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RESUMO

Nos tltimos anos observou-se um aumento expressivo do uso da Producdo In-vitro de
Embrides (PIVE) em ragas bovinas leiteiras. Neste contexto, é conhecido que as diferencas na
quantidade e no potencial de desenvolvimento oocitdrio entre fémeas de ragas europeias (Bos
taurus taurus) e zebuinas (Bos indicus taurus) afetam consideravelmente a eficiéncia e a
viabilidade econdmica da PIVE. Sabendo que o sistema dos fatores de crescimento
semelhantes a insulina (IGF) estd relacionado a capacidade de desenvolvimento dos odcitos, o
objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo de genes do sistema IGF nos complexos cumulus
o6citos (COCs) oriundos de doadoras das racas Gir, Holandesa e mesticas F1 (1/2 Holandesa
x 1/2 Gir). Os COCs imaturos foram recuperados por aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia (OPU) em fazendas na regido sul do estado de Minas Gerais, Brasil. Os
obcitos e as células do cumulus provenientes de grupos de 30 COCs (n=4/raga) foram
mecanicamente separados e armazenados em nitrogénio liquido. Foram selecionados para as
andlises somente COCs classificados como grau 1 e vidveis. O RNA total foi extraido de
“pools” de 30 odcitos e das células do cumulus correspondentes utilizando o kit RNeasy®
(Qiagen). A expressdo dos genes alvo (IGFI e IGF2), seus receptores (IGFRI e IGFR?2),
proteinas de ligacdo aos IGFs (IGFBP2 e IGFBP4) e proteina de inativacio IGFBPase (
também conhecida como “Proteina Plasmatica Associada a Gravidez”; PAPP-A), foi
investigada por RT-PCR em tempo real utilizando o sistema Power Sybr® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) e normalizada pela Ciclofilina-A (CYC-A). A quantificacio
relativa do RNAm foi determinada pelo método de AACt com corre¢do de eficiéncia. Os
efeitos das diferentes racas sobre a expressdo dos genes alvo nos odcitos e nas células do
cumulus foram testados por ANOVA e os grupos foram comparados pelo teste de Tukey-
Kramer HSD. O nivel de significancia foi considerado P<0,05. Nos odcitos houve uma maior
expressdao do RNAm codificante para IGFRI em doadoras Gir em relagdo as 1/2 Holandesa x
1/2 Gir e Holandesas. A abundincia relativa de RNAm do IGF2, IGFR2 e IGFBP4 foi maior
nas células do cumulus de vacas Holandesas quando comparado as vacas Gir e 1/2 Holandesa
x 1/2 Gir. A expressdo do RNAm da enzima PAPP-A foi maior nas células do cumulus e nos
odcitos das doadoras Gir e 1/2 Holandesa x 1/2 Gir em comparagdo com as Holandesas. Nao

houve alteracio na expressdo dos genes IGFI, IGF2, IGFR2, IGFBP2 e IGFBP4 nos o6citos,



assim como dos genes IGFI, IGFRI e IGFBP2 nas células do cumulus entre as racas. Em
conclusdo, a maior expressio de PAPP-A nos odcitos e células do cumulus de COCs
provenientes de doadoras das racas Gir e 1/2 Holandés x 1/2 Gir associada a baixa expressao
de IGFBP4 nas células do cumulus destas, sugere uma degradacio mais eficiente das IGFBPs,
resultando em maior biodisponibilidade dos IGFs em COCs imaturos das racas Gir e meio
sangue (1/2 Holandesa x 1/2 Gir) quando comparado com COCs da raga Holandesa.

Palavras-chave: Gado de leite; Qualidade oocitdria; Sistema IGF; Expressao génica.



ABSTRACT

In last years it has been noted increasing utilization of in vitro embryo production (IVEP) in
dairy breeds production. In this context, is known that differences in the number and
development potential of oocytes between European (Bos taurus taurus) and Zebu (Bos
indicus taurus) cows affect extremely the efficiency and economic viability of IVEP. Since,
insulin-like growth factor (IGF) system is related to developmental capacity of oocytes, the
aim of this study was to quantify mRNA abundance of IGF system members in cumulus
oocytes complex (COCs) from Gir, Holstein and 1/2 Holstein x 1/2 Gir donor cows. Pools of
30 immature COCs from Gir (n=4 pools), Holstein (n=4 pools) and 1/2 Holstein x 1/2 Gir
donor cows (n=4 pools) were obtained by ovum pick-up on farms in the southern region of
Minas Gerais state, Brazil. Oocytes and cumulus cells were mechanically separated and stored
in liquid nitrogen. Only selected COCs were analyzed with homogeneous cytoplasm and
surrounded by, at least, three layers of compact cumulus cells were selected for the
experiment. Total RNA was extracted from pools of 30 oocytes and their respective cumulus
cells using the RNeasy® kit (Qiagen). The investigation of target genes (IGFI and IGF2),
their receptors (/GFRI and IGFR2), as well as IGF binding proteins {GFBP2, IGFBP4), and
pregnancy-associated plasma protein-A (PAPPA) was assessed by real time RT-PCR using
Power SYBR® green master mix (Applied Biosystems) and normalized by Cyclophilin
(CYC-A). Relative quantification of mRNA abundance was determined using the AACt
method with correction by Pfaffl’s equation. Effects of breeds on the expression of target
genes in oocytes and cumulus cells were tested by ANOVA and means were compared by
Tukey-Kramer HSD test. Differences were considered significant when P<0.05. In oocytes,
mRNA encoding IGFRI was higher in Gir compared to Holstein and 1/2 Holstein x 1/2 Gir
animals. The relative mRNA abundance of IGF2, IGFR2 and IGFBP4 was higher in the
cumulus cells of Holstein donor compared to Gir cows. The mRNA abundance of PAPPA
was higher in cumulus cells and oocytes in Gir and 1/2 Holstein x 1/2 Gir donor cows
compared to the Holstein donors. No differences on mRNA abundance of IGFI, IGF2,
IGFR2, IGFBP2 and IGFBP4 in oocytes and IGF1, IGFRI and IGFBP2 in cumulus cells
were demonstrated among different breeds. In conclusion, the higher PAPPA mRNA

abundance in oocyte and cumulus cells from Gir and 1/2 Holstein x 1/2 Gir donors associated



with low expression of IGFBP4 in cumulus cells of these breeds, suggest more efficient
degradation of IGFBPs, which results in greater bioavailability of IGF in Gir and crossbred
(1/2 Holstein x 1/2 Gir) COCs when compared to the Holstein immature COCs.

Keyword: Dairy cattle; Oocyte quality; IGF system; Gene expression.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O crescimento do setor agropecudrio esteve acima da média de desenvolvimento geral
do pais nos ultimos anos. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
(IBGE) a agropecudria se manteve como um dos sustentdculos do Produto Interno Bruto
(PIB) brasileiro no ano de 2015'.

Neste sentido vale destacar que a pecudria leiteira é de fundamental importancia para o
setor agropecudrio brasileiro. Em 2014, a producdo de leite foi de 35,17 bilhdes de litros,
representando um aumento de 2,7% em relagdo a registrada no ano anterior. De acordo com o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States Department of Agriculture -
USDA), o Brasil ocupou a quinta posi¢do no “ranking” mundial de produgao de leite em 2014
(IBGE, 2015). Minas Gerais ganha posi¢do de destaque no cendrio pecudrio nacional por ser o
estado maior produtor de leite do Brasil, responsavel por cerca de 28% da produgio nacional
(IBGE, 2015).

Ainda que parte do rebanho mineiro seja constituida de animais de racas taurinas,
principalmente Holandesas e Jersey, uma grande propor¢do dos animais destinados a
produgdo leiteira é de origem zebuina ou seus cruzamentos. Animais que nas condi¢gdes de
clima e manejo das propriedades mineiras, podem ser tdo ou mais eficientes que as racas
europeias. Dentre as ragas Bos indicus taurus, a vaca Gir € a principal raga leiteira usada nos
tropicos. Ela é amplamente utilizada na América do Sul, principalmente no Brasil, onde o
melhoramento genético vinculado ao processo de selecdo para a produgdo de leite vem
ocorrendo ha anos (CAMARGO et al., 2007). Além disso, ocupam posi¢do de destaque os
mesticos F1 (1/2 Holandés x 1/2 Gir), os quais devido aos efeitos favordveis de heterose e
complementariedade das ragas possuem aptiddo leiteira e maior adaptabilidade
(MADALENA; PEIXOTO; GIBSON, 2012).

No entanto, um dos principais desafios para a maioria dos produtores de leite com
gado mestico € a dificuldade em manter os rebanhos no grau de sangue desejado, quer seja
pela inseminacdo artificial ou pela monta natural (GOULART et al., 2009). Os sistemas de
produgdo brasileiros ainda buscam um mecanismo eficaz para suprir a reposi¢do de fémeas

mesticas F1 (1/2 sangue) ou F2 (3/4; MARCATTI-NETO; RUAS; BORGES, 2004). Neste

! http://www1.folha.uol.com.br/mercado/2015/08/1674821-agropecuaria-ainda-sustenta-pib.shtml
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sentido, a utilizacdo de biotécnicas como a produgéo in vitro de embrides (PIVE) € uma
alternativa para a formacgdo e manutencdo de rebanhos que visa a utilizacdo de fémeas F1 ou
F2 para a producio de leite. E vilido mencionar que nos dltimos anos observou-se um
aumento expressivo do uso da PIVE em ragas leiteiras (VIANA et al., 2010; 2012a), o que
pode ser atribuido, em grande parte, pela disponibilidade de sémen sexado (VIANA et al.,
2012b) e pela demanda de animais de producgdo, como no caso dos rebanhos F1. No Brasil,
estima-se uma demanda anual de 2 a 4 milhdes de novilhas de reposi¢do para rebanhos
leiteiros, e a PIVE pode ser uma alternativa valiosa para fornecer animais com maior
potencial de producéo para este segmento (VIANA et al., 2012a).

Com o programa de melhoramento genético da raca Gir Leiteiro, iniciado em 1985,
existem disponiveis hoje no mercado, s€men de touros provados para leite, o que estimula sua
utilizagdo para a produ¢do de animais F1, usando o Holandé€s como raca materna. A utilizagio
desse cruzamento € uma alternativa, porém, a eficiéncia e viabilidade econdmica da PIVE sio
limitadas quando doadoras de ragas taurinas sdo utilizadas, uma vez que estas apresentam
menor nimero de foliculos disponiveis para aspiracdo em seus ovdrios e reduzido potencial de
desenvolvimento de seus odcitos, influenciando diretamente no nimero de prenhezes por
aspiracdo (BLONDIN et al., 2002; MERTON et al., 2003). Segundo Viana e colaboradores
(2010; 2012b), existe um crescimento progressivo na utilizacdo de racas leiteiras na PIVE no
Brasil, principalmente das racas Gir e Girolando, pelo potencial destas racas na produgio de
embrides. Embora com grande potencial, os resultados sdo ainda discrepantes, por se tratar de
um processo ainda insipiente nestas racas, o que demanda estudos adicionais especificos neste
tipo de animal.

Neste contexto, é conhecido que a capacidade de desenvolvimento do odcito para
sofrer a maturagdo completa, a fertilizacdo e formar um embrido vidvel € influenciada pela
presencga de informagdes especificas na forma de RNAm e proteinas. Apesar de alguns genes
ja terem sido relacionados com a competéncia (DONNINSON e PFEFFER, 2004), os
mecanismos pelos quais o odcito adquire essa competéncia ainda ndo foram completamente
elucidados. Dentre alguns fatores apontados como reguladores do desenvolvimento oocitario,
destacam-se os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs), cuja participagcdo tem
sido relatada nos diferentes estagios do desenvolvimento folicular, na maturagcdo oocitéria e
no subsequente desenvolvimento embriondrio (PALMA; MULLER; BREM, 1997;
DEEMESTERE et al., 2004). Estudos demonstram que a adi¢do de IGF1 durante a MIV

proporciona um aumento na expansio das células do cumulus, uma melhora na maturagio
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nuclear e uma reducio nos indices de apoptose no odcito (WASIELAK e BOGACKI, 2007
revisado por VELAZQUEZ et al., 2009).

Estudos que utilizam odcitos com diferentes potenciais de desenvolvimento associados
a expressdo génica podem ajudar a compreender os mecanismos que permitem um melhor
desempenho reprodutivo de determinadas racas doadoras. Tais conhecimentos podem
contribuir na identificacdo de alteracdes necessarias para a melhoria da eficiéncia do processo
de PIVE, refletindo em uma redugd@o dos custos e uma maior produtividade e lucratividade do
setor.

Sabendo as diferencas entre as ragas zebuinas e europeias quanto ao desempenho
reprodutivo e que os IGFs podem estar relacionados a variagdes individuais de competéncia
oocitdria, o objetivo do presente estudo baseou-se em verificar a expressio do RNAm de
membros do sistema IGF em odcitos e células do cumulus derivados de vacas leiteiras das
racas Gir (Bos indicus taurus), Holandesa (Bos taurus taurus) e mestica F1 (indicus-taurus).
Vale ressaltar que o gado mestico F1 (1/2 Holandés x 1/2 Gir) tem sido amplamente utilizado
para a producéo de fémeas leiteiras 3/4 pela técnica de PIVE, o que justifica a necessidade de

ampliacdo do conhecimento dos aspectos fisiologicos da reprodugdo nestes animais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Domesticacio bovina e surgimento das racas atuais

Apesar da dificuldade de se precisar exatamente o momento em que os bovinos
passaram a ser domesticados pelos seres humanos, suspeita-se que tal acdo tenha se iniciado
no periodo Neolitico da histdria e que esses animais tinham como fungéo fornecer leite, couro
e transporte além de ser simbolo de riqueza e utilizado em esportes como touradas e rodeios
(VAN VUURE, 1998).

A domesticacdo bovina ocorreu por meio do Bos primigenius, conhecido também
como Auroque, que era um excelente animal para fornecer carne e também pela sua grande
forca de tracdo que era aproveitada na agricultura (ISAAC, 1962).

Segundo Reed (1964), tanto o gado Taurino (Bos taurus taurus) quanto o Zebuino
(Bos indicus taurus), descendem da primeira raca domesticada pelos seres humanos, o
Auroque (Bos primigenius) que estava presente desde o Atlantico até a costa do Pacifico,
Tundra do norte, India e Africa.

A medida que o gado passou a ser domesticado, percebeu-se que esses animais
sofreram diversas adaptacdes e modificagdes fenotipicas. Dentre elas destacam-se a reducdo
gradativa do tamanho dos animais, a redugdo ou extingdo dos chifres utilizados nas disputas
territoriais, além da adaptacao as mais diversas condi¢des climaticas que iam de pastos verdes
e clima ameno a regides completamente &ridas. Tais adaptagdes contribuiram para o
surgimento de diversas ragas especializadas que vém sendo aprimoradas até os dias atuais
(FELIUS, 1995).

Surgiu entdo duas espécies derivadas do Auroque. Os animais domesticados na regido
do crescente fértil (Figura 1) deram origem aos Taurinos, e os animais que foram
domesticados na regido do Indus Valley (Figura 2) originaram os animais atualmente

conhecidos como zebuinos ou indicos.
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Figura 1 - Regiao do Crescente Fértil, berco de origem das racgas taurinas.
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Acesso em: 04 de Junho de 2016.

Figura 2 - Regiao de Indus Valley, berco de origem das racas zebuinas.
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2.1.1 Introdugdo dos bovinos na américa

Apds a descoberta das américas, o gado passou a ser trazido para o continente

americano juntamente com os desbravadores do territério. Os primeiros animais a chegar em
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continente americano foram trazidos da Espanha e Africa do Norte para o Caribe, seguido

pela introduc@o dos animais na cidade de Sao Paulo - SP vindos de Portugal (FELIUS, 1995).
Ainda segundo Felius (1995), no século XIX, comecaram também a chegar em

territGrio brasileiro animais vindos da India, introduzindo assim as ragas zebuinas no pafs com

a chegada do Guzerd em 1875, do Gir em 1890 e do Ongole em 1895.

2.2 Raca Gir

A raca Gir tem como origem a parte central da Peninsula de Kathiawar a mais de seis
mil anos atrds, nos pastos Savana, parte central da peninsula. O gado Gir estd entre uma das
melhores ragas zebuinas leiteiras existentes (KHACHAR, 2013).

A partir da introducdo da raga no Brasil, notou-se que os animais desta raca, além de
sua rusticidade, longevidade produtiva e reprodutiva, docilidade, baixo custo de mantenca e
facilidade no parto, eram também animais com boa producio de leite, sendo entdo iniciado o
processo de selecdo genética para a produgdo de leite nestes animais a partir da década de 30

(O Gir..., 2012).

2.3 Raca Holandesa

Segundo Houghton (1897), ndo hd um consenso sobre a origem da raca Holandesa,
conjetura-se que o animal ao qual conhecemos hoje pelas caracteristicas fenotipicas, tenha
surgido apenas na segunda metade do século XVIII, devido as grandes enchentes e epidemias
ocorridas na regido Holandesa da Dinamarca, bem como ao inicio do processo de
melhoramento genético para a produgao leiteira que culminou com a importacdo de animais
europeus, americanos, indianos, africanos e australianos e que desta mesclagem de animais
surgiu entdo o gado negro malhado mundialmente conhecido.

Presume-se que o gado Holandés tenha sido trazido para territério brasileiro entre os
anos de 1530 e 1535, no periodo em que o pais estava dividido em capitanias

hereditdrias.(GEORGEALVES, 2015)

2.4 Meio Sangue Holandés/Gir

De acordo com a Associagdo Brasileira dos Criadores de Girolando, (Generalidades...,
2016), supde-se que a raga surgiu entre as décadas de 40 e 50 na regido do vale do paraiba,
Sdo Paulo, quando um touro Gir invadiu uma pastagem vizinha e cobriu algumas vacas de

raca Holandesas. Ao nascerem, notou-se uma grande diferenca entre os animais nascidos e o0s
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tradicionais da época, além de demonstrarem vdrias caracteristicas interessantes aliando as
qualidades das duas racas cruzadas, como a producdo de leite e a rusticidade. A partir de
entdo os criadores passaram a realizar tal cruzamento com mais frequéncia e a pratica foi
difundida por todo o Brasil.

A descendéncia foi entdo normatizada no ano de 1989, determinando que o animal
caracterizado como Puro Sintético da Raca Girolando, deveria conter o grau de 5/8 Holandés

com 3/8 Gir (Generalidades..., 2016).

2.5 A importancia da producio in vitro de embrides no gado leiteiro e seus desafios

A produgio in vitro de embrides (PIVE) bovinos € uma biotecnologia utilizada em
todo o mundo, principalmente no Brasil. O aumento no nimero de laboratdrios que oferecem
essa biotécnica a torna cada vez mais acessivel aos pecuaristas. Seu principio se baseia na
aspirag¢do folicular guiada por ultrassonografia, seguida pela maturacdo in vitro (MIV) e
fecundacdo in vitro (FIV) dos odécitos obtidos e do cultivo in vitro (CIV) dos zigotos
produzidos. Todo este processo ocorre em laboratdrios, dentro de incubadoras com
temperatura e atmosfera controladas, sendo que os embrides sé sdo transferidos para as
receptoras apds seis ou sete dias de cultivo. Dentre as vantagens reprodutivas da PIVE,
destacam-se a redugdo no intervalo entre geracdes, obtida pela utilizacdo de animais bastante
jovens e o acelerado progresso genético, conseguido pela intensa exploracdo de matrizes
geneticamente superiores (GONCALVES; FIGUEIREDO; FREITAS, 2002).

No Brasil, a popularizagdo da PIVE bovina entre criadores e selecionadores genéticos
esteve associada inicialmente as ragas zebuinas de corte. Dentre os fatores que impulsionaram
esta particularidade estdo a composicdo de nossos rebanhos majoritariamente formada por
animais zebuinos ou seus cruzamentos e a eficiéncia da técnica a qual € maior nestas, devido
ao maior nimero de odcitos obtidos por sessdo de aspiracdo somado as melhores taxas de
embrides produzidos in vitro (DE ROOVER et al., 2008; WATANABE et al., 2008).
Contudo, nos tultimos anos tem-se observado um crescimento progressivo do emprego da
PIVE em ragas leiteiras (VIANA et al., 2010; 2012b). No periodo de 2005 a 2010 o uso da
PIVE em gado de corte caiu 24%, enquanto no gado leiteiro aumentou 764% (VIANA et al.,
2012b). No Brasil, em 2013, 45,7% dos embrides produzidos in vitro foram obtidos de
doadoras de racas leiteiras, enquanto 54,3% foram de vacas de corte (revisado por
KADARMIDEEN et al., 2015). Este crescimento pode ser atribuido, em grande parte, a
disponibilidade de sémen sexado (RATH e JHONSON, 2009), uma vez que o maior

percentual de machos nascidos com o uso de sémen convencional era um dos fatores que
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inviabilizava o uso da técnica em animais leiteiros (SIQUEIRA et al.,, 2012). Mais
recentemente, o uso da PIVE na pecudria leiteira também foi impulsionado pela demanda de
animais de reposi¢do, como no caso dos rebanhos F1 (1/2 Holandés X 1/2 Gir), criando um
novo mercado potencial para as tecnologias de embrides (VIANA et al., 2010; 2012b).

Até o inicio da década de 90, a obtencdo de animais FI era, na sua maioria, feita
utilizando-se fémeas da raca Gir e touros Holandeses. Isso porque a populacdo de Gir era
grande, a vaca Gir possuia custo relativamente baixo e dispunha-se de touros Holandeses
provados para leite (VERNEQUE et al., 2010). Atualmente, a producdo de F1 utilizando
reprodutores Gir e doadoras Holandesas de alto mérito genético foi viabilizada através da
PIVE, o que pela utilizacdo da inseminacdo artificial era extremamente oneroso. Isso porque
manter o sistema de producdo de leite com matrizes Holandesas selecionadas para alta
producdo tem elevado custo, principalmente com nutricio e sanidade. Além disso, com o
programa de melhoramento genético da raga Gir, iniciado em 1985, existem disponiveis no
mercado s€émen de touros provados para leite, o que estimula a utilizacdo destes para a
producao de F1 (VERNEQUE et al., 2010).

Em adicdo, é valido mencionar que existe um mercado crescente para a formacdo de
rebanhos com fémeas 3/4 para a producdo de leite (MADALENA; PEIXOTO; GIBSON,
2012), e, novamente, a PIVE tem sido uma ferramenta para a producdo desses animais,
através da utilizacdo das fémeas mesticas F1 (1/2 Holandés/Gir) como doadoras de odcitos
(PONTES et al., 2010). Pontes e colaboradores (2010) mostraram que o desempenho de
fémeas F1 (1/2 Holand&s/Gir) como doadoras de odcitos foi préximo ou até mesmo melhor do
que o desempenho das doadoras Gir, considerando tanto o nimero de odcitos recuperados
como o de embrides produzidos.

Tem sido relatado que particularidades reprodutivas entre fémeas de ragas europeias
(Bos taurus taurus) e zebuinas (Bos indicus taurus) afetam consideravelmente a eficiéncia e a
viabilidade econémica da PIVE (VIANA et al., 2012b). Dentre elas destacam-se o niimero de
foliculos disponiveis para aspiracdo nos ovdrios e a qualidade e potencial de desenvolvimento
dos odcitos recuperados (LOPES et al., 2006; CAMARGO et al., 2007; DE ROOVER et al.,
2008). Nesse sentido, Pontes e colaboradores (2010) mostraram que o nimero de odcitos e de
embrides produzidos por aspiracdo foram superiores nas doadoras Gir quando comparado
com as doadoras Holandesas. Em adi¢cdo, Camargo et al. (2007), comparando as mesmas
racas de doadoras, encontraram uma maior taxa de clivagem e producdo de blastocistos,

baseado no nimero de odcitos recuperados, em doadoras Gir. Tais dados sugerem que a raca
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Gir apresenta um ndmero superior de COCs recuperados e melhor qualidade intrinseca dos
odcitos em relacdo a Holandesa.

Dentre os fatores que justificam o menor desempenho reprodutivo de animais das
racas Bos taurus taurus, destaca-se a maior susceptibilidade destes animais ao estresse
térmico. Em fémeas europeias, a exposicdo a temperaturas tropicais comprovadamente
prejudica o crescimento folicular, a secre¢@o hormonal (WOLFENSON et al., 1995), reduz o
potencial de desenvolvimento do odcito e a taxa de fecundacdo, além de comprometer o
desenvolvimento embrioniario (AL-KATANANI; PAULA-LOPES; HANSEN, 2002;
SARTORI et al., 2002; SATRAPA et al., 2011). Em contraste, animais zebuinos sdo mais
adaptados ao clima tropical, demonstrando maior tolerancia ao calor. Consequentemente,
animais Bos indicus taurus t€m mostrado melhor desempenho reprodutivo se comparados a
animais Bos taurus taurus quando em regides tropicais e subtropicais (BO; BARUSELLI,
MARTINEZ, 2003; CAMARGO et al., 2007).

Dentre alguns dos fatores apontados como reguladores do desenvolvimento oocitério
tanto na presenga quanto na auséncia de estresse térmico, destacam-se os Fatores de

Crescimento Semelhantes a Insulina (IGFs).

2.6 Fatores de Crescimento Semelhantes a Insulina

O sistema IGF é composto pelos polipeptidios estruturalmente relacionados a pré-
insulina, os fatores IGF1 e IGF2, os quais se ligam a dois tipos de receptores (IGFRI e
IGFR2) e seis proteinas de ligacdo (IGFBP-1, -2, -3, -4, -5, e -6). Esses fatores exercem
atividade sobre o metabolismo intermedidrio, a proliferacio, o crescimento e a diferenciacéo
celular JONES e CLEMMONS, 1995).

Os IGFs foram descritos por Kaye (1992) e Zapf et al. (1980), como membros de uma
superfamilia de peptideos séricos ligados que evoluiram de uma duplicacio genética ocorrida
em milhdes de anos até resultar na insulina, IGF1, IGF2 e relaxina.

Dulak e Temin (1973), pesquisando a presenca de fatores de crescimento no soro,
reconheceram um fator que apresentava atividade em diversos tecidos e deram o nome a este
fator de anticorpos anti-insulina (NSILA I e II), que depois passou a se chamar de
Somatomedinas. Apds demonstrar a semelhanca estrutural da cadeia beta desse fator com a
cadeia beta da insulina, este passou a receber a denominag¢do de fator de crescimento

semelhante a insulina 1 e 2 (IGF1 e IGF2).
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Odle, Zijlstra e Donovan (1996), demonstraram que a sequéncia de aminodcidos é
altamente conservada entre as espécies e que o IGF1 apresenta 100% de homologia entre
humanos, suinos, ovinos e bovinos, € 96% para o IGF2 entre humanos e bovinos.

O figado € o 6rgdo responsdvel pela maior produgido de IGF1 do organismo, exercendo
a fun¢do de hormonio enddcerino. Sua produgdo é estimulada pelo horménio do crescimento
(GH) e sua secrecdo € concomitantemente a sua produgdo, uma vez que ndo ha um 6rgio de
armazenamento especifico (DELAFONTAINE; SONG; LI, 2004; HORIO et al., 2005;
GUNTUR e ROSEN, 2013). O IGF1 também pode ser sintetizado por tecidos-alvos como
ovdrios, tubas uterinas, ttero e pelo préprio embrido, atuando, neste caso, de forma pardcrina
e autdcrina (SPICER e ECHTERNKAMP, 1995; WATSON; WESTHUSIN; WINGER, 1999;
DAFTARY e GORE, 2005; MAGALHAES et al., 2012). O sistema pardacrino/autécrino
intraovariano do IGF participa na regulacdo do desenvolvimento folicular e da
esteroidogénese, tanto sozinho quanto em sinergismo com as gonadotrofinas (GIUDICE,
1992; ARMSTRONG et al., 2002; THOMAS et al., 2007; MAGALHAES et al., 2012). Além
disso, tem sido demonstrado que o IGF1 e o IGF2 participam da maturagdo do odcito,
ovulacdo, implantagdo e embriogénese (YOSHIMURA, 2003).

No plasma e em outros fluidos biol6gicos os IGFs se ligam a uma familia de proteinas
conhecidas como proteinas de ligacdo ao IGF (IGFBPs) que regulam sua disponibilidade nas
células alvo (YAKAR et al., 2002). Bachelot et al. (2002) relatam que as IGFBPs estio
presentes em todos os fluidos bioldgicos. De forma geral, as IGFBPs possuem quatro funcdes
essenciais na regulacdo das atividades dos IGFs: 1) atuam como proteinas de transporte no
plasma; 2) prolongam a meia-vida dos IGFs por regular sua depuragdo metabdlica; 3)
proporcionam um meio de transporte a tecidos de células-alvo de tipo especifico; 4) modulam
diretamente a interacdo dos IGFs com seus receptores e, assim, indiretamente, controlam a
sua biodisponibilidade (RIVERA e FORTUNE, 2001).

A biodisponibilidade dos IGFs pode ser aumentada por meio da atividade de enzimas
especificas de inativacdo das IGFBPs, as IGFBPs proteases (MONGET et al., 1996). A
proteina PAPP-A (“Proteina Plasmatica Associada a Gravidez”) é uma protease para o
IGFBP-2, -4 e -5 e tem importante funcdo na regulagdo da biodisponibilidade dos IGFs
(LAWRENCE et al., 1999).

2.6.1 O papel dos IGFs durante a foliculogénese

O desenvolvimento do foliculo, que se d4d desde o seu estdgio primordial até o pré-

z

ovulatério é denominado foliculogénese. Tal processo envolve etapas de ativagdo,
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crescimento e maturacdo, sendo controladas através da interacdo de vérios fatores que podem
ser autdcrinos, enddcrinos ou paracrinos (GOUGEON, 1996).

Tem sido relatada uma importante influéncia do sistema IGF na regulacdo das diversas
etapas do desenvolvimento folicular (MAGALHAES et al., 2012). Durante a fase pré-antral,
apesar dos foliculos serem responsivos as gonadotrofinas, os maiores responsdveis pela
regulacdo da foliculogénese sdo os fatores intraovarianos. Durante esta fase na espécie
bovina, os IGFs parecem apresentar acdo enddcrina, uma vez que os foliculos pré-antrais nao
expressam os ligantes IGF1 ou IGF2, mas expressam receptores (IGFR1) e proteinas ligantes
(IGFBP-2 e 3), que mediam a acdo e regulam a disponibilidade local de IGF1 de origem
hepética (WEBB et al., 2003).

Elvin e Matzuk, (1998) utilizando roedores nocaute para o gene do IGFI
comprovaram sua atua¢do no desenvolvimento pré-antral, uma vez que houve grande
comprometimento na foliculogénese destes quando comparados com animais normais. Além
disso, Gutierrez e colaboradores (2000) demonstraram que a adi¢do de IGF1 ao cultivo de
foliculos pré-antrais estimulou o crescimento folicular em bovinos, sendo encontrados dados
similares em humanos (LOUHIO et al., 2000) e ratos (ZHAO et al., 2001).

Durante a fase de desenvolvimento antral dos foliculos, estes dependem da agdo das
gonadotrofinas para que ocorra a inducdo do recrutamento e crescimento folicular
(FORTUNE et al., 2001). Além das gonadotrofinas, outros peptideos que sdo sintetizados
localmente auxiliam o desenvolvimento da fase antral (WEBB et al., 2003).

Cada onda folicular se desenvolve a partir da elevacdo de concentragdes plasmadticas
de FSH, que age recrutando foliculos (ADAMS et al., 1992). Destes recrutados, apenas um
adquire a capacidade ovulatéria, recebendo o nome de foliculo dominante, este ocasionard a
atresia dos foliculos subordinados a medida que secreta estradiol e inibina (GINTHER et al.,
2003). A dominancia do foliculo estd diretamente relacionada a expressdo de receptores de
LH nas células da granulosa (BAO e GARVERICK, 1998).

O sistema IGF também parece desempenhar papel critico na selecdo do foliculo
dominante. Os IGFs sdo sinérgicos ao FSH na promogao de crescimento folicular e produgio
de estradiol (FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004). Apesar da expressdao génica do IGF1 e
IGF2 ter sido localizada em células da granulosa e da teca, respectivamente, o IGF2 tem sido
apontado como o principal IGF intraovariano, enquanto que o IGF1 atuaria de forma
endocrina (YUAN et al., 1998; ARMSTRONG et al., 2000). O IGF1 e o IGF2 ativam os
receptores de IGF tipo 1 e 2, ambos presentes em células da granulosa e da teca (SPICER,

2004). Embora a concentragao de IGF total nio tenha se mostrado diferente no fluido folicular
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de foliculos dominantes em relacdo a foliculos subordinados, a concentracdo de IGF1 livre foi
maior no fluido folicular do maior foliculo comparado ao segundo maior da mesma onda,
antes mesmo da observagdo de diferencas na concentragdo de estradiol ou no didmetro (BEG
et al., 2002). Logo, nota-se a existéncia de um sistema regulador da disponibilidade do IGF no
interior dos foliculos. Tal regulacio ocorre por meio das IGFBPs, uma vez que seus niveis se
alteram com o decorrer da foliculogénese, modulando a acdo dos IGFs e, consequentemente,
as agOes das gonadotrofinas (MONGET; MONNIAUX; DURAND, 1989). Quatro dentre os
seis tipos de IGFBPs (IGFBP-2, -3, -4 e -5) foram identificadas no fluido folicular de bovinos.
(BAXTER, 2000; MIHM et al., 2000; BACHELOT et al., 2002). Além disso, foi detectada a
expressdo do RNAm codificante para a PAPP-A em células da granulosa e células da teca,
assim como a presenga da proteina no fluido folicular de bovinos (MAZERBOURG et al.,
2001; RIVERA e FORTUNE, 2001).

Tem sido demonstrado que a biodisponibilidade de IGF1 livre estd diretamente
relacionada com a dominancia folicular (RIVERA e FORTUNE, 2001). A proteina PAPP-A,
como ja mencionado, é capaz de degradar as IGFBP-2, -4 -5, permitindo um aumento na
concentragdo intrafolicular de IGF1. Portanto, as altas concentragdes de IGF1 livre no maior
foliculo préximo do inicio do desvio folicular sdo associadas a alta degradag@o proteolitica
das IGFBP-2 e -5 pelas proteases PAPP-A. Neste momento, as concentragdes de IGFBP-2, -4,
e -5 sdo maiores no segundo maior foliculo (BEG et al., 2001; RIVERA e FORTUNE, 2003).
A concentracdo de IGF1 aumentada auxilia no crescimento folicular, amplia os efeitos do
FSH e a sintese de estradiol (FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004). Austin e colaboradores
(2001) propuseram que a primeira mudanga intrafolicular que distingue o foliculo destinado a
se tornar dominante dos outros foliculos em crescimento deva ser a manutencio de baixos
niveis de IGFBPs e o aumento na capacidade de produzir estradiol.

In vitro o IGF1 (10 ng/mL) promoveu o crescimento de pequenos foliculos antrais e
aumentou a viabilidade dos odcitos (WALTERS et al., 2006), além de ter estimulado a
proliferacdo e a sobrevivéncia das células da granulosa, prevenindo a apoptose em bovinos
(QUIRK et al., 2004). Outros estudos in vitro reportam que o IGF1 aumenta o niimero de
sitios de ligacdo ao LH e aumenta a producdo de androstenediona e progesterona pelas células
da teca, a partir da estimulacdo pelo LH (SPICER e STEWART, 1996). Esses resultados
levaram os autores a inferirem que o IGF1 tem papel no aumento da responsividade das
células foliculares ao LH que, por sua vez, aumenta a produgdo folicular de estradiol,

hormdnio necessario ao processo de ovulagdo.
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2.6.2 Participacdo dos IGFs na maturagdo oocitdria e desenvolvimento embriondrio

Durante a transi¢do de foliculos pré-antrais para o estagio antral, as células da granulosa
sdo diferenciadas em duas populagdes anatdmica e funcionalmente distintas: as células do
cumulus, que estdo diretamente associadas ao odcito, e as cé€lulas da granulosa murais, que
revestem internamente a parede folicular. As células do cumulus possuem projecdes
citoplasmaticas altamente especializadas que penetram a zona peldcida, dando origem as
jungdes comunicantes (“gap junctions”). As jungdes comunicantes mantém intimo contato
com o odcito, formando uma estrutura elaborada denominada complexo cumulus-odcito
(ALBERTINI et al., 2001). As células do cumulus sdo especializadas em oferecer suporte
nutricional para o odcito, controlando seu crescimento e metabolismo (HAGHIGHAT e VAN
WINKLE, 1990). Sabe-se que mudangas na dindmica da comunicacdo entre o cumulus e o
o6cito e na extensdo da transferéncia de moléculas, podem impactar a aquisicio da
competéncia do desenvolvimento do o6cito (ALBERTINI et al., 2001).

Durante o crescimento do foliculo antral, o oécito adquire de forma gradual e sequencial
sua competéncia meidtica e de desenvolvimento (GILCHRIST; LANE; THOMPSOM, 2008).
E nesta fase da oogénese que o odcito adquire o maquindrio molecular e celular necessdrios
para suportar o desenvolvimento embriondrio, sendo este processo denominado de
competéncia oocitiaria (DONNINSON e PFEFFER, 2004; SIRARD et al., 2006).

Os fatores de crescimento soliveis secretados pelo odcito atuam na vizinhanca dos
foliculos regulando vérias fungdes das células da granulosa e das células do cumulus. Desta
forma, hda um eixo de comunicacdo entre 0 odcito e suas células somdaticas, com moléculas
especificas sendo secretadas pelo odcito e pelas células do cumulus, que formam a base deste
eixo de comunica¢do (GILCHRIST; LANE; THOMPSOM, 2008).

Um dos fatores de crescimento que participam deste eixo de comunicacio entre o 06cito
e suas células do cumulus sdo os IGFs. E conhecido que grandes quantidades de IGF sio
produzidas pelas células do cumulus e pelos odcitos, e a hipdtese de envolvimento deste fator
no desenvolvimento oocitdrio e folicular é sustentada pela presenca de seus receptores em
ambos os tipos celulares (ZHOU; BIEVRE; BONDY, 2000). Na espécie bovina, a expressiao
génica do IGF1 e IGF2, bem como de seus receptores (IGFR1 e IGFR2) tem sido
demonstrada em COCs (YOSHIDA et al., 1998; NUTTINCK et al.,, 2004) e embrides
(LONERGAN et al., 2000, 2003). Em adicdo, a expressdo das IGFBPs e da PAPP-A também
foi confirmada em odcitos (NUTTINCK et al., 2004; SATRAPA et al., 2013) e embrides
bovinos (WINGER, 1997; SAWAI et al., 2005).
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A adi¢do de IGF1 ao meio de maturacio in vitro aumentou a expansio das células do
cumulus, promoveu uma melhora na maturacdo nuclear e uma reducdo nos indices de
apoptose no odcitos (SAKAGUCHI et al., 2002; WASIELAK e BOGACKI, 2007; revisado
por VELAZQUEZ et al., 2009). Estudos complementares também mostraram que a
suplementagdo do meio de cultivo in vitro com IGF1 ou IGF2 aumentou o nimero de mérulas
e blastocistos, assim como reduziu a incidéncia de apoptose embriondria em bovinos
(PALMA; MULLER; BREM, 1997; BYRNE et al, 2002; MOREIRA et al., 2002;
SIRISATHIEN; HERNANDEZ-FONSECA; BRACKET, 2003; BONILLA et al., 2011;
revisado por PAULA-LOPES et al., 2013).

Em adi¢@o, Lonergan et al., (2000) relataram que a expressdo do IGF1 foi maior em
embrides clivados até 36 horas apds a inseminagdo, em comparacio aqueles com clivagem
mais atrasada, sugerindo que a expressao génica dos membros do sistema IGF pode ser usada
como um indicador de qualidade embriondria.

Apesar das evidéncias acima, pouco se sabe sobre a relagdo entre a expressdo
diferencial dos IGFs em COCs que possa estar relacionada a variacdes na compet€ncia
oocitdria de diferentes racas doadoras. Curiosamente, foi demonstrado por Satrapa e
colaboradores (2013) que a expressdo do RNAm do IGF1 e IGF2 foi maior em odcitos de
vacas Holandesas quando comparada aos de raca Nelore, entretanto, a expressdo da PAPP-A
foi maior em odcitos de Nelore. Os autores sugerem que estes resultados indicam uma maior
biodisponibilidade de IGF livre em odcitos de Nelore, podendo ser este um fator contribuinte
para a superior competéncia dos odcitos de Nelore em relag@o a raca Holandesa.

A falta de informacdes sobre o padrdo de expressdo génica de membros do sistema IGF
em odcitos e células do cumulus da raga Gir e meio sangue Holandés/Gir comparado com
odcitos da raca Holandesa, somado a importancia que tais racas vém ganhando na PIVE para
a melhoria no rebanho leiteiro no estado de Minas Gerais reforcam a necessidade de maiores
estudos envolvendo estes grupamentos genéticos. Considera-se importante a investigagdao do
padrdo de expressdo destes genes ndo somente nos odcitos, mas também nas células do
cumulus, as quais sdo capazes de produzir IGF e conhecidamente mantém um contato direto

com os odcito fornecendo nutrientes e dando suporte para o seu desenvolvimento.
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3 CAPITULO 1 - EXPRESSAO GENICA DE MEMBROS DO SISTEMA IGF EM
COCS PROVENIENTES DE VACAS DE DIFERENTES GENOTIPOS LEITEIROS

O presente artigo encontra-se de acordo com as normas de submissao exigidas pelo

periddico Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Qualis B2. A ser submetido.
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Expressao génica de membros do sistema IGF em COCs provenientes de vacas de
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O objetivo deste estudo foi avaliar a expressao de genes do sistema IGF nos complexos
cumulus-o6citos (COCs) oriundos de doadoras das ragas Gir, Holandesa e mesticas F1 (1/2
Holandesa x 1/2 Gir). Os COCs imaturos foram recuperados por aspiracdo folicular guiada
por ultrassonografia. O RNA total foi extraido de pools de 30 odcitos (n=4/raga) e das células
do cumulus (CC) correspondentes (n=4/raca). A expressdao dos genes alvo (IGFI e IGF2),
seus receptores (IGFRI e IGFR?2), proteinas de ligacdo aos IGFs (IGFBP2 e IGFBP4) e
proteina de inativacdo IGFBPase (PAPP-A), foi investigada por RT-qPCR. A abundiancia
relativa de RNAm do IGF2, IGFR2 e IGFBP4 foi maior nas CC de vacas Holandesas quando
comparado as vacas Gir e F1 1/2 Holandesa x 1/2 Gir. Nos o6citos houve uma maior
expressdo do RNAm codificante para /IGFRI em doadoras Gir em relacdo as 1/2 Holandesa x
1/2 Gir e Holandesas. A expressdio do RNAm da PAPP-A foi maior nas CC e nos odcitos das
doadoras Gir e 1/2 Holandesa x 1/2 Gir em comparacdo com as Holandesas. Nao houve
alteracdo na expressdo dos genes IGF1, IGFRI e IGFBP2 nas CC, assim como dos genes

IGF1, IGF2, IGFR2, IGFBP2 e IGFBP4 nos odcitos entre as racas. Em conclusdo, a maior
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expressdo de PAPP-A nos odcitos e CC de doadoras das racas Gir e 1/2 Holandés x 1/2 Gir
associada a baixa expressdo de IGFBP4 nas CC destas ragas, sugere uma degradacdo mais
eficiente das IGFBPs e maior biodisponibilidade dos IGFs em COCs das ragas Gir e meio
sangue (1/2 Holandesa x 1/2 Gir) quando comparado aos da raga Holandesa.

Termos para indexacdo: gado de leite, qualidade oocitdria, Bos taurus taurus, Bos indicus

taurus, bos indicus/taurus
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Gene expression of members of the IGF system in COCs from dairy cows of different
genotypes

Abstract

The aim of this study was to quantify mRNA abundance of IGF system members in
cumulus oocytes complex (COCs) from Gir, Holstein and cross breed F1 (1/2 Holstein x 1/2
Gir) donors cows. Immature COCs were obtained by ovum pick-up. Total RNA was extracted
from pools of 30 oocytes (n=4/breed) and their respective cumulus cells (CC; n=4/breed). The
investigation of target genes (IGF1 and IGF?2), their receptors (IGFRI and IGFR?2), as well as
IGF binding proteins (IGFBP2, IGFBP4), and pregnancy-associated plasma protein-A
(PAPPA) was assessed by RT-qPCR. The relative mRNA abundance of IGF2, IGFR2 and
IGFBP4 was higher in the CC of Holstein donor compared to Gir and 1/2 Holstein x 1/2 Gir
cows. In oocytes, mRNA encoding IGFRI was higher in Gir donors compared to Holstein and
F1 (1/2 Holstein x 1/2 Gir) animals. The mRNA abundance of PAPPA was higher in CC and
oocytes in Gir and 1/2 Holstein x 1/2 Gir cows compared to the Holstein donors. No
differences on mRNA abundance of IGFI, IGFRI and IGFBP2 in CC and IGFI, IGF2,
IGFR2, IGFBP2 and IGFBP4 in oocytes. In conclusion, the higher PAPPA mRNA abundance
in oocyte and CC from Gir and 1/2 Holstein x 1/2 Gir donors associated with low expression
of IGFBP4 in CC of these breeds, suggest more efficient degradation of IGFBPs which
results in greater bioavailability of IGF in Gir and crossbred (1/2 Holstein x 1/2 Gir) COCs
when compared to the Holstein breed COCs.

Index terms: dairy cattle; oocyte quality; Bos taurus taurus, Bos indicus taurus, bos

indicus/taurus
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Introducao

A pecudria de leite exerce importincia fundamental na economia do Brasil. Ainda que
parte do rebanho brasileiro seja constituida de animais de ragas taurinas, como a Holandesa, a
maior parte da producdo leiteira é proveniente de vacas zebuinas ou de seus cruzamentos.
Neste contexto, ocupam posi¢do de destaque os mesticos F1 (1/2 Holandés x 1/2 Gir), cujos
efeitos favordveis de heterose e complementariedade das racas garantem aptiddo leiteira e
maior adaptabilidade (Madalena et al., 2012). No entanto, um dos principais desafios para
grande parte dos produtores de leite com gado mestico € a dificuldade em manter os rebanhos
no grau de sangue desejado (Goulart et al., 2009). Neste sentido, a utilizagdo de biotécnicas
como a producdo in vitro de embrides (PIVE) é uma alternativa para a formacgio e
manuten¢do de rebanhos que visam a utilizacdo de fémeas F1 ou F2 (3/4) para a produgéo de
leite.

Nos tltimos anos tem-se observado um crescimento progressivo do emprego da PIVE
em racas leiteiras, incluindo Holandesa, Gir e 1/2 Holandés x 1/2 Gir (Viana et al., 2010a,
2012). No periodo de 2005 a 2010 o uso da PIVE no gado leiteiro aumentou 764% (Viana et
al., 2012). Este crescimento pode ser atribuido, em grande parte, a disponibilidade de sémen
sexado (Siqueira et al., 2012) e a demanda de animais de producdo, como no caso dos
rebanhos F1 e F2 (Holandés/Gir), criando um novo mercado potencial para as tecnologias de
embrides (Viana et al., 2010a; Siqueira et al., 2012).

E conhecido que as diferencas no niimero de foliculos para a aspiragdo e no potencial de
desenvolvimento dos odcitos entre fémeas de racas europeias (Bos taurus taurus) € zebuinas
(Bos indicus taurus) afetam consideravelmente a eficiéncia e a viabilidade econO6mica da
PIVE (Lopes et al., 2006; Camargo et al., 2007; Siqueira et al., 2012). Tem sido observado

um maior ndmero de odcitos recuperados por aspiracdo e uma maior taxa de clivagem e
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produc@o de blastocistos, baseado no nimero de odcitos recuperados, nas doadoras Gir
quando comparado com as doadoras Holandesas (Camargo et al., 2007; Pontes et al., 2010).
Curiosamente, o desempenho de fémeas F1 (1/2 Holandés x 1/2 Gir) como doadoras de
oocitos foi préximo ou até mesmo mais eficaz que o desempenho das doadoras Gir,
considerando tanto o niimero de odcitos recuperados como o de embrides produzidos (Pontes
et al., 2010).

Dentre alguns fatores apontados como reguladores do desenvolvimento folicular e
oocitario, destacam-se os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs), cuja
participacdo tem sido relatada nos diferentes estigios do desenvolvimento folicular, na
maturacio oocitiria e no subsequente desenvolvimento embrionario (Palma et al., 1997;
Herrler et al., 1998; Sakaguchi et al., 2002; Demeestere, 2004; Walters et al., 2006).

Grandes quantidades de IGF sdo produzidas pelas células do cumulus e pelos odcitos, e
a hipétese de envolvimento deste fator no desenvolvimento oocitério e folicular € sustentada
pela presenca de seus receptores em ambos o0s tipos celulares (Zhou et al., 2000). Na espécie
bovina, a expressdo génica do IGFI e IGF2, bem como de seus receptores (IGFRI e IGFR2)
tem sido demonstrada em complexos cumulus-odcitos (COCs) (Yoshida et al., 1998; Nuttinck
et al., 2004) e embrides (Lonergan et al., 2000; 2003). O transporte e fun¢do dos IGFs sdo
modulados pela interacdo com pelo menos seis proteinas de ligacdo ao IGF (IGFBPs 1 a 6)
cuja expressdo também foi confirmada em odcitos (Yoshida et al.,1998; Lonergan et al., 2000,
2003) e embrides bovinos (Winger et al., 1997; Sawai et al., 2005). A degradacdo das IGFBP-
2, -4 e -5 ocorre pela acdo proteolitica de uma enzima de inativagdo IGFBPase (também
conhecida como “Proteina Plasmdtica Associada a Gravidez”’; PAPP-A), sendo que o
aumento na expressdo das IGFBPs estd relacionado com uma menor biodisponibilidade de

IGF livre (Monget et al., 2003; Fortune et al., 2004).



103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

38

Dentre seus efeitos benéficos, os IGFs tém demonstrado uma acdo sinérgica com o
horménio foliculo estimulante (FSH) na promocdo do crescimento folicular e producio de
estradiol (Fortune et al., 2004). Estudos mostram ainda que a adi¢cdo de IGF1 durante a
maturacio in-vitro (MIV) em bovinos proporciona um aumento na expansdo das células do
cumulus, uma melhora na maturacdo nuclear e uma reducéo nos indices de apoptose no odcito
(Sakaguchi et al., 2002; Wasielak & Bogacki, 2007; revisado por Velazquez et al., 2009).
Adicionalmente, a suplementa¢do do meio de cultivo in vitro com IGF1 ou IGF2 aumentou o
nimero de morulas e blastocistos, assim como reduziu a incidéncia de apoptose embriondria
em bovinos (Palma et al., 1997; Byrne et al., 2002; Moreira et al., 2002; Sirisathien et al.,
2003; Sirisathien & Brackett, 2003; Bonilla et al., 2011; revisado por Paula-Lopes et al.,
2013).

Embora alguns mecanismos relacionados a diferengas no desempenho reprodutivo de
doadoras de diferentes grupamentos genéticos jd tenham sido investigados, outros aspectos
continuam sendo foco de estudos. Dada a notdvel importancia do sistema de IGF no
desenvolvimento oocitdrio e as diferencas quanto ao desempenho reprodutivo entre as ragas, o
objetivo deste estudo foi verificar a expressio do RNAm de membros do sistema de IGF
(IGF1, IGF2, IGFRI, IGFR2, IGFBP2 e IGFBP4) e PAPP-A em odcitos e células do
cumulus provenientes de OPU em vacas das ragas Gir (Bos indicus taurus), Holandesa (Bos

taurus taurus) e 1/2 Holandesa X 1/2 Gir (indicus-taurus).
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Material e métodos

Delineamento experimental

A expressdo génica dos membros do sistema IGF foi avaliada em odcitos e células do
cumulus das diferentes racas de doadoras leiteiras a partir de COCs imaturos recuperados por
aspiragdo folicular guiada por ultrassonografia. Os COCs imaturos recuperados tiveram as
células do cumulus separadas dos odcitos para as andlises de expressdo génica. Foram
armazenados 4 pools de 30 odcitos e suas células do cumulus correspondentes para cada
grupo experimental: Grupo Holandés (HOL), Grupo Gir (GIR), Grupo Holandés/Gir (GH).

As aspiragdes foliculares foram realizadas em fazendas na regido sul do estado de
Minas Gerais, Brasil. As doadoras niao foram submetidas a nenhum tipo de estimulo hormonal
antes das aspiracdes foliculares. Foram utilizadas vacas ndo-lactantes, pluriparas das ragas Gir
(n=12), Holandesa (n=16) e mesticas F1 (1/2 Holandesa x 1/2 Gir; n=11) com escore de
condicdo corporal variando de 3,5 - 4,5 (escala de 1 a 5; Edmonson et al., 1989). Todas as
vacas estavam ciclando regularmente e livres de anormalidades clinicas e reprodutivas.
Durante o periodo experimental as vacas foram mantidas em pastagem (Brachiaria spp.),
suplementadas com silagem de milho e concentrado proteico com acesso ad libitum a dgua e

sal mineral.

Aspiracao folicular e recuperacio dos complexos cumulus-o6citos (COCs)

O procedimento de aspiragédo folicular (“ovum pick up” — OPU) foi conduzido como
descrito previamente por Bols et al. (1997). Resumidamente, apds anestesia epidural caudal (5

ml de lidocaina 1%; Hertape, Juatuba, MG, Brasil) a aspiracdo folicular foi realizada
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utilizando-se aparelho de ultrassonografia e guia de bidpsia com transdutor setorial
intravaginal de 7,5 Mhz (Mindray DP2200, Mindray Medical International Ltd, Shenzhen,
China). Foliculos com didmetro superior a 3mm foram identificados e puncionados
utilizando-se agulhas 20G e pressao de vicuo de 80 mmHg, o que corresponde a um fluxo de
11 mL/min de dgua. O fluido folicular foi recuperado em tubos plésticos de 50 mL contendo
15 mL de meio Dullbeco PBS modificado (DPBS; Nutricell, Campinas, SP, Brasil),
suplementado com 125 UIl/mL de heparina (Liquemine; Roche Lab., Sao Paulo, SP, Brasil),
aquecido a 37°C. Apés a pungdo os CCO's foram separados em filtro de coleta de embrides
com malha de 80p (Milipore, Sdo Paulo, SP, Brasil) e morfologicamente classificados em

quatro categorias, de acordo com Viana et al. (2010b).

Grau 1: COC compacto, com mais de trés camadas de células do cumulus e um odcito

com citoplasma homogéneo.

¢ Viaveis: COC com no minimo uma camada de células do cumulus e um od6cito com
citoplasma homogéneo ou ligeiramente heterogéneo, adequado para a producio in
vitro de embrides.

e Degenerado: Odcitos desnudos ou parcialmente desnudos e/ou vacuolizacio do

citoplasma e consequentemente, nao adequado para a producio in vitro de embrides.

e Expandido: COC com expansio das células do cumulus.

Somente os COCs classificados como Graul e Viaveis foram utilizados neste estudo.
Os odcitos e as células do cumulus foram armazenados logo apds o processo de aspiracdo

para posterior andlise de expressdo génica.
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Analise de expressao génica

Apds a recuperagio e classificag@o, os odcitos e as células do cumulus provenientes de
grupos de 30 COCs imaturos (n=4/raga) foram mecanicamente separados por sucessivas
pipetagens em PBS. Os odcitos desnudos foram recuperados e lavados trés vezes em tampao
fosfato-salino (PBS). As células do cumulus foram transferidas para um tubo de 1,5 ml e
centrifugadas por 5 minutos a 2000rpm. O sobrenadante foi retirado e ao pellet contendo as
células do cumulus foi adicionado 350 uL de tampdo de lise do kit de extragdao de RNA. As
amostras foram armazenadas em nitrogénio liquido até posterior andlise.

O RNA total foi extraido de “pools” de 30 odcitos e de suas células do cumulus
correspondentes utilizando o kit RNeasy® Micro (Qiagen, Mississauga, Ontario, CA) de
acordo com as instrugdes do fabricante e eluido em 30 pL de dgua livre de RNAse. A
concentracdo de RNA total das células do cumulus foi mensurada por espectrofotdmetro
NanoDrop® ND 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), visto que o nimero de
células do cumulus pode ser varidvel entre as amostras. Em seguida o RNA total (100 ng para
as células do cumulus e todo o RNA dos pools de 30 odcitos) foi incubado com DNase
(1U/mg; Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil) para eliminagcdo de possivel contaminagdo com
DNA genomico e entdo submetido a reagdo de transcricdo reversa (RT) utilizando Randon
primers e High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems, Sdo Paulo,
SP, Brasil) de acordo com as instru¢des do fabricante. Os reagentes foram incubados a 25°C
por 10 min, 37°C por 120 min e ent@o, 85°C por 5 min para a inativacdo da enzima.

A expressao dos genes alvo (IGF1, IGF2, IGFRI, IGFR2, IGFBP2, IGFBP4 ¢ PAPP-
A) nos odcitos e células do cumulus foi investigada por ensaio de PCR em tempo real
utilizado o sistema Power Sybr®Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Sdo Paulo, SP,

Brasil) no ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Sdo Paulo, SP,
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Brasil). As reacdes foram realizadas com um volume final de 25 pL e as condi¢des para a
amplificacdo dos genes foram: 95°C por 10 min (1 ciclo), desnaturacido a 95°C por 10 seg,
seguido pelo anelamento e extensdo por 1 min (40 ciclos). A sequéncia dos primers, tamanho
do fragmento e temperatura de anelamento para cada gene alvo estdo apresentados na Tabela
1. Os dados de fluorescéncia foram coletados ao final de cada extensdo. As reacdes foram
otimizadas a fim de propiciar mdxima eficiéncia de amplificacdo para cada gene. Cada
amostra foi analisada em duplicata e a eficiéncia e especificidade dos oligonucleotideos
iniciadores dos genes foram avaliadas pelas curvas de amplificagdo e dissociacdo,
respectivamente.

Os genes GAPDH, Ciclofilina (CYC-A) e Histona (H2A) foram testados através do
programa geNorm (Microsoft®; Vandesompele et al., 2002) para selecio do controle
endogeno mais estiavel para cada tipo celular analisado. Os resultados indicaram que a CYC-A
foi o melhor controle endégeno tanto para os odcitos como para as células do cumulus.

Os valores de expressdo dos genes alvos foram normalizados pela expressdo do gene
constitutivo. A expressdo relativa de cada gene foi calculada utilizando o método AACt com
correcdo da eficiéncia e utilizando uma amostra controle como calibradora (Pfaffl, 2001). Os
valores médios de eficiéncia para cada gene foram calculados através do perfil de

amplificacdo de cada amostra utilizando-se o programa LinRegPCR (Ramakers et al., 2003).

Analise estatistica

Os efeitos das diferentes racas doadoras sobre a expressdo dos genes alvo nos odcitos e
células do cumulus foram testados por andlise de varidncia (ANOVA) e as diferencas entre as
médias foram determinadas pelo teste de Tukey-Kramer HSD. Os dados de expressdo génica

foram transformados para logaritmo quando nio apresentaram distribui¢do normal. Quando
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os valores, mesmo que transformados em log, ndo tiveram distribui¢do normal foi utilizado
teste ndo paramétrico (Kruskall-Wallis). Todas as andlises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o programa JMP (SAS Institute, versdo 7.0). Os resultados estdo apresentados
na forma de média + erro padrio da média (EPM). Foram consideradas significativas as

diferencas com P<0,05.
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Resultados e Discussao

O presente estudo comparou a expressio do RNAm de membros do sistema IGF em
COCs provenientes de OPU em vacas das racas Gir (Bos indicus taurus), Holandesa (Bos
taurus taurus) e meio sangue (1/2 Holandesa x 1/2 Gir, Bos indicus/taurus). Nos odcitos
imaturos houve uma maior expressdo do RNAm codificante para /IGFRI em doadoras Gir em
relacdo as 1/2 Holandesa x 1/2 Gir e Holandesas, enquanto a expressdo do RNAm da enzima
PAPP-A foi maior nos odécitos das doadoras Gir e 1/2 Holandesa x 1/2 Gir em comparagdo
com as Holandesas (Figura 1). De forma semelhante, Satrapa e colaboradores (2013),
comparando a expressdo génica do sistema IGF em odcitos imaturos de vacas Bos indicus
taurus (Nelore) e Bos taurus taurus (Holandesa), encontraram maior expressdo do RNAm de
PAPP-A em odcitos de Nelore quando comparado com de animais Holandeses. Uma vez que
a PAPP-A ¢ responsdvel pela degradacio de IGFBPs (Monget et al., 2003), Satrapa e
colaboradores (2013) sugerem que estes resultados indicam uma maior biodisponibilidade de
IGF livre em odcitos de Nelore, podendo ser este um fator contribuinte para a superior
competéncia dos odcitos desta raca em relacdo a raca Holandesa. Estes autores ainda
demonstraram que a expressdo do RNAm do IGFI, IGF2, seus receptores IGFRI e IGFR2 e
das proteinas de ligacdo IGFBP2 e IGFBP4 foi maior em odcitos imaturos de vacas
Holandesas quando comparada aos da raga Nelore (Satrapa et al., 2013). Entretanto, no
presente trabalho, utilizando odcitos imaturos de vacas Bos indicus taurus da raca Gir e Bos
indicus/taurus da raca Girolando, ndo foi encontrada diferenca na expressdo do RNAm do
IGF1, IGF2, IGFR2, IGFBP2 e IGFBP4 em relacao as doadoras Holandesas (Figura 1). Esta
discrepancia pode estar relacionada ao fato de racas diferentes terem sido utilizadas.

E importante notar que um papel fundamental no processo de desenvolvimento e

qualidade oocitdria é desempenhado pelas células somaticas adjacentes, as células do
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cumulus. Tais células s@o especializadas em oferecer suporte nutricional para o odcito,
controlando seu crescimento e metabolismo (Haghighat & Van Winkle, 1990). Isto é feito
através das juncdes gap, proporcionando um microambiente folicular favoravel (Lolicato et
al., 2015) sendo que, a perda prematura desta comunicagdo prejudica a progressdo da
maturacdo oocitdria e o desenvolvimento embriondrio subsequente (Eppig, 2001; Buccione et
al., 1990; Wigglesworth et al., 2013). Sendo assim, este trabalho investigou o padrio de
expressdao do RNAm de membros do sistema IGF ndo somente nos odcitos, mas também nas
células do cumulus, as quais sdo capazes de produzir IGF e expressar seus receptores. Vale
mencionar que nao foram encontrados relatos anteriores que descrevam o padréo de expressio
do sistema IGF nas células do cumulus de animais Bos indicus taurus versus Bos taurus
taurus.

A abundancia relativa de RNAm do IGF2, IGFR2 e IGFBP4 foi maior nas células do
cumulus de vacas Holandesas quando comparado as vacas Gir e 1/2 Holandesa x 1/2 Gir
(Figura 2). No entanto, a expressdio do RNAm da enzima PAPP-A foi maior nas células do
cumulus das doadoras Gir e 1/2 Holandesa x 1/2 Gir em comparacdo com as Holandesas
(Figura 2). Estes resultados foram semelhantes aos encontrados nos odcitos imaturos por
Satrapa e colaboradores (2013) quando avaliaram a expressdo de genes do sistema IGF em
vacas Holandesas e Nelores. Nao houve alteracdo na expressdo dos genes IGFI, IGFRI e
IGFBP?2 nas células do cumulus entre as racas estudadas (Figura 2).

Embora a expressio do RNAm dos IGF2 e IGFR2 tenho sido maior nas células do
cumulus dos animais da raca Holandesa, tais animais tiveram menor expressdo de PAPP-A e
maior expressio de IGFBP4. E possivel que uma menor biodisponibilidade de IGFs nos
COCs, decorrente da menor degradacido de IGFBPs pela PAPP-A, possa ser um dos fatores
que acarretam a menor qualidade dos odcitos e desenvolvimento embriondrio normalmente

encontrados em animais Holandeses quando comparado com Gir e Girolando (Camargo et al.,
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2007; Pontes et al., 2010). De fato, em mulheres, altas concentracdes de IGFBP1 e 4
associadas com baixos niveis de IGF1 no fluido folicular foram correlacionados com baixo
desenvolvimento embriondrio in vitro (Wang et al., 2006).

Virios autores demonstraram que o sistema de IGF desempenha um papel importante
na matura¢@o dos odcitos (Lorenzo et al., 1994; Sirotkin et al., 2000; Walters et al, 2006). Os
componentes do sistema do IGF expressos em odcitos aceleram a matura¢do nuclear do
odcito e permitem uma maior competéncia oocitdria para o desenvolvimento embriondrio
(Lorenzo et al., 1994; Sirotkin et al., 2000; Sakaguchi et al., 2002; Walters et al., 2006).

Estd bem estabelecido que a via de sinalizacdo fosfatidilinositol-3-quinase/serina-
treonina quinase (PI3K/Akt) é ativada para mediar as acdes do IGF1 e IGF2 em diferentes
tipos de células (Adams et al., 2004; Laviola et al., 2007; Mu et al., 2015). A Akt € uma
proteina cinase especifica de serina/treonina que regula uma ampla variedade de substratos
para alterar a transcri¢do génica, inibir a atividade de proteinas pré-apoptoticas e modular a
utilizacdo do estoque de energia celular (Manning & Cantley, 2007). De fato, a adicdo de
IGF1 durante a maturacgao in vitro (MIV) em bovinos reduz os indices de apoptose no odcito
(Wasielak & Bogacki, 2007; revisado por Velazquez et al., 2009) e quando a suplementagdao
foi realizada no meio de cultivo in vitro houve reducao da incidéncia de apoptose embriondria
(Sirisathien & Brackett, 2003; Bonilla et al., 2011; revisado por Paula-Lopes et al., 2013).

Em estudo realizado por Xie et al. (2016), a adi¢do de IGF1 no cultivo de células
foliculares ou de foliculos ovarianos estimulou a expressio do RNAm e da proteina do
receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) nas células foliculares de zebrafish. O
EGFR ¢ um receptor dos fatores de crescimento epidermal (EGF) -like que, quando ativado,
desencadeia um aumento na atividade de proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAPK),
conhecidamente necessdrias para a retomada da meiose e maturacio dos odcitos (Hsieh et al.,

2007; Panigone et al., 2008, Park et al., 2004; Su et al., 2010). Sendo assim, Xie e
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colaboradores (2016) sugerem que os efeitos benéficos do IGF1 na maturagdo oocitdria se
devam, pelo menos em parte, via EGF-like/EGFR/Mapk. Apesar dos fatores EGF-like serem
expressos em foliculos ovarianos bovinos e, conhecidamente desempenharem um papel como
mediadores das acdes do LH na retomada da meiose, maturagio oocitéria e ovulagio folicular
(revisado por Richards et al., 2002), os efeitos do IGF nesta via de sinalizacdo ainda
necessitam ser avaliados em modelos mamiferos, incluindo os bovinos.

Estudos comprovam ainda a importancia do sistema IGF na foliculogénese, incluindo o
crescimento e desvio folicular (Louhio et al., 2000; Zhao et al., 2001; Itoh et al., 2002;
Fortune et al., 2004). Os IGFs sdo sinérgicos com o FSH para promover o crescimento e
produgdo de estradiol folicular (Fortune et al., 2004). O foliculo dominante, no momento do
desvio, produz altas concentragdes de estradiol e tem maior sintese de PAPP-A e,
subsequentemente, menor concentracdo de IGFBP4 e 5 (Mazerbourg et al., 2001; Rivera et
al., 2001; Rivera & Fortune, 2001; Fortune et al., 2004). A baixa concentragdo de IGFBP4 e 5
permite maior quantidade de IGF1 livre, o qual auxilia no crescimento folicular, amplia os
efeitos do FSH e a sintese de estradiol (Fortune et al., 2004). Estudos com foliculos bovinos
demonstraram que existe uma forte relacdo entre as concentragdes de IGF1 e de estradiol
presente no fluido folicular e a capacidade destes foliculos em alcancar a fase de pré-

ovulatéria (Mihm et al., 2000; Rivera et al., 2001; Rivera & Fortune, 2001; Beg et al., 2002).
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Conclusao

Em conclusao, foi identificado neste trabalho uma maior expressio de PAPP-A nos
odcitos e células do cumulus de COCs provenientes de doadoras das ragas Gir e 1/2 Holandés
x 1/2 Gir, além de uma menor expressdo de /IGFBP4 nas células do cumulus destas racgas,
sugerindo uma degradacdo mais eficiente das IGFBPs. Os dados de expressdo génica
encontrados no presente estudo sugerem que hd condigdes favordveis para uma maior
biodisponibilidade de IGFs em COCs das ragas Gir (Bos indicus taurus) e 1/2 Holandés x 1/2
Gir (Bos indicus/taurus), fato que estaria contribuindo para a melhor qualidade oocitaria

destes animais, quando comparado com o gado leiteiro Holandés (Bos taurus taurus).
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557 Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores, tamanho do fragmento
558 amplificado em pares de base (pb) e temperatura de anelamento utilizados para a

559 amplificagéo pela PCR em tempo real.

Tamanho do Temperatura de

Gene Sequéncia fragmento (pb) anelamento (°c) Referéncia
IGF1 F5- ACCCTGGAGTTGGTAGATTGCTGT-3’ 108 60 AH009378.2
R 5’- CACCCATGCATTTGTGGCTCTTGA-3’
IGF2 F 5- GACCGCGGCTTCTACTTCAG-3’ 162 60 NM_174087.3
R 5’-AAGAACTTGCCCACGGGGTAT-3’
IGFR1 F5-TTGCAAGAACCATGCCTGCAGAAG-3’ 110 60 XM_005907389.2
R 5’-TGGCATTCTCAGGTTCTGGCCATT-3’
IGFR2 F5-TGCGGTGGTGGCCAGAAGATAATA-3’ 115 62 NM_174352.2
R 5’-TCAAACTCGTAGAAGCAGCCGTCA-3’
IGFBP2 F 5 -CAGCGGCAGATGGGCAA-3’ 122 60 NM_174555.1
R 5’-GAAGGCGCATGGTGGAGAT-3’
IGFBP4 F5-TGTGTGCGTGTGTGTTAATGAGCC-3’ 105 62 NM_174557.4
R 5’-TGGGAAACATACCAGGGCTCTCCT-3’
PAPPA F5- TCCAGATGTTGAGCAGCCCTGTAA-3’ 161 56 AF421141.1

R 5’-ACCCAAACGGTCAAAGACTCAGGA-3’

Caixeta et al.,

CYCA F5- GCCATGGAGCGCTTTGG-3’ 65 60 2013

R 5’-CCACAGTCAGCAATGGTGATCT-3’

560 F = forward primer; R = reverse primer; pb = pares de base.

561
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Figura 1. Efeitos das diferentes ragas, 1/2 Holandesa x 1/2 Gir (GR), Gir (GIR) e Holandesa
(HOL), na expressdao do RNAm de IGF1, IGF2, IGFR1, IGFR2, IGFBP2, IGFBP4 ¢ PAPP-A
nos odcitos provenientes de COCs imaturos obtidos por aspiracdo folicular guiada por
ultrassonografia. Os dados estdo apresentados como média * erro padrdo da média. A
quantificagdo relativa do RNAm foi determinada pelo método de AACt e normalizada pelo
gene constitutivo Ciclofilina-A (CYC-A). As barras com diferentes letras indicam valores
significativamente diferentes (P<0,05). Os dados foram obtidos a partir de quatro réplicas

para grupo experimental.
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Figura 2. Efeitos das diferentes ragas, 1/2 Holandesa x 1/2 Gir (GR), Gir (GIR) e Holandesa
(HOL), na expressdao do RNAm de IGF1, IGF2, IGFR1, IGFR2, IGFBP2, IGFBP4 ¢ PAPP-A
nas células do cumulus provenientes de COCs imaturos obtidos por aspiracdo folicular guiada
por ultrassonografia. Os dados estdo apresentados como média + erro padrao da média. A
quantificagdo relativa do RNAm foi determinada pelo método de AACt e normalizada pelo
gene constitutivo Ciclofilina-A (CYC-A). As barras com diferentes letras indicam valores
significativamente diferentes (P<0,05). Os dados foram obtidos a partir de quatro réplicas

para grupo experimental.
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indexacdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducdo, Material e Métodos, Resultados e
Discussao, Conclusoes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e figuras.
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Titulo
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Nomes dos autores
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Endereco dos autores
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Resumo

- O termo Resumo deve ser grafado em letras minudsculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda, e
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- Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposi¢des, conjungdes e artigos.

- Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os métodos, os resultados e a
conclusdo.



- Nao deve conter citagdes bibliograficas nem abreviaturas.
- O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do indicativo.

Termos para indexacio

- A expressdo Termos para indexacdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras minusculas,
exceto a letra inicial.

- Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra mindscula.

- Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir duas ou
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- Nao devem conter palavras que componham o titulo.

- Devem conter o nome cientifico (s6 o nome bindrio) da espécie estudada.

- Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual Agricultural Thesaurus
ou no Indice de Assuntos da base SciELO.

Introducao
- A palavra Introducdo deve ser centralizada e grafada com letras minudsculas, exceto a letra inicial, e
em negrito.
- Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia do problema
cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relacdo com outros trabalhos publicados sobre o assunto.
- O dltimo pardgrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no inicio do Resumo.

Material e Métodos

- A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos Material e
Meétodos devem ser grafados com letras minusculas, exceto as letras iniciais.

- Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.

- Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar os
tratamentos, o nimero de repeti¢cdes e o tamanho da unidade experimental.

- Deve conter a descri¢do detalhada dos tratamentos e variaveis.

- Deve-se evitar o uso de abreviacdes ou as siglas.

- Os materiais e os métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir o
experimento.

- Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descri¢des de técnicas de uso corrente.

- Deve conter informagao sobre os métodos estatisticos e as transformagdes de dados.

- Deve-se evitar o uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafi-los em negrito, com letras
mindsculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

- A expressdo Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

- Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.

- As tabelas e figuras sdo citadas sequencialmente.

- Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em relacdo aos
apresentados por outros autores.

- Evitar o uso de nomes de varidveis e tratamentos abreviados.

- Dados nido apresentados ndo podem ser discutidos.

- Nao deve conter afirmagdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no préprio trabalho
ou por outros trabalhos citados.

- As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oracdo do texto em
questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou figura, ndo é necessdria
nova chamada.

- Nao apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

- As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.



Conclusoes

- O termo Conclusdes deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras mintsculas, exceto a letra
inicial.

- Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentérios adicionais, com o verbo no presente do
indicativo.

- Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.

- Nao podem consistir no resumo dos resultados.

- Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

- Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos

- A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras mindsculas, exceto
a letra inicial.

- Devem ser breves e diretos, iniciando-se com “Ao, Aos, A ou As” (pessoas ou instituigdes).

- Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias

- A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minudsculas, exceto a
letra inicial.

- Devem ser de fontes atuais e de periddicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos tdltimos
10 anos e 70% de artigos de periddicos.

- Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptagdes descritas a
seguir.

- Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-e-virgula,
sem numeragao.

- Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

- Devem conter os titulos das obras ou dos periédicos grafados em negrito.

- Devem conter somente a obra consultada, no caso de citagdo de citagdo.

- Todas as referéncias devem registrar uma data de publicacdo, mesmo que aproximada.

- Devem ser trinta, no maximo.

Citacoes

- N@o sdo aceitas citagdes de resumos, comunicagdo pessoal, documentos no prelo ou qualquer outra
fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados. - A autocitagdo deve ser evitada. - Devem ser
normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptagdes descritas a seguir.

- Redacdo das citacdes dentro de parénteses

- Citag@o com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maitiscula, seguido de virgula e ano
de publicacio.

- Citag¢do com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maitscula, separados pelo "e"
comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacio.

- Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira letra
maidscula, seguido da expressao et al., em fonte normal, virgula e ano de publicacgéo.

- Citacdlo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a ordem alfabética
dos autores.

- Citag@o de mais de uma obra dos mesmos autores: os nomes destes nao devem ser repetidos; colocar
os anos de publicagdo separados por virgula.

- Citacdo de citagdo: sobrenome do autor e ano de publicacdo do documento original, seguido da
expressao “citado por” e da citacdo da obra consultada.

- Deve ser evitada a citacdo de citacdo, pois ha risco de erro de interpretacio; no caso de uso de citagio
de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

- Redacdo das citagdes fora de parénteses

- Citagdes com os nomes dos autores incluidos na sentenga: seguem as orientagdes anteriores, com 0s
anos de publicagdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Foérmulas, expressdes e equacdes mateméticas



- Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado da fonte Times
New Roman.

- N@o devem apresentar letras em itdlico ou negrito, a excecdo de simbolos escritos
convencionalmente em itélico.

Tabelas

- As tabelas devem ser numeradas seqiiencialmente, com algarismo ardbico, e apresentadas em folhas
separadas, no final do texto, apds as referéncias.

- Devem ser auto-explicativas.

- Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna indicadora dos
tratamentos ou das varidveis.

- Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

- O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser claro,
conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das varidveis dependentes.
- No cabecalho, os nomes das varidveis que representam o conteido de cada coluna devem ser
grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das abreviaturas no titulo ou nas
notas-de-rodapé.

- Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de Unidades.

- Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo tltimo algarismo.

- Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela; dados nio
apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé explicativa.

- Na comparag@o de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na linha, a
direita do dado, letras mindsculas ou maitsculas, com a indicacdo em nota-de-rodapé do teste utilizado
e a probabilidade.

- Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo; usa-los ainda na
base da tabela, para separar o conteido dos elementos complementares. Fios horizontais adicionais
podem ser usados dentro do cabecalho e do corpo; ndo usar fios verticais.

- As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; ndo fazer
espacamento utilizando a barra de espago do teclado, mas o recurso recuo do menu Formatar
Paragrafo.

- Notas de rodapé das tabelas

- Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar nas
referéncias.

- Notas de chamada: sdo informacdes de cardter especifico sobre partes da tabela, para conceituar
dados. Sdo indicadas em algarismo ardbico, na forma de expoente, entre parénteses, a direita da
palavra ou do nimero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na coluna indicadora. Sdo apresentadas de
forma continua, sem mudanca de linha, separadas por ponto.

- Para indicacdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de expoente, a
direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativo a 5 e 1% de probabilidade,
respectivamente).

Figuras

- S@o consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o texto.

- S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a documentacdo dos fatos
descritos.

- O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em algarismo
ardbico, e do ponto, em negrito.

- Devem ser auto-explicativas.

- A legenda (chave das convencdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo, ou entre a
figura e o titulo.

- Nos grificos, as designagdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais maiusculas, e devem
ser seguidas das unidades entre parénteses.

- Figuras ndo-originais devem conter, apds o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes devem
ser referenciadas.



- O crédito para o autor de fotografias € obrigatério, como também € obrigatério o crédito para o autor
de desenhos e graficos que tenham exigido acdo criativa em sua elaboragdo. - As unidades, a fonte
(Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem ser padronizados.

- Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo,
quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

- Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do quadrante.

- As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de informacgdes que
comprometa o entendimento do grafico.

- Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessdria a boa reproducio grafica e medir
8,5 ou 17,5 cm de largura.

- Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a edicdo em
possiveis correcdes.

- Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

- No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%, para
cinco variaveis).

- Nao usar negrito nas figuras.

- As figuras na forma de fotografias devem ter resolucdo de, no minimo, 300 dpi e ser gravadas em
arquivos extensao TIF, separados do arquivo do texto.

- Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Notas Cientificas

- Notas cientificas sdo breves comunica¢des, cuja publicacdo imediata € justificada, por se tratar de
fato inédito de importincia, mas com volume insuficiente para constituir um artigo cientifico
completo.

Apresentacao de Notas Cientificas

- A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com as chamadas
para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexagao, titulo em inglés, Abstract, Index terms,
texto propriamente dito (incluindo introdugdo, material e métodos, resultados e discussdo, e conclusdo,
sem divisdo), Referéncias, tabelas e figuras.

- As normas de apresentacdo da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo Cientifico, exceto nos
seguintes casos:

- Resumo com 100 palavras, no maximo.

- Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

- Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustragdes (tabelas e figuras).

Outras informagdes

- Nao ha cobranca de taxa de publicacao.

- Os manuscritos aprovados para publicagdo sdo revisados por no minimo dois especialistas.

- O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificagdes nos artigos e de
decidir sobre a sua publicagao.

- Sao de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos trabalhos.

- Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o consentimento
expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231, via e-mail:
sct.pab@embrapa.br ou pelos correios:

Embrapa Informacdo Tecnoldgica Pesquisa Agropecudria Brasileira — PAB

Caixa Postal 040315 CEP 70770 901 Brasilia, DF






