Hao et al. (2004) e Wang et al.(2008), que
observaram diferengas no numero de total de células e no indice de células
apoptéticas. A auséncia de diferenga na qualidade celular observada no presente
estudo pode ser devida a origem dos blastocistos analisados, em que foram
considerados somente os blastocistos oriundos de embrides com 8 ou mais células,
isto €, embrides que apresentaram elevado potencial de desenvolvimento, ao
contrario dos trabalhos citados. Esse fato pode ter colaborado para que os
blastocistos partenogenéticos apresentassem maior quantidade de células,
reduzindo as diferengas com os blastocistos FIV. Contudo, ndo se deve descartar
possiveis diferencas entre a proporcao de células apoptéticas entre a massa celular
interna (MCI) e trofoblasto, uma vez que estudo de Gémez et al. (2009a) encontrou

maior indice de células apoptoticas na MCI de embrides partenogenéticos do que de
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fecundacao in vitro, apesar de nao haver diferenca no indice geral de células

apoptéticas.

Figura 3. Imagens ilustrativas da deteccao da fragmentacao do DNA pela técnica de
TUNEL sob aumento de 1000X em blastocistos bovinos oriundos de fecundagéo in
vitro (FIV) ou partenogénese (Part). As ilustragées FIV 1 e Part 1 sdo de blastocistos
com blastdbmeros marcados pelo DAPI e visualizados em azul no filtro 460 nm. As
ilustracdes FIV 2 e Part 2 sdo de blastocistos com blastdbmeros corados pela
fluoresceina visualizados em coloracdao verde no filtro 520+20 nm, indicando
apoptose.
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Tabela 7. Numero total de células, de células apoptéticas e indice de apoptose em
blastocistos produzidos por fecundacao in vitro (FIV) ou partenogénese (Part) a

partir de embrides com 8 ou mais células no D8.

Trat N N? total de células N de células Indice apoptético (%)
(n) apoptéticas (n)

Part 51 92,0+3,42 10,8+1,222 11,441,272

Fiv 49 102,30+4,8° 9,5+1,07° 9,8+1,08%

? Valores com letras semelhantes sobrescritas na mesma coluna n&o diferem entre si por ANAVA

(P<0,05). Valores sao mostrados como média+EP.

Para se avaliar possiveis alteracbes em nivel molecular, analisou-se a
expressao génica em embrides Part e FIV com 8 células. A escolha desse estadio
para avaliacao da expressao génica se deve ao fato de ser o estadio onde se espera
que ocorra a ativacao do genoma embrionario e ao fato de o resultado anterior ter
mostrado que diferencas no desenvolvimento entre embrides Part e FIV ocorrem a
partir de 8 células.

Analisou-se por PCR em tempo real a expressao de seis genes, sendo
cinco deles associados ao estresse (DNAJB1, HSF1, HSPA1L, HSF2 e HSP27P1) e
um ao consumo de glicose (Glut1). Os genes avaliados sdo de fundamental
importancia no processo de PIVE. Durante o desenvolvimento embrionario in vitro,
ocorrem diversas formas de estresse, e como estes genes codificam proteinas
especificas de estresse, foram escolhidos para este estudo, pois 0s mesmos tém a
funcao de proteger os embrides contra qualquer fator estressante a que eles possam

ser submetidos.

Analisando-se as curvas de dissociacao (Figuras 5 a 11) (Anexo) dos
genes estudados, pode- se observar a auséncia de picos referentes a produtos
inespecificos da PCR ou dimeros de primers, sendo essa auséncia uma das
condicoes necessaria para a validacao da quantificagcao de transcritos por PCR em
tempo real, utilizando- se o corante Syber Green. Caso haja alteragdes no padréao

das curvas de dissociacdo analisadas, os valores da quantificagcdo podem estar
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alterados levando a erros de interpretacao, visto que esse corante tem a propriedade
de se ligar a qualquer fita dupla de DNA.

Dos seis genes avaliados, cinco apresentaram diferente padrdo de
expressao nos embrides Part em relacdo aos embrides FIV (Fig. 12). Os genes
DNAJB1, HSF1 e HSPAT1L apresentram-se subregulados enquanto o gene HSF2
esteve sobreregulado, enquanto que o Glut 1, gene de metabolismo celular,
também se apresentou subregulado. Diferencas na expressdo génica entre
embrides bovinos FIV e Part ja foram identificados em outros estudos com embrides
em estadio de blastocistos. Gémez et al. (2009a) encontraram diferencas na
expressdo de genes associados ao metabolismo, a formagédo de blastocitos, a
pluripotencia, a apopotose e ao reconhecimento da gestagdo em blastocitos
expandido no oitavo dia apds a ativagdo. Nowak-Imialek et al. (2008) observaram
diferenca no padrao de expressao de genes associados a histonas em blastocistos.

O presente estudo mostrou que diferencas no padrdao de expressao
génica ocorrem também em estadios de 8 células, o que pode influenciar o
desenvolvimento embrionario posterior. O padrdao de expressao diferente pode estar
associado a conformacao da cromatina durante a fase de ativagcdo do genoma
embrionario. Nowak-Imialek et al. (2008) analisando o padrao de expressao do gene
histona lisina methiltransferase (SUV39H1), encontraram uma sobrexpressao desse
gene nos embrides bovinos com 8-16 células partenogenéticos, sugerindo uma
assimetria no padrao de metilacdo de histona H3 na lisina 9 entre embriées FIV e
Part. Como a fungdo enzimatica da SUV39H1 envolve a formagé&o de sitios de
ligacdo para a proteina heterocromatina 1 (HP1), a qual é essencial para a formacao
da heterocromatina e do silenciamento génico (AAGAARD et al., 2000), a
sobrexpressdo do gene com consequente expressdo da proteina poderia levar a
alteracdo da expressao génica, com reducao dos niveis de alguns transcritos, como
0 HSF1.

Por outro lado, Bui et al. (2011) observaram em camundongos que a
presenca da cromatina paterna € importante para regular a atividade transcricional
durante a fase de pre-implantacao e envolve a presenca de espermatozoide. Os
mesmos relataram que a produgdo de novos RNAs é reprimida nos embrides
gerados por injecdo espermatica citoplasmatica, mas €& mantida em
partenogenéticos durante a transicdo de duas para oito células, coincidindo com a

fase da ativacao do genoma embrionario nessa espécie. Nesse caso, seria esperada
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uma maior quantidade de transcritos nos embriées partenogenéticos, o que nao foi o
caso do gene HSF1, que se apresentou sub- regulado nos embrides Part. Contudo,
o gene HSF2 apresentou uma quantidade de transcritos seis vezes maior nos
embrides Part do que nos de FIV. Se a presenca da cromatina paterna for
importante para reprimir a formacao de novos RNAs, ndo é claro se esse papel serd
igual para todos os genes.

E possivel que a assimetria da estrutura da cromatina, com auséncia da
cromatina partena, nos embrides Part com oito células tambem influencie a
expressdo dos outros genes alterados, no caso DNAJB1 e HSPA1L. Contudo, é
mais provavel que a menor expressao dos genes DNAJB1 e HSPA1L seja resultado
da menor expressao da HSF1.

A HSPA1L, também chamada de HSP70.1L, € uma chaperona variante
da HSP70.12, com a funcéo de protecao proteica, suprime a agregacao de proteinas
desnaturadas causadas por condigdes estressantes (PATTERSON; HOHPED,
2006). A DNAJB1 é uma proteina de choque térmico que tem acao sinérgica com as
HSP70 na resposta ao estresse, proporcionando maior protecao celular (OHTSUKA
& SUZUKI, 2000). A HSF1, assim como a HSF2, é um fator de transcricao que
regula a expressao de desses genes HSPs (TRINKLEIN et al., 2004). Contudo, a
acao da HSF2 depende do HSF1, uma vez que ela somente é recrutada ao
promotor do HSP na presenca de HSF1 (OSTLING et al., 2007). Assim, a menor
expressdao do HSF1 pode ter levado a menor expressdao da DNAJBT1 e HSPATL.
Como a HSF2 modula a expressao das HSPs (MEZGER et al., 1991; MORIMOTO et
al., 1994; WU.,1995) de forma dependente do HSF1 (OSTLING et al., 2007), mesmo
uma maior expressdo da HSF2 nao teria um efeito sobre a expressdo das HSPs,
uma vez que a quantidade de transcritos de HSF1 estava reduzida nos embrides
Part. No entanto, ndo se tem uma visdo clara se a HSF2 pode modular tanto
negativamente como positivamente a transcricdo das HSPs (MURPHY et al., 1994;
MEZGER et al., 1989; KOTHARY et al., 1987; GIEBEL et al., 1988; LEGAGNEUX et
al., 1989).

Como exemplo, a sobrexpressao da isoforma HSF2 beta em células K562
(células imortalizadas de leucemia eritromieloblastéide humana), tratadas com
agente indutor de diferenciacao (hemim), previne a ativacdo do promotor de HSPs,

ao contrario da isoforma HSF2 alpha (LEPPA et al., 1997). Contudo, em bovinos,
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essas isoformas ndo estao ainda caracterizadas, nao havendo como distingui-las no
presente experimento.

Outro fator que pode contribuir para a deteccdo de menor quantidade de
transcritos de DNAJB1 e HSPA1L é a auséncia da fecundagdo espermatica, uma
vez que transcritos desses genes sdo encontrados em espermatozoides e poderiam
ser entregues aos oo6citos no momento da fecundacao (OSTERMIEIER et al., 2004).
Contudo, deve-se levar em conta que a quantidade de transcritos em
espermatozoides mamiferos é baixa, estimada entre 10 e 20 fg/espermatozoide
humano (DADOUNE, 2009), o que deve pouco influenciar na quantidade total de
RNA em embrides nos estadios iniciais de desenvolvimento.

As HSPs atuam, ndo somente em condigdes de estresse, mas também na
regulagdo da homeostasia celular, mesmo na auséncia de agente estressor (RUPIK
et al., 2011). A inibicdo da HSPs, como a HSP70, reduz o desenvolvimento pré-
implantacional de embrides de camundongos (MATWEE et al., 2001; ESFANDIARI
et al.,, 2007). A expressdo das HSP no periodo pés- implantacional também é
importante. Em gestacbes de camundongos, observou-se a expressdao de
chaperonas da familia das HSP70 nos tecidos extraembrionarios a partir de E8.5 e
nos embrides, a partir de E15.5. A expressao das isoformas de HSP90 também
foram observadas em embrides de camundongos nos estadios de 8 células e de
blastocistos (revisado por RUPIK et al.,, 2011). Portanto, a manutencao de niveis
constitutivos de HSP parece ser necessaria para o adequado desenvolvimento
embrionario. A menor expressao dos genes que codificam proteinas heat shock
(DNAJB1 e HSPA1L) da familia da HSP70) nos embrides Part sugere que a
manutencdo da homeostasia pode estar comprometida e prejudicar a viabilidade
desses embrides. De fato, é bem estabelecido que gestagcdes de embrides
partenogenéticos em mamiferos ndo chegam a termo por deficiéncia de genes
imprintados, mas, curiosamente, no presente experimento, os embrides Part em
estadio de blastocistos nao apresentaram diferencas em nivel celular com os
embrides FIV em relacdo a apoptose, indicando que as grandes diferencas de
viabilidade devem ocorrer apds essa fase. Além disso, embrides cultivados in vitro
estdo expostos a agentes estressantes causados pelas condi¢gdes de cultivo
inadequadas (FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2007, DAS e HOLZER, 2012), o que
pode requerer a protecdo de chaperonas (BALASUBRAMANIAN et al, 2007,
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ESFANDIARI et al., 2007), ressaltando a importancia da expressao de genes de
HSPs.

A hipétese quanto a maior expressdao do GLUT1 nos embrides FIV em
relacdo aos Part seria 0 aumento na glicélise associado com a penetracdo do
espermatozoide no odcito (URNER e SAKKAS., 1996; BIGGERS et al., 1967). O
catabolismo aumentado da glicose ocorre somente durante a fertilizagdo. O mesmo
ndao € observado apds a ativacdo partenogenética (URNER e SAKKAS., 1999).
Urner e Sakkas (1999) encontraram aumento significativo de glicose no odcito
fertiizado (1Ca21) em comparacdo com o0s o6citos nado fertilizados (2Ca21),
indicando uma maior taxa de glicélise associada a fecundacdo. Portanto, os
espermatozoides podem trazer um fator que estimula o metabolismo do oécito
(PANTALEON et al., 2001). Zigotos de ratos tém um requisito para a piruvato
durante a primeira divisdo, ao passo que, na segunda divisdo, esse requisito é pelo
piruvato e pelo lactato que agem sinergicamente (WALES e WHITTINGHAM, 1967).
Ja a glicose, torna-se o substrato preferido apdés a compactagédo, na fase de oito
células (LEESE e BARTON, 1984), em que é necessario para alimentar a alta
energia, necessitando da atividade de bombas de Na + e K + dependentes de

ATPases para a formacao da blastocele.
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Figura 11. Quantificacao de transcritos em embriées de 8 celulas produzidos por FIV
ou Part. Colunas com astericos diferem dentro do mesmo gene (P<0,05).

Os produtos amplificados foram analisados para a verificacdo dos
tamanhos dos fragmentos, especificidade das reagdes e para a validacao dos
resultados obtidos pela PCR em tempo real. Todos os transcritos dos genes
estudados foram identificados em gel de agarose e apresentaram o tamanho
esperado como pode ser visto na figura abaixo.
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Figura 12. Gel de agarose para a verificagdo dos tamanhos dos fragmentos dos
genes acima relacionados. Os marcadores (PM) utilizados foram de 50 pb. Os
tratamentos visualizados foram F (FIV) e P (Part), respectivamente. Foram
realizadas duplicatas e um controle negativo para cada gene. O numero de pares de
base de cada gene pode ser visualizado no quadro 1.
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9 CONCLUSOES

Conclui-se que embrides partenogenéticos de 8 células possuem
alteracdes no padrao de expressao génica em relacdo aos embrides FIV, porém o
seu desenvolvimento até estadio de blastocistos € superior , sem influenciar no total
de células e no indice de apoptose. Tais diferencas devem ser levadas em
consideragdo na interpretacdo de resultados de estudos com embrides
partenogenéticos em substituicdo aos embrides FIV.
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ANEXOS
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Figura 4. Curvas de dissociagdo do gene B ACTINA obtida apés ampliagdo por PCR

em tempo real dos zigotos com 8 células FIV e Part, respectivamente.
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Figura 5. Curvas de dissociacdo do gene DNAJBT1 obtida apds ampliacdo por PCR

em tempo real dos zigotos com 8 células FIV e Part, respectivamente.
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Figura 6. Curvas de dissociagdo do gene HSPA1L obtida apés ampliacédo por PCR
em tempo real dos zigotos com 8 células FIV e Part, respectivamente.
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Figura 7. Curvas de dissociagdao do gene HSP1 obtida apés ampliacao por PCR em

tempo real dos zigotos com 8 células FIV e Part, respectivamente.
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Figura 8. Curvas de dissociacao do gene HSF2 obtida ap6s ampliagdo por PCR em

tempo real dos zigotos com 8 células FIV e Part, respectivamente.
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Figura 9. Curvas de dissociacdo do gene HSP27P1 obtida apds ampliacdo por PCR
em tempo real dos zigotos com 8 células FIV e Part, respectivamente.
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Figura 10. Curvas de dissociagdo do gene GLUT1 obtida apés ampliacdo por PCR

em tempo real dos zigotos com 8 células FIV e Part, respectivamente.





