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RESUMO

O sucesso da produgdo de embrides por fecundagao in vitro ou transferéncia nuclear depende de uma variedade
de fatores, dos quais a formag@o de uma incompleta vascularizagido placentaria representa uma das principais causas de
perda gestacional precoce. Neste trabalho, avaliou-se a expressdo relativa de Fator de Crescimento Endotélio-vascular
(VEGF), um potente agente vasculogénico, em placentas de bovinos clonados por transferéncia nuclear (NT), produzidos
por fecundagio in vitro (FIV), ou por monta natural (MN). Verificou-se um decréscimo altamente significativo de expressio
de VEGF nas placentas dos animais produzidos in vitro, quando comparados aos animais MN (1,32% 0,21% 0,31°,
respectivamente para MN, FIV e NT, p<0,05; teste de Duncan), sugerindo haver falha na reprogramagéo génica, gerada
tanto no sistema de cultivo, quanto na manipulagio fisica de gametas ¢ embrides, alterando o padrdo de vascularizagio
placentaria e, portanto, ocasionando perdas gestacionais.

PALAVRAS-CHAVE: Bovino. VEGF. Clone. RT-PCR. Placenta.

SUMMARY

The successful production of embryos by in vitro fertilization or nuclear transfer depends on many factors, with incomplete
placental vascularization formation representing the main problem in early pregnancy losses. In this study, the relative
VEGEF gene expression, a high vasculogenic agent, was evaluated in bovine placentas from in vitro fertilization (IVF),
nuclear transfer (NT), and natural breeding (MN) animals. There was a considerable decreasing of gene expression in
placentas from in vitro produced animals compared to MN animals (1,32% 0,21°; 0,31°, respectively to MN, FIV e NT,
p<0.05, Duncan’s test), suggesting that genetic reprogramming failures are due to culture system, as well as to the
manipulation of gamete and embryo manipulation, changing the placental vascularization pattern, and therefore, leading
to pregnancy losses.
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RESUMEN

El éxito en la produccion de embriones por fecundacion in vitro o transferencia nuclear depende de una variedad de
factores, siendo la incompleta vascularizacion placentaria una de las principias causas de falla en el mantenimiento de la
prefiez. En este trabajo fue evaluada la expresion relativa del Factor de Crecimiento Endotelio-vascular (VEGF), un potente
agente vasculogenico, en placentas de bovinos clonados por transferencia nuclear (NT), producidos por fecundacion in
vitro (FIV) o por monta natural (MN). Se verificé una disminucion altamente significativa de la expresion de VEGF en las
placentas de los animales producidos in Vitro, al ser comparados con los animales MN (1,32%;0,21°; 0,3 1°, respectivamente
para MN, FIV y NT, p<0,05; teste de Duncan). Esto que sugiere falla en la reprogramacion génica generada tanto en el
sistema de cultivo, como en la manipulacion fisica de gametos y embriones, alterando el patrén de vascularizacion placentaria

y, por ende, ocasionando pérdidas gestacionales.

PALABRAS-CLAVE: Bovino. VEGF. Clon. RT-PCR. Placenta.

INTRODUCAO

Os estudos na area reprodutiva avangcam para a
era da clonagem e transgénese. O sucesso dessa evolugio
na fase de pré-implantacdo do desenvolvimento ¢
essencial para estabelecimento da gestacdo (WATSON et
al.,2000). A biologia comparativa revela muitas
similaridades entre diferentes grupos de mamiferos. Com
relacdo a essas diferencgas, o proposito comum da fungdo
placentaria € facilitar um aumento na quantidade de trocas
entre as circulagdes materna e fetal. Em todos os tipos de
placenta existe um aumento do aporte sangiiineo de forma
consideravel, garantindo uma arquitetura de vasos
capazes de promover uma potencializagdo nas trocas entre
os organismos materno ¢ fetal. De acordo com Charnock-
Jones et al. (2001), um dos mais potentes estimuladores
da angiogénese é o Fator de Crescimento Endotélio
Vascular (VEGF).

A troca transplacentaria supre a demanda
metabdlica do crescimento e desenvolvimento fetal,
dependendo a taxa de troca primariamente do fluxo
sangiiineo uterino (placenta materna) e umbilical (placenta
fetal). As taxas de fluxo sangiiineo placentario, por sua
vez, sdo dependentes da taxa de vascularizagio
placentaria, e a angiogénese €, portanto, critica para o
desenvolvimento de fetos saudaveis e viaveis
(REYNOLDS ¢ REDMER, 2001). De fato, uma reduzida
vascularizagdo placentaria tem sido associada a
mortalidade embriondria precoce (HILL et al., 2000,
CHARNOCK-JONES e BURTON, 2000).

Em animais clonados, uma das principais causas
de perda gestacional é a deficiéncia placentaria, na qual
82% dos bovinos clonados por transferéncia nuclear (NT)
ndo sobrevivem entre o trigésimo e nonagésimo dia da
gestacdo. Essa viabilidade ineficiente ¢ atribuida ao
desenvolvimento rudimentar da membrana corioalantdide,
bem como a problemas associados aos fatores que

promovem o crescimento placentario e vascular, e suas
interagdes materno-fetais, tais como conexdes placentarias
e formag¢do dos vilos coridnicos. O deficiente
desenvolvimento vascular placentario pode ser
evidenciado em bovinos por estruturas cotiledonares
reduzidas ou ausentes (MIGLINO, 2004). Daniels et al.
(2000) atribuem essa baixa eficiéncia de clonagem animal
por transferéncia nuclear como resultado de uma
incompleta reprogramagéo da célula doadora de ntcleo,
levando a uma expressdo anormal ou reduzida de genes
importantes para o desenvolvimento ou ainda, segundo
Young e Fairburn (2000) e Jaenisch e Wilmut (2001),
devido a expressdo irregular de genes marcados
(“imprinting”). Adicionalmente, analises por meio de
“diferential display”, comparando blastocistos PIV, NT
ou produzidos in vivo, revelaram que a maioria, mas ndo
todos 0os RNAm dos embrides NT, foi reprogramada (De
SOUZA, 1999).

Miles et al. (2004), avaliando a quantificagdo de
RNAm, a proteina VEGF e do Receptor-gama do
Proliferador Ativado de Peroxissoma (PPARg) em
placentas bovinas de animais produzidos in vivo ou in
vitro, verificaram similaridade na expressdo nos
cotilédones para essas duas proteinas, porém as
carunculas dos animais PIV tiveram aumento da expressao
de PPARg. Também foi identificada uma menor area da
superficie endometrial, diminui¢ao das vilosidades fetais
e células binucleadas com menor volume, somados a um
aumento na razdo entre o volume de vasos sangiiineos e
a area da superficie dos placentonios dos animais PIV,
inferindo haver uma série de mecanismos compensatorios
no leito vascular desses embrides.

Diante da importancia de um desenvolvimento
placentario adequado durante a gestagéo, expressado pelo
estabelecimento de uma completa organizagéo vascular,
este trabalho tem por objetivo analisar comparativamente
a expressdo génica do VEGF em placentas de animais
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clonados, dos produzidos por fecundagéo in vitro ou por
monta natural, correlacionando-a aos problemas descritos
nas placentas de animais clonados.

MATERIAL E METODOS

Placentas de cinco animais, divididas em triplicata,
compondo 15 amostras por grupo, oriundos de monta
natural (MN), produzidos por fecundagao in vitro (FIV)
ou clonados por transferéncia nuclear (NT) foram
utilizadas para o desenvolvimento da pesquisa. Os
placentonios, localizados proximos a linha dorsal do feto,
foram retirados com auxilio de pinga e tesoura esterilizados,
acondicionados em criotubos, mergulhados diretamente
em nitrogénio liquido e armazenados em congelador a -
80°C para posterior extragdo do RNA total.

O RNA total do tecido placentario foi obtido pelo
método fenol-cloroférmio, utilizando Trizol® (Invitrogen,
USA). Ao final, o RNA total obtido foi ressuspendido em
50mL de agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC),
incubado a 55-56°C durante cinco minutos e estocado a—
80°C, anterior a sintese de DNA complementar (cDNA)
pela técnica de transcrigdo reversa (RT-PCR).

O cDNA foi sintetizado utilizando a enzima
transcriptase reversa ImProm I1° (Promega, USA) partindo-
sede 3g de RNA total e 0,5mg/mL de oligonucleotideo
poli-T (oligo dT primer®, Invitrogen, USA). As
amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C, anterior
as reagdes em cadeia da polimerase (PCR), especificas
para cada um dos genes. Os primers de cada gene,
bem como as temperaturas de anelamento e tamanho
dos fragmentos amplificados (amplicons) estédo
representados na Tabela 01.

As reagdes de PCR para o gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) foram promovidas utilizando-se
uma solugdo de 1mM de tampao Tris-HCI, 0,6mM de cada
primer, 0,2mM de cada AINTP, 3mM de MgCl,, 0,04 U/mL
de enzima Taq DNA polymerase® (Invitrogen, USA), ImL
de cDNA template (correspondente a 300 mg/mL) e dgua

Tabela 1 - Apresentagdo dos primers senso (F) e anti-
senso (R) correspondentes aos genes VEGF e
GAPDH, utilizados na reagdo de PCR, bem
como suas temperaturas de anelamento e o
tamanho dos produtos de amplificagéo
(amplicons), expressos em numero de pares
de base (bp).

Gene Temp. Amplico Primers
Anel. (°C) __ n (bp)

F- 5" - GGC GTG AAC CAC GAG AAG TATAA -3’
GAPDH 56 120 RS ceCTCC ACG ATG CCAAAGT - 3

F- 5 - CAA GCC GTC CTG TGT GCC CC -3’
VEGF 55 610

»
&

’-AAACTC TCTAAACTT CGG GG -3’

g.s.p. 25mL em 33 ciclos de 94°/30seg; 56°/45s; 72°C/45s e
um ciclo final de extensdo de 72°C. Para o gene VEGF,
preconizou-se o uso de uma solugdo contendo ImM de
tampdo Tris-HCI, 0,2mM de cada primer, 0,2mM de cada
dNTP, 3mM de MgClL,, 0,04 U/mL de enzima Taqg DNA
polymerase® (Invitrogen, USA), ImL de cDNA template
(correspondente a 300 mg/mL) e dgua q.s.p. 25mL, também
executados em 33 ciclos de 94°/30s; 55°/45s; 72°C/45s. e
um ciclo final de extensdo de 72°C. Ao final das rea¢des,
os produtos de amplificagdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo
de etidio, tendo a imagem digitalizada pelo programa
Stratagene Eagle eye I1° (EagleSight v3.21, USA), e, as
bandas, quantificadas pelo programa IMAGE GAUGE?
(FUJIFILM versdo 3.12).

A andlise relativa da expressdo génica foi baseada
na técnica descrita por HORIKOSHI & SAKAKIBARA
(2000), utilizando-se o gene GAPDH como normalizador,
ou controle endégeno, uma vez que se apresenta expresso
de maneira constitutiva nos diferentes tipos celulares em
mamiferos. A partir da densidade optica (pixel) obtida,
estabeleceu-se a relagdo R = (densidade / volume cDNA
VEGF) / (densidade / volume cDNA gene GAPDH), na
qual os valores normalizados de cada grupo foram
avaliados por analise de variancia (ANOVA) e as diferengas
entre os grupos, testados pelo teste de Duncan (p<0,05;
SAS System, v.8).

RESULTADOS

Apds arealizagio da eletroforese em gel de agarose
1,5% corado com brometo de etidio, as bandas
correspondentes ao produto de amplificagdo de cada gene
foram quantificadas pelo programa analisador de imagem
e os valores, correspondentes para cada individuo,
normalizados pela relagdo R (VEGF/GAPDH), expressos
na Tabela 02.

Os valores de R estabelecidos, referentes a
expressdo relativa de RNAm, avaliados por analise de
variancia (ANOVA), bem como as diferencas entre os
grupos, testados pelo teste de Duncan (p<0,05), permitiram
demonstrar uma diminui¢do da expressio relativa de VEGF
nos grupos FIV e NT, expressados na Tabela 03 e Figura
01.

DISCUSSAO

O Fator de Crescimento Endotélio Vascular (VEGF)
¢ um regulador fundamental na angiogénese normal ¢
anormal. Recentes evidéncias indicam que essa proteina
¢ essencial na angiogénese e vasculogénese embrionaria,
bem como na proliferagdo ciclica dos vasos sangiiineos
do trato reprodutivo de fémeas (FERRARA, 1999). A
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Tabela 2 - Apresentagdo dos valores individuais das densidades Opticas, captados por programa analisador de imagens,
a partir das bandas correspondentes ao produto de amplificagao, aplicadas em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etidio (MN — monta natural, FIV — fecundagio in vitro, NT — clone por transferéncia nuclear), bem

como os valores de R (VEGF/GAPDH).

MN FIV NT
Individuos GAPDH VEGF R GAPDH VEGF R GAPDH VEGF R
1 2113 4766 2,25 2800 747,6 0,26 4798 2392 0,49
1 1963 3028 1,54 2546 667,6 0,26 4816 2512 0,52
1 2013 5143 2,55 2100 517,3 0,24 4445 2460 0,55
2 2961 3200 1,08 552,5 - - 1141 136,7 0,11
2 2935 2070 0,70 444,3 - - 1168 237 0,20
2 3066 2011 0,65 455,3 - - 1204 215,7 0,17
3 3500 3272 0,93 264.4 - - 2403 667,5 0,27
3 3391 3918 1,15 439,8 - - - 540,3 0,00
3 3885 2691 0,69 506 - - - 603,7 0,00
4 2404 1000 0,41 1643 368,6 0,22 1537 709 0,46
4 1926 1095 0,56 1717 396,6 0,23 1695 872 0,51
4 2326 1245 0,53 1690 427,3 0,25 1867 611,3 0,32
5 786 1743 2,21 3310 1635 0,49 1723 757 0,43
5 922 2397 2,59 4451 2154 0,48 2398 524,3 0,21
5 1170 2125 1,81 4700 2986 0,63 1723 568 0,32

Tabela 3 - Expressdo génica relativa do gene VEGF em
placentas de animais oriundos de MN, FIV ou
NT, analisados por ANOVA e teste de Duncan

(p<0,05)
VEGF
Grupos N média Desv.
Padrao
MN 15 1.3154* 0.78
FIV 15 0.2064" 0.20
NT 15 0.3096" 0.18

(letras iguais em uma mesma coluna néo
representam diferenca significativa, p<0,05)

Expressao VEGF

1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Figura 1 - Representagéo esquematica dos valores médios
de R (relagdo VEGF/GAPDH) de acordo com a
expressdo de VEGF (Fator de crescimento
endotélio vascular) nos diferentes grupos de
placenta em animais MN, FIV e NT (p<0,05).

vasculogénese consiste no processo de diferenciacdo in
situ de células mesenquimais em hemangioblastos,
precursores das células endoteliais. Por outro lado,
angiogénese ¢ a formagdo de novos vasos sangiiineos a
partir de um endotélio preexistente (ONG et al., 2000).

Neste experimento, ao contrario dos dados
observados por Miles et al.(2004), a expressdo génica
relativa do VEGF apresentou-se significativamente
reduzida (até seis vezes menos) nas placentas de animais
provenientes de técnicas de produgao in vitro (FIV e NT),
quando comparada aos animais produzidos iz vivo (MN),
sugerindo como uma das provaveis causas ligadas a
elevada mortalidade, conseqiiente de uma vascularizago
placentaria deficiente.

Os embrides produzidos in vitro apresentam
maiores taxas de perda embrionaria precoce e
abortamentos, quando comparados aos produzidos por
inseminagédo artificial ou transferéncia de embrides,
representando os fatores envolvidos no sistema de
cultivo, qualidade embrionaria e fungdo placentaria os
principais motivos dessas perdas (FARIN, 2004).

Em animais clonados, essas perdas sdo atribuidas
ao elevado decréscimo na vascularizagdo placentaria, a
ocorréncia de uma incompleta vasculariza¢do da membrana
corioalantdide, ao decréscimo no numero de placentonios
e ao aumento no tamanho dos mesmos (LEE et al., 2004),
o que de fato, reduz o fluxo sangiiineo placentario, critico
para o desenvolvimento de fetos saudaveis e viaveis
(REYNOLDS e REDMER, 2001).

As provaveis causas ligadas as perdas
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embrionarias em animais clonados ndo remetem apenas
as condigdes de cultivo, mas também a exposi¢ao a traumas
fisicos durante a enucleagdo, reconstru¢do nuclear e
eletrofusdo (Mc EVOY, 2003), propiciando um padréo
anormal de reprogramagdo epigenética, verificado pelo
aumento dos niveis de metilagdo (FAIRBURN et al., 2002),
observados também em células trofoblasticas, condizentes
com os defeitos placentarios manifestados durante o
desenvolvimento fetal (KANG et al., 2002).

Diante da literatura, podemos inferir pelos dados
deste experimento que a expressao reduzida de VEGF nos
animais produzidos in vitro e conseqiiente falhas
gestacionais geradas por um padrido anormal de
vascularizagdo podem ser atribuidas a alteragdes da
reprogramagdo génica, promovida ndo somente pelas
condigdes fisicoquimicas no sistema de cultivo, diferentes
do sistema iz vivo, mas também pela manipulacio fisica
de gametas e embrides. Dessa forma, novos estudos em
reprogramagdo génica e genes imprinting tornam-se
necessarios, envolvendo ndo somente o VEGF, quanto a
vascularizagdo, mas também outros genes ligados ao
desenvolvimento placentario.
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