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PADRAO DE METILACAO DA DMR DO ULTIMO EXON DO GENE | GF2 EM
OVOCITOS E CELULAS DO CUMULUS DE VACAS NELORE

RESUMO

As biotecnologias de reproducdo assistida sdo ferramentas essenciais a
pecuaria moderna. Dentre estas, a producao in vitro de embrides (PIVE) se destaca,
colocando o Brasil como um dos paises que mais produz e transfere embrides no
mundo. Apesar da PIVE proporcionar um aumento na producdo de embrides por
animal, muito ainda se pode melhorar, sendo a qualidade do ovécito um dos aspecto
mais importante do sistema. Neste trabalho, objetivou-se avaliar o padrdo de
metilacdo de uma regido diferencialmente metilada (DMR) localizada no éxon 10 do
gene IGF2 em ovdcitos e células do cumulus (CC) de foliculos de 1 —3 mm e = 8,1
mm, imaturos e maturados de vacas Nelore. Os complexos cumulus-ovécitos (COC)
de foliculos = 8,1 mm apresentaram maior porcentagem de viaveis (40,5%) e de
maturacdo nuclear (60,6%). Os ovocitos imaturos de foliculos de 1 — 3 mm foram
menos metilados (33,33% * 34,79 %) que os de = 8,1 mm (83,69% + 8,52%). ApOs a
maturacdo, o padrao de metilacdo foi diferente entre os grupos de ovdcitos, sendo
que os de foliculos = 8,1 mm maturados apresentaram menos metilacdo (18,51% =+
36,36%) que os de = 8,1 mm imaturos (83,69% * 8,52%) e os de 1 — 3 mm maturados
(49,62% =+ 34,00%). Ao avaliar os ovécitos apenas por tamanho do foliculo ou estado
de maturacao, estes grupos ndo apresentaram diferengas significativas entre eles.
As CC, néo apresentaram diferencas significativas para nenhum dos tratamentos
avaliados. O padrdao menos metilado da DMR nos ovdcitos de foliculos = 8,1 mm
maturados pode estar relacionado a maior competéncia destes, sendo que 0s
ovoécitos de foliculos de 1 — 3 mm podem ainda ndo estar com os padrdes
“imprinting” completamente estabelecidos. Conclui-se que a DMR do ultimo éxon do
gene IGF2 poderd ser usada como um marcador molecular para o “status” da
reprogramacao epigenética em ovaocitos, auxiliando a PIVE no desenvolvimento e

modificagcdes de novos protocolos.

Palavras-chave: Epigenética, Metilacao, “Imprinting”, Bos indicus, IGF2, Ovdcito.



Xii

DMR METHYLATION PATTERN OF THE LAST EXON OF THE IGF 2 GENE IN
OOCYTES AND CUMULUS CELLS FROM NELLORE COWS

ABSTRACT

Assisted reproductive biotechnologies are essential instrument for the modern cattle
breeding. In vitro embryo production (IVP) is prominence, situating Brazil as a
country that more produce and transfer in vitro embryos in the word. In spite of the
IVP big capacity to produce embryos per animal, this production can be better, being
the oocyte quality the more important aspect of the system. The objective of this
study was to evaluate the methylation pattern of the differentially methylated region
(DMR) in the exon 10 of the IGF2 gene in oocytes and cumulus cells (CC) from
immature and maturated nellore cows follicles.of 1 — 3 mm and = 8.1 mm diameter.
Cumulus-oocytes complexes (COCs) from = 8.1 mm follicles had greater
percentages of viable oocytes (40.5%) and nuclear maturation (60.6%). Immature
oocytes from 1 — 3 mm follicles were less methylated (33.33% + 34.79 %) than those
immature from = 8.1 mm follicles (83.69% + 8.52%). After maturation, the methylation
pattern were different among oocytes groups, = 8.1 mm maturated follicles showed
less methylation (18.51% * 36.36%) than = 8.1 mm immature follicles(83.69% * 8.52%)
and 1-3 mm maturated follicles (49.62% + 34.00%). When evaluating only the oocytes
by follicle size or maturation degree, these groups showed no significant differences
between them. The CC showed no significant differences among treatments
evaluated. The less methylated DMR pattern in the oocytes from = 8.1 mm maturated
follicles can be related with greater competency of those oocytes, however oocytes
from 1 — 3 mm follicles can be with imprinting patters not completely established yet.
It is concluded that DMR of the last exon of the IGF2 gene can be used as a
molecular marker for epigenetic reprogramming status in oocytes, helping the IVP in

the development and changes of new protocols.

Key words : Epigenetic, methylation, imprinting, Bos indicus, IGF2, oocytes



1. INTRODUCAO

Com o0 objetivo de aumentar a produtividade em rebanhos bovinos de
interesse econdmico e a multiplicacéo de racas naturalizadas em risco de extin¢ao,
véarias biotécnicas da reproducao tem sido utilizadas. Para otimizar a exploracdo do
potencial reprodutivo de fémeas, diminuir o intervalo de geragdes e acelerar o ganho
genético, a producdo in vitro de embrides (PIVE), se torna uma ferramenta
importante. Essa biotécnica envolve trés processos interdependentes que sdo a
maturacgdo (nuclear e citoplasmatica), fecundacao e cultivo embrionério.

Embora o sucesso da maturacdo nuclear in vitro e fecundacao seja elevado
(80%), apenas cerca de 30% dos ovocitos desenvolvem até o estadio de blastocisto
(FAIR et al., 2003).

Para aumentar ainda mais a eficiéncia da PIVE, muitos aspectos precisam ser
melhor estudados, sendo a qualidade do ovdcito um fator chave para o sucesso
dessa técnica. Ele precisa ter um estoque de RNAm e proteinas adequado para
garantir uma boa maturacdo citoplasmatica, ter condicbes para completar a
maturacdo nuclear, fecundacéo e desenvolvimento embrionario até a ativacdo
gendmica do embrido. Além disso, durante a formacdo do ovdcito, 0 seu material
genético deve sofrer uma correta e ampla reprogramacdo epigenética para que
ocorra desenvolvimento embrionario normal. Dentre os fatores que comandam essa
reprogramacao, a metilacdo do DNA é um dos mais importantes. Ela consiste na
adicdo de um grupo metil na citosina, transformando em uma 5 metilcitosina (5mC).
O padrdo de metilacdo dos genes estad associado a ativacdo e silenciamento da
expressdo génica. Existem alguns genes que expressam de forma diferente
dependendo da origem parental do alelo, maternal ou paternal, conhecidos como
genes ‘“imprinted”. A grande maioria desses genes € importante para o
desenvolvimento normal do embrido e placentacdo. Sendo assim, um ovQcito
competente precisa apresentar uma maturacdo completa e estabelecer padrdes
epigenético adequados.

O gene “imprinted” IGF2 que esta envolvido no desenvolvimento embrionario
e placentacéo, foi eleito neste estudo para andlise do perfil epigenético em ovocitos

e células do cumulus com diferentes graus de competéncia em bovinos. A hipétese



deste trabalho é que ovécitos de foliculos de diferentes tamanhos e em diferentes
estagios de maturacdo apresentam diferentes niveis de metilagdo em DMRs de
genes “imprinted”. O objetivo foi avaliar o padrédo de metilagdo de uma DMR que
controla a expressdo dos genes IGF2/H19 em ovdcitos e células do cumulus de

foliculos de 1 a 3 mm e 28,1mm antes e apds o processo de maturacao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epigenética

E uma &rea da genética que estuda alteragcbes na funcdo génica que n&o
estdo relacionadas a alteracbes na sequéncia primaria do DNA, podendo ser
reversiveis (SINGAL & GINDER,1999; RUSH & PLASS,2002) e herdaveis no
genoma durante a divisédo celular (FEINBERG, 2004).

A regulacdo epigenética é caracterizada por uma série de modificacbes
complexas, que incluem a metilacdo do DNA em regides do genoma geralmente
ricas em dinucleotideos CpG (BIRD, 2002; LI, 2002; JAENISCH & BIRD, 2003) e
modificacdes das histonas, como acetilagao, fosforilacédo, ubiquitinagcdo e metilagao
(RICHARDS & ELGIN, 2002; RUSH & PLASS, 2002, LEBEDEV & SAZHENOVA,
2008), associadas com transcritos antisenso e RNA nao codificante, incluindo
microRNAs (SPAHN & BARLOW, 2003).

2.2 Metilagdo do DNA

Conforme revisado por Singal e Ginder (1999) o DNA é basicamente
composto por 4 bases nitrogenadas, Adenina, Guanina, Citosina e Timina, e em
1948 foi descoberta uma base modificada, a 5 metilcitosina (5mC). Ela € uma
citosina metilada, isto €, possui um grupamento metil adicionado ao carbono 5 do
seu anel. Porém, a maioria das citosinas presentes no genoma nao esta metilada.
Para que ocorra o processo de metilacdo € necessario que ela esteja na sequéncia
5 - CG - 3, conhecida como dinucleotideo CpG, embora Imamura e colaboradores
(2005) observaram metilacbes em citosinas que ndo estavam presentes em sitios
CpGs.

Conforme Miranda & Jones (2007), as sequéncias metiladas dentro do
genoma podem ser classificadas em dois grupos diferentes: regibes pobres em

CpGs e llhas CpGs. Esta ultima é definida com sendo regides que apresentam mais



de 500 pb e que contenham mais de 55% de CGs. Quando estdo presentes na
regido promotora ou na regidao 5’ de um gene, sado geralmente ndo metiladas e a
metilacdo esta correlacionada com a inativacado transcricional dos genes associados
(RUSH & PLASS, 2002).

O restante do genoma, tais como regides intergénicas e intrbnicas, sao
consideradas pobres em CpGs, e em células saudaveis, sdo normalmente metiladas
(MIRANDA & JONES, 2007). Cerca de 3 a 6% das citosinas sao metiladas em
mamiferos e aproximadamente 70 a 80% das CpGs do genoma humano (YANG et
al., 2001).

O processo de metilagdo é catalisado por uma familia de enzimas
denominadas DNA-metiltransferases (DNMT), que transferem um grupamento metil
para o carbono 5 do anel da citosina, utilizando como doador de metil, a S-
adenosilmetionina (SAM). A DNMT catalisa a transferéncia do grupo metil do SAM
para o DNA resultando em um DNA metilado e em uma S-adenosilhomocisteina
(SAH), produto do SAM sem o metil (Van den VEYVER 2002; SZYF, 2003).

Segundo Bestor (2000), a primeira DNMT descoberta em mamiferos foi
denominada DNMTL1. Hoje existem mais trés DNMTs descritas em mamiferos,
DNMT2, DNMT3a e DNMT3b.

A DNMT1 é uma metiltransferase semiconservativa e atua durante a
replicacdo do DNA, reconhecendo preferencialmente substratos de DNA que se
apresentam metilados em apenas uma fita (DNA hemimetilado), convertendo as fitas
recém sintetizadas para o seu padrao de metilacdo, sem induzir uma nova metilacao
(metilacdo de novo) (ROUNTREE et al., 2000; BIRD, 2002; TURKER, 2002; SZYF,
2003). Foram descritas duas DNMT responsaveis pela metilacio em DNA néo
metilado (metilacdo de novo) em mamiferos, DNMT3a e DNMT3b (SZYF, 2003).

DNMT3a e a DNMT3b metilam com igual eficiéncia o DNA hemimetilado e
nao metilado, in vitro e in vivo e sdo altamente expressas em células tronco-
embrionarias (YANG et al., 2001; LI et al., 2007). Estas enzimas geralmente atuam
no processo de metilagdo de novo, adicionando grupos metil em locais do DNA em
gue ndo existe metilagdo, mesmo na fita complementar (OKANO et al., 1999; DAS &
SINGAL, 2004).



Segundo SZYF (2003), o estado de metilacdo do DNA é um equilibrio de
reacbes entre metiltransferases e demetilases, e a direcdo do equilibrio é
determinada pela estrutura da cromatina.

O processo de demetilagdo pode ocorrer de forma passiva no qual a DNMT1
é suprimida no decorrer dos ciclos de replicacdo do DNA ou impedida de interagir
com seu substrato durante a diviséo celular (SZYF, 2003). E também pode ser ativa,
na qual ocorre uma rapida perda de metilacdo do DNA no prazo de um unico ciclo
celular, indicando a presenca de enzimas que ativamente removem o grupo metil da
5mC. A enzima responsavel por essa acdo ainda permanece desconhecida
(GEHRING et al., 2009).

Os padrbées de metilacdo sao estabelecidos nas fases iniciais do
desenvolvimento embrionario pelas metilases de novo DNMT3a e DNMT3b e séo
copiados nas células somaticas pela DNMT1 de manutencdo (BIRD, 2002;
TURKER, 2002).

Nos mamiferos, a correta metilacdo do DNA € essencial para que ocorra 0
desenvolvimento embrionario normal, envolvendo os processos de demetilacao,
metilacdo de novo e metilacdo de manutencdo (NEWELL- PRICE et al., 2000). Além
disso, a metilacdo desempenha papéis importantes na inativacdo do cromossomo X
no sexo homogamético, na protecdo do genoma contra sequéncias de DNA
invasivos, no “imprinting” parental, na compartimentalizacdo do genoma em regides
ativas e condensadas, na inativacdo de oncogenes e na repressao da expressao de
genes supressores de tumor no cancer (TURKER & BESTOR, 1997).

2.3 Métodos para avaliacao de padrdes de metilacdo  no DNA

Os primeiros estudos para analises de metilacdo do DNA utilizaram a técnica
de Sourthen Blot que consiste basicamente na identificacdo de regides
diferencialmente metiladas utilizando enzimas de restricdo sensiveis a metilacao.
Com o surgimento da reagdo em cadeia de polimerase (PCR), novas técnicas foram
surgindo possibilitando o aumento da eficiéncia de identificacdo de padrbes de

metilacdo no DNA.



Na década de 1970 descobriram que o bissulfito de so6dio mediava a
deaminacéo de citosina e a utilizagdo deste produto quimico para analise da 5mC no
DNA foi iniciada por Frommer e colaboradores em 1992 Esta substancia promove a
deaminacdo de citosinas ndo metiladas, transformando-as em uracilas, as quais
apos a reagcdo de PCR sdo convertidas em timinas. Por outro lado, as citosinas
metiladas permanecem como citosinas, pois o grupamento metil protege contra a
reacao de deaminacdo (HAYATSU, 2008). Associando a utilizacdo do bissulfito de
sédio a PCR, surgiu a PCR sensivel a metilacdo (“Methylation sensitive PCR” - MSP)
que consiste na utilizacdo de dois pares de “primers” especificos para DNA metilado
ou ndo, que irdo se complementar conforme o padrdo de metilagdo da amostra,
permitindo a deteccdo de DNA metilado ou demetilado (HERMAN et al 1996).

Além disso, existe a possibilidade de associacdo do tratamento com o
bissulfito de sédio a PCR e sequenciamento, onde é possivel verificar cada CG
susceptivel a metilacdo do “amplicon” gerado, tornando essa metodologia mais
precisa na avaliacdo do padrdo de metilacdo de DNA (IMAMURA et al.,2005;
GEBERT et al., 2006; LONG & CAl, 2007)

2.4 “Imprinting” Gendmico

No inicio de 1980, experimentos em camundongos constataram que, em
mamiferos, a expressdo do material genético em nivel cromossémico pode diferir
conforme sua origem seja paterna ou materna (REIK & WALTER, 2001). Tal
fendbmeno recebeu a designacao “genomic imprinting”, que pode ser traduzida por
marca gendmica, para indicar que o material genético, em sua passagem pelo
organismo masculino ou feminino, ficaria marcado temporariamente para produzir
efeitos diferentes, segundo a sua origem parental. Tal marcacdo, ocorre durante a
formacao das células da linhagem germinativa (HALL,1990).

Ou seja, 0 “imprinting” gendmico € um processo que implica na expressao
monoalélica de alguns genes especificos nas células dipldides, e é dependente se o
alelo é transmitido pelo espermatozoide ou pelo ovocito (BARTOLOMEI et al., 1991;
DeCHIARA et al.,1991; MANIPALVIRATN et al., 2009). O “imprinting” parental € um



importante mecanismo genético pelo qual genes tem alelos silenciados e expressos,
dependendo exclusivamente da sua origem, materna ou paterna (FEIL et al., 1994).
Este mecanismo, que € estabelecido por uma marcacdo epigenética, faz os
genomas parentais funcionalmente desiguais. Sendo assim, embrides uniparentais,
gue contém somente genoma de um sexo, paterno ou materno, nao conseguiriam se
desenvolver, morrendo logo apdés a implantacdo (McGRATH & SOLTER 1984;
OBATA et al., 2000).

O “conflito” entre 0 genoma materno e paterno na determinagédo dos recursos
maternos para o desenvolvimento do embrido tem sido proposto para explicar
evolutivamente a origem do “imprinting” genémico. (MOORE, 2001). Esta € uma das
hipéteses mais aceitas, a chamada teoria do conflito, também conhecida como
“batalha dos sexos” (MOORE & HAIG, 1991; HURST & McVEAN, 1997, 1998). Ela
baseia-se no interesse tanto do macho quanto da fémea em obter 0 nUmero maximo
de proles viaveis a fim de que fossem mantidos seus genes na populacdo. Quando a
reproducdo € poligamica, o macho teria o0 interesse em assegurar o crescimento
maximo de sua prole. Assim recrutaria 0 maximo de recursos da fémea, tanto quanto
possivel, visando beneficiar a progénie, para que a mesma fosse maior e mais forte,
aumentando as chances de sobrevivéncia no ambiente, mesmo que iSSO ocorresse
em detrimento da fémea pela utilizagdo de mais nutrientes maternos. Em
contrapartida, a fémea deve limitar o crescimento embrionario e fetal para que a
mesma esteja apta a reproduzir-se novamente, com outro macho. Ela necessitaria
dividir seus recursos em diferentes gestacbes. As fémeas que conseguissem
restringir o crescimento fetal e produzir maior nimero de proles com a limitacdo de
recursos, conseguiriam a longo prazo, ter mais éxito em suas vidas reprodutivas
(YAMAZAKI, 2006).

Além da teoria do conflito, um “modelo de desenvolvimento” sugere que o
“imprinting” genémico ocorreria em resposta a pressdo ambiental, induzindo a
rapidas mudancas de expressao ou inativacao dos alelos parentais de acordo com a
necessidade (BEAUDET & JIANG, 2002).

Segundo Reik & Walter (2001), tem sido estabelecido a importancia da
metilacdo do DNA, na manutencao do “imprinting”. Nos genes “imprinted”, o padrao

de metilacdo derivado dos gametas se difere da metilacdo alélica nas células



somaticas; por esta razdo, a metilacdo do DNA € proposta como sendo a marca
epigenética que estabelece o “imprinting” genémico (BRANDEIS et al.,, 1993;
THORVALDSEN et al., 1998).

No geral, os genes “imprinted” diferem dos ndo “imprinted” devido ao status
de suas metilagdes, estrutura da cromatina e o tempo de replicacdo (GARDNER &
LANE, 2005). Quase todos os genes “imprinted” ocorrem em “clusters” que séo
regides gendmicas contendo dois ou mais genes (IDERAABDULLAH, et al., 2008).

Em bovinos, até o presente momento, ainda ha poucos genes caracterizados como

“imprinted” (http://igc.otago.ac.nz/home.html).

A metilacdo alelo especifica é tipica para regides diferencialmente metiladas
(DMRs), que sao ricas em CpGs e 0 seu padrao de metilagdo esta envolvido na
regulacdo da expressdo de genes “imprinted” (MOORE, et al., 1997; MURRELL, et
al., 2001; REIK & WALTER, 2001).

Segundo Lopes e colaboradores (2003), alguns elementos foram
caracterizados participando da regulacdo da expressdo parental especifica dos
genes “imprinted”. Estes incluem promotores, promotores de RNAs “antisense”,
“‘chromatin boundaries”, “silencers” e *“enhancers”. Estes elementos estédo
frequentemente envolvidos na regulacdo de mais de um gene em um “cluster
imprinting”. Os mecanismos da reprogramacdo da metilagdo “imprinting” ainda nao
sdo bem conhecidos (GONDOR & OHLSSON, 2009).

2.5 Ovogénese, Foliculogénese e Marcacodes “Imprint  ing”

O processo de formacgao, crescimento e maturacdo do gameta feminino, €
conhecido como ovogénese. Ela se inicia durante a vida fetal (AUSTIN & SHORT,
1982; HAPER, 1994; FAIR, 2003), quando as células germinativas primordiais se
diferenciam em ovogobnias, se proliferam por mitose antes do nascimento e entéo
entram em meiose, tornando-se um ovacito primario (AUSTIN & SHORT, 1982).

Conforme Van den Hurk & Zhao (2005), o ovdcito primario passa pelas fases
de leptéteno, zigéteno e paquiteno e para em dipléteno da préfase | da meiose |, na

qual permanece retido durante todo o periodo de desenvolvimento folicular. Nessas



primeiras fases meidticas, quando varias proteinas de reparo do DNA e muitos
outros fatores sdo necessarios para um bom alinhamento e recombinacdo dos
Ccromossomos, 0s ovocitos sdo extremamente vulneraveis e muitos deles podem se
degenerar.

Em ruminantes e primatas, ainda durante a vida fetal, logo ap6s a formacéo
do ovacito ocorre a formacdo do foliculo. Cada foliculo tem seu proprio ambiente
endocrino individual dentro do ovario, levando a progressdo do desenvolvimento
folicular e seu crescimento de modo assincromatico (FORTUNE et al., 2000). Esse
desenvolvimento pode ser dividido em trés estagios: ativacdo do foliculo primordial,
transicdo do primario para o secundario e a formagdo do antro. O crescimento
folicular € um processo continuo durante a vida reprodutiva (FORTUNE, 2003).

Em bovinos, os foliculos primordiais que ainda ndo estdo em crescimento,
apresentam uma uUnica camada de células epiteliais achatadas, formando uma
populacéo finita dentro do ovéario (MATZUK et al., 2002). Do “pool” de primordiais, 0
foliculo recrutado se torna primario, sendo caracterizado por apresentar uma
camada completa de 11 a 20 células cubdides da granulosa ao redor do ovocito. Ele
se torna secundério quando for constituido por duas camadas de células da
granulosa e por apresentar uma deposicao inicial de material da zona pelucida ao
redor do ovocito. Ao mesmo tempo, granulos corticais sdo formados dentro de seu
citoplasma e os primeiros sinais de sintese de RNA sado detectados. A transicéo para
o foliculo terciario caracteriza-se por uma continua proliferacéo e diferenciacdo das
células que circundam o ovécito, em teca interna e externa, lamina basal e células
do cumulus, assim como a sintese de fluido que se acumula formando o antro inicial
(FAIR 2003).

Durante o crescimento e capacitacdo do ovocito é formado o estoque
molecular necessério para a maturacao, fecundacéo, até o0 momento da ativacédo do
genoma embrionario no estagio de 8-16 células no embrido bovino (DONNISON &
PFEFFER, 2004; SONG & WESSEL, 2005).

O reinicio da meiose ou saida do estadio de dipléteno pode ser mediado por
um estimulo hormonal in vivo, ou simplesmente pela retirada do ovécito de dentro do
foliculo (WASSARMAN & ALBERTINI, 1994). Entretanto, somente ovocitos

competentes tém a capacidade de completar a meiose. (EPPIG 1991).
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Dois eventos celulares envolvem a maturagdo ovocitaria, 0s nucleares e 0s
citoplasmaticos. De acordo com Cha & Chian (1998) os eventos nucleares envolvem
a reorganizacdo da rede de microtubulos para o deslocamento dos cromossomos,
rompimento do envoltério nuclear, condensacao dos cromossomos, 0 que resulta na
progressdo para metafase |, anafase I, teléfase | e expulsdo do primeiro corpusculo
polar caracterizando o fim da meiose I. A segunda divisdo meidtica € iniciada
rapidamente apds completar a primeira divisdo alcancando a metafase Il na qual
antecede a ovulacéao.

J& a maturacéo citoplasmatica acontece com a reorganizacdo de organelas e
0 uso do estoque molecular estabelecido durante a ovogénese, deixando o ovacito
apto a fecundacéao e desenvolvimento embrionario inicial (DODE, 2006).

Sendo assim, o ovocito maturo € definido como aquele que reiniciou a divisao
meidtica passando do estadio de vesicula germinativa para a metafase Il, com a
maturagdo citoplasmatica necesséaria para a fecundacdo e desenvolvimento inicial
do embrido (CHA & CHIAN, 1998).

Segundo Varago e colaboradores (2008), o tempo de cultivo mais utilizado
para maturacao in vitro € de 24 horas. Embora ovocitos bovinos maturados por 18
horas resultem em taxas de clivagem e desenvolvimento embrionario semelhantes
as observadas aos maturados por 24 horas.

A ativacdo ovocitaria e o término da meiose s0 ocorrem no momento da
penetracdo do espermatozoéide no ovocito, a qual é acompanhada da extrusdo do
segundo corpusculo polar para o espaco perivitelinico (VARAGO et al., 2008).

Uma caracteristica essencial para a coordenacdo da ovogénese e da
foliculogénese € a comunicacao bidirecional entre células granulosa e o ovocito
dentro do foliculo. Ela se torna um requisito essencial para um crescimento folicular
normal e desenvolvimento de ovocitos competentes (CARABATSOS et al., 2000).
Ou seja, essa comunicacdo € indispensavel para o crescimento do ovadcito,
diferenciacdo, estado de meiose nuclear, maturacdo citoplasmatica e atividade de
transcricdo gendémica (Van den HURK & ZHAO, 2005). A retirada dessas células
reduz significativamente sua competéncia e o desenvolvimento embrionario
subsequente (ZHANG et al., 1995; SHIOYA et al., 1998; KRISHER, 2004).
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Um critério de avaliacdo da qualidade do ovdcito que tem sido rotineiramente
utilizado é a avaliacdo morfologica baseada no nimero e compactacdo das células
do cumulus e homogeneidade do citoplasma (de WIT et al., 2000; STOJKOVIC et
al., 2001; LONERGAN et al., 2003). Entretanto, a avaliacdo morfolégica por si so &
insuficiente para distinguir os ovocitos competentes, que tém a habilidade de levar
uma gestacdo a termo (LONERGAN et al., 2003; COTICCHIO et al., 2004;
KRISHER, 2004).

Vérios estudos tém demonstrado que a capacidade de desenvolvimento in
vitro de ovocitos bovinos pode ser afetada pelo tamanho e qualidade dos foliculos
dos quais sdo obtidos (LONERGAN et al.,, 1994; MACHATKOVA et al., 2004,
KAUFFOLD et al., 2005; RACEDO et al., 2008; CAIXETA et al., 2009), sendo que
ovocitos de foliculos maiores sdo mais competentes.

Quanto a ovogénese, além da importancia da aquisicdo da competéncia
ovocitaria citada anteriormente, outro importante aspecto € a aquisi¢cdo do padrédo do
“imprinting” materno. Em camundongos ele € estabelecido durante o crescimento do
ovocito (BAO et al., 2000; OBATA & KONO, 2002) e a aquisicado da metilacdo do
DNA de DMRs de varios genes “imprinted” correlaciona-se com o aumento do
didmetro do ovadcito (LUCIFERO et al. 2004).

No inicio do desenvolvimento das células germinativas primordiais em fetos
de camundongos, todo seu DNA é demetilado. A remetilacdo na linhagem
germinativa feminina comeca antes do nascimento na fase fetal, durante o
crescimento dos ovocitos na ovogénese. Como esse crescimento € um processo de
desenvolvimento prolongado, é concebivel que as sequéncias possam ser metiladas
em momentos diferentes (REIK et al., 2001).

A metilacdo “imprinting” € adquirida assincronicamente de maneira gene
especifica, enquanto os ovdcitos permanecem parados na préfase | (LUCIFERO et
al., 2004).

Esse ‘“imprinting” parental € apagado e restabelecido durante a
gametogénese antes da fecundacdo para que esses padrdes “imprinting” estejam
corretos em seus gametas de acordo com seu sexo. Assim, o desenvolvimento das
células germinativas do macho ou da fémea diverge para dar origem ao

espermatozoide ou ovacito respectivamente (SASAKI & MATSUI, 2008).
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Durante a fecundacao, os padrdes “imprinting” estabelecidos no ovécito e no
espermatozoide na linha germinativa sdo mantidos enquanto que as sequéncias
com metilagbes ndo “imprinting” sdo apagadas e reestabelecidas durante o
desenvolvimento embrionario inicial. As marcas “imprinting” desse embrido sé seréo
apagadas durante a formacdo de seus gametas para que ele figue com o padréo
“imprinting” de acordo com o0 seu sexo, completando assim o ciclo. Nas células
somaticas os padrdes “imprinting” sdo mantidos, podendo ser modificados durante o
desenvolvimento (REIK & WALTER, 2001).

A remocéo, estabilizacdo e manutencao do padrao “imprinting” sdo processos
dindmicos que devem ser corretamente reprogramados a cada ciclo reprodutivo. A
questdo de saber se as condi¢cdes para a maturacdo de ovocitos in vitro podem
suportar o correto estabelecimento e manutencdo dos padrbes de “imprinting”
merece ser investigada (BORGHOL et al., 2006).

Embora, em modelos bovinos, 0 sucesso da maturacdo in vitro e da
fecundacdo seja elevado (80%), apenas cerca de 30% dos ovocitos conseguem
desenvolver até o estadio de blastocisto. Um fator chave para aumentar essa
proporcao seria a qualidade intrinseca do ovdcito (FAIR, 2003).

Uma das principais causas de mortalidade embrionaria em animais
domésticos é atribuida as alteracdes cromossoémicas (KING, 1990). Concomitante a
essa informacdo, o monitoramento da qualidade de gametas torna-se importante,
uma vez que estes podem ser susceptiveis as variaveis externas dos sistemas de
cultivo in vitro. Entre elas, destacam-se choques térmicos, choques osmaoticos,
resfriamentos, sistemas e meios de cultivo, hormdnios, tempo de cultivo, pH,
osmolaridade, antibidticos, luz, micromanipulacdes e criopreservacao (LECHNIAK et
al., 1996; OCANA-QUERO et al., 1999; LUNA et al., 2001; CORREA et al., 2008).

2.6 O Gene IGF2

O Fator de Crescimento semelhante a Insulina tipo 2 (IGF2) regula o
crescimento e a diferenciacdo celular em muitas espécies animais (CHAO &
D'’AMORE, 2008).
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O IGF2 é um potente mitdgeno, atua no crescimento fetal (DeCHIARA et al.,
1990; EFSTRATIADIS, 1998; CURCHOE et al.,, 2005) e desenvolvimento da
placenta (CONSTANCIA et al., 2002; CHAO & D'AMORE, 2008). Curchoe e
colaboradores (2005) sugerem que ele também tenha uma importante funcao apés o
desenvolvimento fetal. E predominantemente expresso pelo alelo paternal e
silenciado no materno, sendo que varias DMRs tem sido identificadas dentro do
gene (FEIL et al., 1994). Em camundongos ele localiza-se no cromossomo 7
(ROTWEIN & HALL, 1990; CHAO & D'’AMORE, 2008), em humanos no 11
(BRISSENDEN et al., 1984; TRICOLI, et al., 1984), suinos no 2 (JEON et al., 1999;
NEZER et al., 1999), ovinos no 21 (ANSARI et al., 1994) e em bovinos localiza-se
no 29 (29qter) (GOODALL & SCHMUTZ, 2003). A organizacdo molecular e sua
regulacdo sdo conservadas nestas espécies. Em grandes mamiferos, o gene
consiste de 10 éxons (De PAGTER-HOLTHUIZEN et al., 1988; AMARGER et al.,
2002). Em camundongos ¢€ diferente, pois contem seis éxons funcionais e dois nédo
funcionais, “pseudo-éxons” (ROTWEIN & HALL, 1990).

Em mamiferos, o IGF2 foi o primeiro gene “imprinted” identificado, sendo as
espécies mais estudadas, camundongos (DeCHIARA et al., 1991), humanos
(OHLSSON et al.,1993; RAINIER et al., 1993), ovinos (FEIL et al., 1998; McLAREN
& MONTGOMERY, 1999), suinos (NEZER et al., 1999), e bovinos (DINDOT et al.,
2004).

Uma significante diferenca nos niveis de metilacdo no ultimo éxon do gene
IGF2 entre gametas masculinos e femininos bovinos indica a presenga de uma DMR
intragénica, sendo observado um alto nivel de metilagdo no DNA do espermatozdide
e um baixo nivel no ovacito (GEBERT et al., 2006).

Segundo Murrell e colaboradores 2001, a DMR do ultimo éxon do gene IGF2
é intragénica, e metilada desempenha uma fungédo de iniciagdo da transcricdo do
IGF2; e essa metilacdo promove altos niveis de sua expressao.

Em camundongos, essa DMR (DMR2) contém uma regido central de 54 pb
(MURRELL et al., 2001) e é conservada dentro da DMR intragénica homologas do
gene IGF2 bovino. A dele¢cdo dessa regido no alelo paterno esta associada com o

retardo no crescimento fetal.
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A identificacdo dessa DMR intragénica, em bovinos, daré subsidios para mais
investigacbes das caracteristicas “imprinting”, sendo seus mecanismos regulatérios
fundamentais para o desenvolvimento do embrido (GEBERT et al., 2006).

A alteracdo no crescimento fetal, como a sindrome do bezerro grande,
relacionadas a biotécnicas da reproducédo como a fecundacéao in vitro e transferéncia
nuclear, estd4 associada a regulacdo do gene IGF2 em bovinos (CURCHOE et al.,
2005).

2.7 Regulacao IGF2/H19

Os genes IGF2 e H19 estéo localizados no mesmo “cluster” e compartilham a
acao dos mesmos “enhancers” (CHAO & D’AMORE, 2008).

Segundo Arnosti & Kulkarni (2005) “enhancers” sdo elementos reguladores
que estimulam a transcricdo independentemente de sua posicédo e orientacdo com
relacdo ao respectivo sitio de iniciacao da transcricao.

O H19 transcreve um RNA nao codificante, que inicialmente foi identificado
como supressor tumoral, mas, no entanto, tem sido demonstrado com propriedades
oncogénicas (IDERAABDULLAH et al., 2008).

Em camundongos, a expressao dos genes IGF2 e H19 € regulada por
metilaces alelo especificas de quatro DMR (LOPES et al., 2003). A DMR H19 esta
“upstream” ao gene H19, atuando como um elemento silenciador; a DMR2 é um
ativador sensivel a metilagédo, presente dentro do ultimo éxon do IGF2 e a DMR1 é
um elemento silenciador sensivel a metilacdo, localizado “upstream” ao promotor
fetal do IGF2. Todas essas trés DMRs apresentam metilacdo no alelo paterno. A
DMRO sobrep6e um promotor placenta-especifico do IGF2 sendo metilado somente
no alelo materno (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de regulacdo do locus IGF2/H19 em camundongos, indicando as quatro DMRs
(retdngulos) com seus alelos materno (M) e paterno (P) e suas metilacdes preferenciais em azul
(metilado) e branco (demetilado); E — “enhancers” (adaptado de LOPES et al., 2003)

No locus H19/IGF2, conforme Chdo & D’Amore, (2008) “enhancers” em
comuns ativam o gene H19 no cromossomo materno e o IGF2 no cromossomo
paterno. “Upstream” ao promotor do H19 localiza-se uma DMR, que quando
deletada ativa o IGF2 no cromossomo materno. Essa DMR contém sitios que se
ligam um fator ligante CCCTC (CTCF), uma proteina isoladora que demarca
dominios em cromatina ativos e inativos. Quando a DMR encontra-se metilada os
CTCFs nado encontram os sitios para ligacdo impedindo assim sua atuacdo. Entao,
no cromossomo paterno, a DMR € metilada, as CTCF nao se ligam e os “enhancers”
conseguem atingir o promotor do IGF2 levando-0o a sua expressdao. Ja no
cromossomo materno a DMR nédo é metilada, ocorrendo entédo a ligagdo de CTCF,
formando um isolamento (“insulator’) da cromatina blogueando o acesso dos

“enhancers” que ativariam o IGF2 (Figura 2).
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Figura 2: Modelo de regulacdo do locus IGF2/H19 em camundongos. No alelo materno CTCFs se
ligam na DMR atuando como barreira para os “enhancers” que ativam o gene H19. No alelo paterno,
a DMR apresenta-se metilada, ndo ocorre a ligagcdo de CTCF e os “enhancers” conseguem ativar o
gene IGF2 promovendo sua transcri¢cdo (modificado de IDERAABDULLAH et al., 2008).

Murrell e colaboradores (2004) propuseram um modelo mais elaborado para
explicar a interagao entre as DMR do locus IGF2/H19, o de cromatina “loop”. No
cromossomo materno a CTCF se liga a DMR H19 ndo metilada, e possivelmente
outras proteinas, e todo esse complexo se junta a DMR1 também ndo metilada,
resultando em dois dominios de cromatina, com o H19 e os “enhancers” no dominio
ativo e o IGF2 no inativo dentro de um “loop” e longe dos “enhancers”. No alelo
paterno, a DMR H19 metilada impede o acesso de CTCF, e se associa a DMR2
também metilada, provavelmente através de fatores protéicos, movendo o IGF2 para
dentro do dominio de cromatina ativa. A localizacdo da DMR2 na posicao final do
IGF2 faz com que seus promotores figuem préximos dos “enhancers” localizados
“downstream” do H19. E apesar do H19 estar no dominio ativo ele é silenciado pela

metilacdo do DNA (Figura 3).
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Figura 3: Modelo de interacao entre as DMRs formando dois dominios de cromatina um ativo e outro
inativo (area sombreada) nos alelos materno e paterno. No alelo materno a DMR1 e DMR interagem
e o0 gene H19 fica no dominio ativo sendo expresso. No alelo paterno a DMR interage com a DMR2
fazendo com que o gene IGF2 fique no dominio ativo sendo expresso (Modificado de Murrell et al.,

2004).

O modelo de cromatina “loop” descreve um parametro epigenético pelo qual

IGF2 (cujos promotores ndo sdo regulados por metilacdo do DNA) é transportado

para dominio inativo ou ativo perto de “enhancers”. Ele sera interessante para

determinar se genes “imprinted”, ou genes que sao regulados epigeneticamente,

localizados em “clusters”, possuem trocas epigenéticas similares (MURRELL et al.,

2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Colheita dos ovdcitos e células do cumulus oop horus (CC)

Os ovérios de fémeas nelore foram obtidos de abatedouros na regido de
Luziania Goias, sendo coletados imediatamente ap0s o abate e transportados em
frascos contendo solucéo salina (NaCl 0,9%) acrescida de 100 Ul/mL de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina, a uma temperatura de 35 — 37°C. As coletas foram
realizadas entre os meses de Abril a Novembro de 2008.

Os foliculos foram dissecados da coértex ovariana em placa aquecedora a
36°C, com o auxilio de tesoura, lamina de bisturi e pincas (Figura 4). Foram
mantidos em solucéo salina em tampéo fosfato (PBS) acrescida de soro fetal bovino
(SFB) 10% sobre a placa aguecedora durante todo o processo.

A

Figura 4: Materiais utilizados para a dissecacéo e foliculos sendo dissecados com auxilio de pinca e
lamina de bisturi.

Os foliculos foram mensurados utilizando-se estereomicroscéopio e uma ocular
graduada (micrometer eyepiece OSM-4® Olympus, Tokyo, Japan), rompidos, e 0s
complexos cumulus-ovdcitos (COC) rastreados e distribuidos em dois grupos:
oriundos de foliculos de 1 - 3 mm e maiores que 8,1 mm (Figuras 5 A e B). Cada
COC foi classificado de acordo com o aspecto e distribuicdo das células do cumulus
e uniformidade do citoplasma. Somente os COCs classificados como Grau 1 (ovécito
com citoplasma homogéneo e granulacdes finas e multiplas camadas compactas de
células do cumulus) e Grau 2 (ovécito com citoplasma homogéneo com pequenas
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areas mostrando pigmentacdes irregulares e cumulus compacto menor do que na
categoria 1 com pelo menos cinco camadas completas) foram utilizados neste

estudo.

Figura 5: Foliculos dissecados com diametro 1 — 3 mm (A) e =2 8,1 mm (B).

Os COC obtidos de cada grupo foram divididos em mais dois grupos, 0s que
passaram pelo processo de maturacao in vitro, e os congelados imaturos. O primeiro
foi lavado em meio de maturacdo (MIV), transferidos para gotas de 50uL MIV,
cobertas com 6leo mineral e incubados em estufa de atmosfera umidificada a 5% de
CO,, temperatura de 39°C por 22 a 24 horas. O meio de maturacao foi composto por
TCM 199 com sais de Earl's (Gibco BRL®), suplementado com 10% de SFB (Gibco
BRL®), 24 Ul/ml de horménio luteinizante (LH Sigma®), 10 pg/ml de hormdnio
foliculo estimulante (FSH — Sigma®), 1 pug/ml L-glutamina (Sigma®), 250 mg/ml de
amicacina (Sigma®). Apos o periodo de maturacao, os ovocitos foram colocados em
gotas de 50 pl de hialuronidase (0,2%) por 10 minutos, desnudos por repetidas
pipetagens e os que liberaram o primeiro corpusculo polar (Figura 6) foram
congelados a -80°C em PBS para posterior analise de metilacao.
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Figura 6: Ovocito maturado, desnudo, com o primeiro corpusculo polar

O segundo grupo, composto por COC imaturos foi transferidos para uma gota
de 50uL de solucédo PBS e desnudos através de sucessivas pipetagens garantindo a
auséncia completa de células do cumulus. ApGs a remocao das células do cumulus,
0s ovaQcitos intactos e completamente desnudos foram também congelados a -80°C.

As células do cumulus, tanto dos ovdécitos imaturos quanto dos maturados
gue ficaram nas gotas de PBS apds os desnudamentos foram transferidas para
tubos de 0,2 mL e centrifugadas duas vezes por 2 minutos a 700g para lavagem. O
sobrenadante foi retirado, sendo adicionados 2 pL de PBS ao “pellet” de células para
congelamento a -80°C para posterior anélise de metilagéo.

No fim do procedimento todos os tubos com os ovécitos e as células do
cumulus de cada grupo, foram armazenados em freezer a -80°C. Sendo assim, 0s

grupos ficaram divididos conforme indicado na Tabela 1.

Tabela 1: Divisdo das amostras em 8 grupos.

1-3mm 2 8,1 mm
Ovacitos imaturos Ovdcitos imaturos
Ovdcitos maturados Ovdcitos maturados
CCs imaturas CCs imaturas
CCs maturadas CCs maturadas

Foram utilizados 60 ovdcitos e CC de 60 ovocitos de cada grupo para avaliar
0 padréao de metilagdo da DMR2 do gene “imprinted” IGF2.
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3.2 Extracdo de DNA dos ovdcitos e células do cumu  lus

As amostras foram retiradas do freezer a -80°C, selecionadas em nitrogénio
liquido e acondicionadas em gelo. A extracdo do DNA gendmico dos ovacitos foi
realizada de acordo com o protocolo de Melo e colaboradores (2005), com
modificagdes. Foram colocados em um tubo de 0,2 mL 60 ovocitos referentes a cada
grupo, com um volume final de 15uL de PBS. Adicionou-se as amostras a enzima
pronase E, para promover a digestdo da zona pelucida, com uma concentracéao final
de 10 mg/mL, resultando um volume final de 30 pL. As amostras foram incubadas
em termociclador (PTC 100 MJ Research) a 37°C por 35 minutos. Como alguns
ovocitos ainda se apresentavam aderidos a parede do tubo, as amostras foram
homogeneizadas e incubadas por mais 12 minutos a 37°C no mesmo termociclador.
Em seguida acrescentou-se uma gota de 6leo mineral em cada amostra e a enzima
foi inativada a 85°C por 15 minutos em termociclador.

Para liberar o DNA dos ovdcitos, foi utilizado um procedimento de choque
térmico. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e imediatamente
colocadas no termociclador a 95°C por 1 minuto. Esse procedimento foi realizado
por 5 vezes, e finalmente as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -20°C, para posterior tratamento com bissulfito de sodio.

Para a extracdo do DNA das CC foi utilizado um protocolo baseado em
“salting out” ja bem estabelecido no Laboratério de Reproducdo Animal | da

EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3.3 Tratamento com Bissulfito de Sdodio

O tratamento do DNA com bissulfito de sédio foi realizado utilizando o Kit EZ
DNA methylation® (Zymo Research), segundo protocolo fornecido pelo fabricante,
apenas com alteracdo da temperatura de conversao, que foi de 55°C. As amostras
de ovdcitos foram eluidas em 10 pL, enquanto que as das células foram em 15 pL.
Basicamente, este tratamento consistiu na conversdao mediada pelo bissulfito de

sédio das citosinas ndo metiladas em uracilas, enquanto as citosinas metiladas néo
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sdo convertidas. As amostras foram armazenadas a -20°C, para posterior
amplificacéo por PCR (reacéo em cadeia da polimerase).

3.4 PCR “nested” para o gene IGF2 e purificagdo do s “amplicons”

A partir das amostras de DNA tratado com bissulfito de sédio dos ovdcitos e
das CCs, foi realizado um primeiro “round” de amplificacdo para cada tratamento,
sob as mesmas condi¢des. O volume final para realizagdo dos mesmos foi de 20 pL
utilizando solugao tampéo 1X; 2,0 mM de MgCl, ; 100 uM de cada dNTP; 0,5 uM de
cada “primer”; 1,0 U da enzima Taqg Polimerase Platinum (Invitrogen®) e 3,0 pL de
DNA tratado com bissulfito. A reacdo de PCR para o gene IGF2 utilizou uma
desnaturacao inicial de 94°C por 3min, seguidos de 45 ciclos com 94°C por 40s,
45°C por 1min, 72°C por 1min, acrescidos de uma extensao final de 72°C por 15min.

O segundo “round” de PCR foi realizado sob as mesmas condi¢cdes do PCR
da primeira reacdo, mudando apenas o molde de DNA utilizado como “template”,
sendo 1,0 uL do produto do primeiro PCR para os ovdcitos e 0,5uL e 1,0uL para as
CC. As condi¢des de amplificacdo para o “primer” interno (“inner”) do IGF2 foram as
mesmas condicdes da primeira reagdo, alterando apenas a temperatura de
anelamento que foi de 40°C. As sequéncias dos “primers” utilizados nas reacoes,
acesso ao “GenBank”, localizacdo, posicdo na ilha CpG, tamanho do fragmento

amplificado e nimeros de CpGs estéo presentes na Tabela 2.

Tabela 2: Identificacdo do Gene, sequéncias dos “primers” utilizados, acesso no “GenBank”, sua
localizacéo, posicéo na ilha CpG, tamanho e o nimero de CpGs do fragmento amplificado.

Gene Sequéncia dos “primers” (5'- 3') Acesso Localizacdo  Posicéo da Tamanho do N° de
sequéncia do “primer” Ilha CpG fragmento CpGs
Amplificado
1gf2 F: TGGGTAAGTTTTTTTAATATGATATT 243-268 éxon 10 455 pb
“out” R:TTTAAAACCAATTAATTTTATACATT X53553.1 672-697 (DMR)
1gf2 F:ACATTTTTAAAAATATTATTCT 257-278 éxon 10 420 pb 27

“inner” R:TAATATGATATTTGGAAGTAGT X53553.1 655-676 (DMR)
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Apés a amplificacdo realizou-se a eletroforese dos “amplicons” (produtos da
PCR) utilizando gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio (10 mg/mL).
Logo apds, o gel foi visualizado e fotografado utilizando um fotodocumentador como
mostram as Figuras 7 A e B. Os produtos da PCR foram recortados do gel e
purificados utilizando o kit GenClean® Ill (MP Biomedicals, LLC), seguindo as

recomendacdes do fabricante.

A. OVOCITOS B. CC

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose 1,5% do gene IGF2, nos ovdcitos, com os “primers” “inner” (A), sendo 1
e 2, imaturos e maturados de foliculos de 1 — 3 mm; 3 e 4 imaturos e maturados de foliculos = 8,1 mm; 5 —
controle negativo (sem DNA); e das CC (B), sendo 1 (0,5 pL) e 2 (1,0 pL) de foliculos de 1 — 3 mm imaturos,
3(0,5 pL) e 4 (1,0 pL) de foliculos de 1 — 3 mm maturados, 5 (0,5 pL) e 6 (1,0 pL) de foliculo = 8,1 mm imaturo,
7(0,5 pL) e 8 (1,0 pL) de foliculo = 8,1 mm maturados e 9 controle negativo (sem DNA).

3.5 Clonagem dos produtos da PCR, sequ enciamento e analises das

sequéncias

Os produtos purificados foram quantificados em espectrofotometro ND-1000®
(NanoDrop) e os fragmentos referentes a cada grupo foram inseridos no vetor
pGEM®-T Easy (Promega) de acordo com as instrugcbes do fabricante. A
transformacao foi realizada em células XL-1 Blue por choque térmico e o produto foi
semeado em placas de petri 90 x 15 mm contendo meio LB Agar com ampicilina a
60 pg/mL, 40uL de X-Gal a 20 mg/mL e 4pL IPTG a 200 mg/mL. As placas foram
fechadas, invertidas, vedadas com parafilme e incubadas em estufa a 37°C por 16 h.
Logo apds, as placas foram acondicionadas a 4°C por 2 horas. Somente as colonias
brancas foram selecionadas para serem cultivadas em meio LB com 100 pg/mL de
ampicilina. Para isso, utilizou-se palito de madeira autoclavado, onde em uma das
pontas retirou-se a colonia, e foi inserido em tubo de 15 mL contendo 3 mL de meio

liquido de cultivo com antibiotico, para crescimento “overnight”.
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Os conteudos dos tubos que apresentaram turbidez, foram aliquotados em 2
tubos de 1,5 mL. O vetor foi extraido seguindo o protocolo de mini preparacédo de
plasmideo (SAMBROOK, et al., 1989). Uma aliquota de 5 pL foi utilizada para
realizar a digestdo enzimatica com a endonuclease ECO RI (Invitrogen) incubando a
37°C para confirmagéo do fragmento inserido. Para isso, realizou-se eletroforese de
gel de agarose a 1%, corados com brometo de etidio a 10 mg/mL e a

fotodocumentacdo do mesmo (Figura 8).

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 1% para confirmacdo do fragmento inserido correspondente ao
“amplicon” da DMR do ultimo éxon do gene IGF2 possuindo 332 pb. Cada linha corresponde a uma amostra de
DNA plasmidial, sendo a primeira o0 marcador de 1kb (Promega) e o Ultimo ao controle negativo.

As amostras que confirmaram o sucesso da clonagem foram submetidas a
eletroforese e purificadas utilizando o kit GenClean® Il (MP Biomedicals, LLC),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Uma nova quantificacao foi realizada
utilizando o mesmo espectrofotdmetro e uma eletroforese em gel de agarose corado
com brometo de etidio foi realizada para confirmar a quantificacdo e qualidade do
material purificado. As amostras de DNA da minipreparacdo foram encaminhadas
para a plataforma de sequenciamento, e as sequéncias foram obtidas utilizando-se a
metodologia de dideoxi com 0s “primers” universais SP6 e T7. Somente sequéncias
derivadas de clones com converséo de citosinas ndo CpG = 95% foram analisadas.
Os padrbes de metilacdo foram usados para discriminar clones originados de
diferentes “templates” de DNA. Das amostras dos ovdcitos, foram avaliadas 9
sequéncias do grupo dos ovdcitos de foliculos de 1 — 3 mm imaturos, 10 do grupo de
1 — 3 mm maturados, 5 de = 8,1 mm imaturos e 6 de = 8,1 mm maturados. Ja para

as células do cumulus, foram avaliadas 9 sequéncias de cada grupo provenientes de
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foliculos de 1 — 3 mm imaturos e maturados, 11 do grupo de = 8,1 mm imaturos e 10
de = 8,1 mm maturados.

As sequUéncia foram analisadas utilizando os programas CHROMAS e
DNAMAN 4.0 sendo comparadas com seqiiéncias depositadas no “GenBank”, para

0 gene IGF2 como observado nas Figuras 9 A e B.

A.
M D M
B.
M D M
GenBank [EmCRIC o8 G(8 TG LTC Glelele

G TGATC R
SP6 &

Figura 9: Andlise de um cromatograma utilizando o programa CHROMAS (A). A letra M indica um
dinucleotideo CG metilado e a letra D um demetilado e transformado pelo bissulfito.. (B) Analise de
alinhamento de seqiiéncias (“GenBank” e seqiiéncias geradas com os “primers” T7 e SP6) utilizando
o programa DNAMAN 4.0, mostrando as CGs metiladas (M) (a citosina permaneceu inalterada) e
demetilada (D) (a citosina se transformou em uracila e apés a PCR em timina).

3.6 Andlises estatisticas

Os dados relativos ao numero de foliculos dissecados, Complexo Cumulus
Ovdcitos obtidos e maturacdo foram comparados pelo teste do Qui-quadrado. Os
padroes de metilagcdo entre os tratamentos experimentais, nas 27 ilhas CpG, foram
comparados utilizando tanto a porcentagem de CGs metiladas sobre seu total

quanto a quantidade de clones hipermetilados (=50% de sitios CpG metilados na
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sequéncia; IMAMURA et al., 2005) sobre o total de clones. Para isso, utilizou-se o
teste t de Student ou o teste de Mann-Whitney quando os dados apresentaram
distribuicdo normal ou n&o, respectivamente. Todos os dados foram avaliados

utilizando o programa Prophet, verséo 5.0 (BBN Systems and Technologies, 1996).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs a dissecacdo dos foliculos, estes foram mensurados e os COC
rastreados de graus 1 e 2 foram selecionados e classificados como viaveis. O

resultado obtido pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3: Diametro e nimero de foliculos dissecados com seus respectivos complexo cumulus-ovécito de graus |
e Il (viaveis).

DIAMETRO DOS N° DISSECADOS  COC VIAVEIS (%) P
FOLICULOS
1-3mm 2.249 493 (22%)? /0,05
>8,1 mm 1.118 453 (40,5%)"
TOTAL 3.367 946 (28%)

Nossos resultados mostram que foliculos = 8,1 mm apresentam uma maior
porcentagem de COC viaveis (40,5%) do que os de 1 — 3 mm (22%). Resultados
semelhantes foram obtidos por Ramos e colaboradores (2006) que observaram que
os foliculos grandes e médios apresentavam uma maior quantidade de COCs de
grau | do que os de foliculos menores.

A baixa relag@o entre numero de foliculos dissecados e COCs de graus | e |l
no grupo de 1 — 3 mm (22%) pode ter sido causada por uma alta incidéncia de
foliculos em estadio de atresia nessa categoria. Segundo Castilhos e colaboradores
(2007) apds ocorrer a selecéo do foliculo dominante os demais que foram recrutados
no inicio da onda entram no estadio de atresia e que quando a aspiracao folicular é
realizada, independente da fase do ciclo estral, mais de 85% dos foliculos ovarianos
séo atrésicos.

Vérios estudos tém demonstrado que a capacidade de desenvolvimento in
vitro de ovdcitos bovinos, pode ser afetada pelo tamanho e qualidade dos foliculos
dos quais séo obtidos (LONERGAN et al., 1994; SIRARD & BLODIN, 1996).

Nossos resultados mostram que o0s ovocitos dos foliculos = 8,1 mm
responderam melhor ao processo de maturacao in vitro (60,6%), com liberagédo do

primeiro corpusculo polar, do que os de 1 - 3 mm (52,5%) conforme Tabela 4.
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Tabela 4: Diametro dos foliculos dissecados, niimeros de complexo cumulus-ovécito imaturos e com maturagéo
nuclear.

DIAMETRO DOS N° DE COC MATURACAO P
FOLICULOS IMATUROS NUCLEAR (%)
1-3mm 219 115 (52,5%)2 /0,01
>8,1 mm 188 114 (60,6%)"
TOTAL 407 229 (56%)

Vérios estudos também observaram que ovocitos derivados de foliculos
grandes sdo mais competentes do que os de foliculos pequenos na maturacdo in
vitro (PAVLOK et al., 1992; LONERGAN et al., 1994; BLONDIN & SIRARD,1995;
YANG et al., 1998; HAGEMANN et al., 1999; MERMILLOD et al., 1999; MARCHAL
et al., 2002; MACHATKOVA et al., 2004; KAUFFOLD et al., 2005; LEQUARRE et
al., 2005; FENG et al., 2007; RACEDO et al., 2008).

Yang e colaboradores (1998) acreditam que o baixo desenvolvimento dos
ovocitos de foliculos pequenos, pode ter sido causado por algum fator intrinseco do
ovocito, como incompeténcia nuclear e citoplasmaética.

A competéncia para maturar é adquirida progressivamente durante o
crescimento folicular, e o fato dos ovocitos chegarem ao estadio de MII in vitro néo
necessariamente significa que eles sejam competentes para suportar uma
fecundacdo normal e posteriormente desenvolvimento embrionario (CROZET et al.,
1995). Isso demonstra que ovacitos oriundos de foliculos pequenos sao capazes de
sustentar uma maturacdo nuclear, mas podem ndo ser capazes de completar a
maturacdo citoplasmatica e se tornarem embrido (DODE et al., 2000). A completa
competéncia para maturar parece ser adquirida somente quando os foliculos
atingem em torno de 3 mm (FAIR et al., 1995; CAIXETA et al., 2009). Como visto
que ovocitos coletados de foliculos de 1-2 mm nédo tem capacidade de se
desenvolver in vitro (PAVLOK et al., 1992), ao passo que os coletados de foliculos
de 6 mm ou mais tém maior potencial de desenvolvimento (LONERGAN et al.,
1994).

Fair e colaboradores (1995) mostraram que ovécitos de foliculos pequenos (<
2mm) tém um didmetro menor e uma menor capacidade de realizar o rompimento da
vesicula germinativa e de chegar a metéfase Il. E os ovdcitos de foliculos maiores (=
6mm) (SIRARD & BLODIN, 1996), tém capacidade de sofrer maturagcéo nuclear e

citoplasmatica e de se desenvolver até o estadio de blastocisto.
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Caixeta e colaboradores (2009) mostraram que ovocitos de foliculos
pequenos (1 — 3mm) apresentaram menor diametro e que ndo houve alteragcdo no
tamanho do ovocito a partir do momento em que os foliculos atingiram 3 mm. Além
disso, ovdcitos oriundos destes foliculos pequenos apresentaram uma menor taxa
de clivagem, possivelmente por nao ter completado o seu crescimento total.

Conforme Fukui & Sakuma (1980), cerca de 54% dos ovécitos de foliculos < 5
mm de diametro alcancaram o estadio de metafase Il, poréem néao houve diferenca
significativa da maturacdo de ovocitos coletados de foliculos de tamanho maior.
Vérios autores também ndo observaram diferencas na taxa de maturacdo de
ovocitos de diferentes tamanhos (CAROLAN et al., 1996; DODE et al., 2000;
SENEDA et al., 2001).

Neste estudo, utilizou-se ovocitos de foliculos de 1 — 3 mm e = 8,1 mm, ou
seja, menos e mais competentes para a maturacao in vitro, respectivamente. Como
o padrédo “imprinting” é estabelecido durante a ovogénese e a foliculogénese, eles
podem diferir entre esses dois grupos. Foi escolhida uma DMR presente no ultimo
exon do gene IGF2 bovino, para analise do padrdao de metilacdo. Essa DMR,
conforme varios autores € altamente metilada em espermatozoides e pouco metilada
em ovocitos de camundongos (OSWALD et al. 2000; LOPES et al., 2003; GEBERT
et al., 2006; SHIM et al. 2008).

Os resultados dos sequenciamentos e analises do padrdo de metilacdo da
DMR estao representados na Figura 10. Dentro de cada grupo dos ovdcitos, ao menos 4
correspondem a alelos diferentes, baseando-se no padréao diferente de metilagéo entre cada
clone. Os ovdcitos imaturos oriundos de foliculos de 1 — 3 mm apresentaram-se
menos metilados (33,33%z+ 34,79%) (Fig.10 A) quando comparados com 0s imaturos
de = 8,1 mm (83,69% = 8,52%) (Fig. 10 B).

A maior porcentagem de metilacdo observada nos ovécitos imaturos de
foliculos = 8,1 mm comparados com de 1 — 3 mm com diferencas significativas
(Figuras 10 A e B) pode ser devida ao processo de remetilacdo que comeca nas
células germinativas primordiais, tornando-se estavel antes que ocorra a
fecundacdo. Portanto, especula-se que os ovocitos de foliculos maiores imaturos,
que ja pararam de crescer, teriam recebido mais metilacdo que os ovdécitos imaturos

de foliculos de 1 — 3 mm que ainda sdo menores, mesmo em regides que se
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esperam demetiladas no gameta feminino apto a fecundagéo, como € o caso desta
DMR (GEBERT et al., 2006). Talvez haja uma metilacdo geral antes, para depois
demetilar as DMR com padrdo ndo metiladas em fémeas antes mesmo da
fecundacdo. Esta hipétese esta de acordo com Imamura e colaboradores (2005) que
mostraram haver uma atividade demetilante antes da fecundacdo. Hendriksen e
colaboradores (2000) e Caixeta e colaboradores (2009) relataram que ovdcitos
derivados de foliculos grandes apresentam uma maior porcentagem de blastocistos
que dos de foliculos pequenos e que ovocitos de foliculos de 6 a 8 mm sdo mais
competentes que os de 3 a 6 mm. Sendo assim, o padrdo mais metilado dos
ovacitos de foliculos = 8,1 mm imaturos talvez seja o0 mais adequado para iniciar,

prosseguir e completar a maturacao.

A. B.
Ovacitos imaturos de folicul osde 1 - 3 mm Ovacitos imaturos de foliculos 28,1 mm
33,33% * 34,79% 83,69% + 8,52%

Ovoéc itos maturados de foliculosde1 -3 mm Ovécitos maturados de foliculos 28,1 mm
49,62% + 34,00% 18,51% + 36,36%

Figura 10: Padrao de metilacdo da DMR do Ultimo éxon do gene IGF2 em ovécitos de foliculos imaturos e
maturados de 1 - 3 e =2 8,1 mm (média + desvio padrédo). Cada linha horizontal representa um clone e cada
circulo representa um dinucleotideo CpG (total de 27 CpGs). Os circulos pretos e brancos indicam metilado e
ndo metilado respectivamente. (A e B 2=0, 00699; A e C ~=0,211; C e D P£=0,042; B e D ~=0,0519).

Apés o processo de maturacdo, os ovocitos de foliculos de 1 — 3 mm
mantiveram o mesmo padrdo de metilacdo que apresentavam antes da maturacao,
33,33%z= 34,79% e 49,62%+34,00% (Figuras 10 A e C). Os ovacitos de foliculos =
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8,1 mm apresentaram porcentagens de metilagdo diferentes apds a maturacao,
83,69%= 8,52% e 18,51%+36,36% (Figuras 10 B e D). Quando se avaliou apenas o0s
maturados, os ovocitos de foliculos de 1 — 3 mm maturados apresentaram um
padrdo de metilagdo mais alto que os de foliculos = 8,1 mm, 49,62%+34,00% e
18,51%+36,36%, respectivamente (Figuras 10 C e D). Considerando que 0s ovOcitos
de foliculos = 8,1 mm s&o mais competentes, baseando-se nas taxas de maturacao
nuclear mostrados neste estudo e em varios outros trabalhos da literatura, esse
padrao de metilacdo baixo da DMR do ultimo éxon (18,51%+36,36%), deve ser o
mais adequado para 0s ovocitos com maturagdo nuclear completa e esse deve ser o
padrao feminino dessa DMR. Isto esta de acordo Murrell e colaboradores (2001) que
afrmam que, metilada, esta regido desempenha uma funcdo de iniciacdo da
transcricdo do IGF2, e essa metilagcdo promove altos niveis de sua expressao e este
gene é transcricionalmente ativo no alelo masculino.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que ha um processo de
remetilacdo nesta regiao “imprinting” no final da ovogénese e antes da maturacéo. E
que essa metilacdo é perdida ou diminuida durante o processo de maturagdo in
vitro, em ovOcitos que ja atingiram seu crescimento, para regides com um padrao
esperado demetilado ou hipometilado em ovécitos. Portanto, o padrao “imprinted” é
totalmente estabelecido durante a maturagéo do ovdcito.

Além disso, ElI Maarri e colaboradores (2001) observaram que as marcas
“imprinted” também podem ser estabelecidas durante e apds a fecundacédo, e em
concordancia Park e colaboradores (2009) encontraram alteragbes no padréo
“imprinted” durante o desenvolvimento embrionério inicial em suinos.

Imamura e colaboradores (2005), estudando padrdes de metilacdo em genes
“imprinted”, avaliaram estes padrdoes considerando sequéncias hipermetiladas ou
hipometilada, sendo definidas com = 50% e < 50% de sitios CpGs metilados,
respectivamente. Sendo assim, ao analisar a porcentagem de clones hipermetilados
encontramos 33,33% e 100% para ovocitos imaturos de 1 — 3 mm e = 8,1 mm,
respectivamente; e de 60% e 16,66% para ovocitos maturados de 1 —3 mm e = 8,1
mm, respectivamente. Este tipo de abordagem refor¢ca os resultados ja descritos
com a porcentagem de metilacdo geral mostrada na Figura 10, onde ovdcitos de

foliculos de 1 — 3 mm imaturos apresentaram menor padréo de metilacdo que os de
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= 8,1 mm imaturos, e que os ovocitos de foliculos = 8,1 mm maturados apresentam a

menor taxa de metilacao.

A.

Ovdcitos de foliculosde 1 —3 mm

41,90% + 34,43%

Ovacitos de foliculos 28,1 mm

48,14% + 43,00%

Figura 11: Padrdo de metilagdo da DMR do Gltimo éxon do gene IGF2 em ovécitos 1 — 3 mm (imaturos e
maturados) (A) e = 8,1 mm (imaturos e maturados) (B) (média + desvio padrédo). Cada linha horizontal representa
um clone e cada circulo representa um dinucleotideo CpG (total de 27 CpGs). Os circulos pretos e brancos
indicam metilado e ndo metilado respectivamente. (~=0, 672)

Observando a Figura 11, ao reunir em apenas dois grupos, imaturos e

maturados separados somente pelo tamanho do foliculo, ndo foi encontrada uma

diferenca significativa entre eles. Os ovocitos de foliculos de 1 — 3 mm apresentaram
41,90%= 34,43% de metilagdo comparados com 48,14%=+ 43,00% dos = 8,1 mm.

Este resultado, mostrando que ndo ha diferencas entre ovoécitos de foliculos de

diferentes tamanhos, pode ser devido a grande influéncia do processo de maturacao

sobre o padréo de metilacdo desses ovocitos, como mostrado na Figura 10.
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Ovécitos imaturos ' Ovécitos maturados
51,31% + 37,34% 37,95% + 37,10%

—-000000000000000000000000000-

Figura 12: Padrao de metilagdo da DMR do ultimo éxon do gene IGF2 em ovécitos imaturos (de foliculos de 1 — 3
mm e = 8,1 mm) (A) e maturados (de foliculos de 1 — 3 mm e = 8,1 mm) (B) (média + desvio padrédo). Cada linha
horizontal representa um clone e cada circulo representa um dinucleotideo CpG (total de 27 CpGs). Os circulos
pretos e brancos indicam metilado e ndo metilado respectivamente (P=0,4). A seta indica a 13* CpG demetilada.

Quando os ovdacitos foram agrupados em imaturos e maturados,
independentemente do tamanho do foliculo proveniente, ndo apresentaram
diferencas significativas (Figuras 12 A e B). Apesar de que no grupo de ovécitos
imaturos, os incompetentes para maturar estao presentes. Da mesma forma que o
efeito da maturacdo sobre o padréo de metilagdo possa ter contribuido para ndo se
observar diferencas entre ovocitos de foliculos de diferentes tamanhos, aqui o efeito
de tamanho de foliculo, mostrado também na Figura 10, pode ter contribuido para
nao se observar diferencas entre imaturos e maturados.

Baseado no padrao do “imprinting” genémico, espera-se que essa DMR tenha
um padrédo demetilado no gameta feminino e metilado no masculino. De acordo com
nossos resultados e outros da literatura, observamos que nem todos os alelos
estudados estdo demetilados no gameta feminino. Neste trabalho foi encontrado
37,95% de metilacdo em ovocitos maturados, sendo que Gebert e colaboradores
(2006) encontraram 16% e Park e colaboradores (2009) em suinos, 10,1%. Quando
se avalia a porcentagem de sequéncias hipermetiladas neste grupo de ovdcitos
maturados, encontramos 43,75% (7/16) enquanto que Gebert e colaboradores
(2006) encontraram 22,22% (4/18), em bovinos. Portanto, especulamos que mesmo
para um padrdo “imprinted” esperado demetilado, ha sequéncias hipermetiladas. A

maior porcentagem de metilacdo encontrada neste trabalho, em relagdo ao estudo
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de Gebert e colaboradores (2006), pode ser devido a origem dos ovocitos, que séo
Bos taurus indicus neste experimento, ao sistema de maturacdo diferente e/ou a
classificacdo por tamanho de foliculos. Gebert e colaboradores (2006) ndo citam o
tamanho dos foliculos aspirados e, neste experimento se for considerar apenas 0s
ovocitos maturados de foliculos = 8,1 mm a porcentagem de metilacdo é de 18,51%,
muito préximo dos 16% encontrado por eles.

Um fato interessante observado nos resultados em todos os tratamentos dos
ovacitos foi a resisténcia da 13% CpG a metilagdo, como observado na Figura 12 (B).
Talvez possa existir algum fator intrinseco que a impeca de ser metilada. Kovacheva
e colaboradores (2007), em um estudo com o gene IGF2 em tecidos adultos,
observaram que no figado a 19* CpG apresentava pouco metilada (4 — 8%), e que a
8% e a 15% CpG apresentavam hipermetiladas, mostrando que pode haver diferencgas
entre os padroes de metilagdo entre CpGs. Especula-se que essas diferencas em
CpGs especificas para aceitarem ou ndo metilagdo possam ter algum significado

bioldgico relevante, o que néao foi avaliado neste estudo.

A. B.

CC imaturas de foliculosde 1 —3 mm CC imaturas de foliculos 28,1 mm
78,18 + 14,63% 82,15 +10,18%

CC maturada de foliculosde 1 -3 mm CC maturada de foliculos 28,1 mm
86,00% *+ 6,07% 79,25 +11,99%

Figura 13: Padrdo de metilagdo da DMR do ultimo éxon do gene IGF2 em CCs de foliculos imaturos e maturados
de 1 - 3 e 28,1 mm (média + desvio padrdao). Cada linha horizontal representa um clone e cada circulo
representa um dinucleotideo CpG (total de 27 CpGs). Os circulos pretos e brancos indicam metilado e nao
metilado respectivamente. (A e B ~=0, 4848; Ae C ~=0,167; C e D ~£=0,1472; B e D ~=0,5567)
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Analisando as CC, que sdo células somaticas (2n) apresentando um alelo
materno e outro paterno, diferentemente dos ovdcitos, podemos observar que nao
houve diferencas significativas entre elas (Figura 13). Estas células ndo devem
sofrer reprogramacdo “imprinting” e seu padrdo epigenético resiste as condi¢cdes
adversas da maturacao in vitro. Ao contrario dos resultados vistos nos ovocitos, 0s
quais apresentaram variacdes nos padrbes de metilagcdo entre os grupos. Segundo
Reik e colaboradores (2001), os padrbes de metilacdo em células somaticas sao
geralmente estaveis e herdaveis, ao contrario das células da linha germinativa que
sofrem reprogramacdo. Isto estq de acordo com nossos resultados, que mostraram
variacdes no padrdo de metilagdo em ovécitos, mas ndo nas CC. Um fato que deve
ser considerado € que 0 que se espera em um padrao “imprinted” em células
somaticas € um alelo metilado e o outro ndo. Baseado nessa afirmacéo
encontramos um padrdo hipermetilado nas CC.

Apesar do fato de que varios anos foram dedicados a aperfeicoar o processo
de maturacdo do ovdcito in vitro, o desenvolvimento da competéncia total ainda esta
longe dos parametros normais de um animal in vivo. As anomalias do
desenvolvimento sao freqlientemente registradas, e as provaveis causas podem ser
alteracdes epigenéticas (NIEMANN & WRENZYCKI, 2000; NIEMANN et al. 2002).
Segundo Lucifero e colaboradores (2004) as marcas “imprinting” dos ovocitos
podem ser vulneraveis as técnicas de reproducdo assistida como maturacao in vitro
e hiperestimulacéo ovariana.

O processo de maturacdo in vitro pode provocar perda das marcas
“imprinting”, resultando na falha do desenvolvimento do embrido (NIEMANN &
WRENZYCKI, 2000; YOUNG et al., 2001).

Em humanos, genes “imprinted” como o H19, IGF2 e também reguladores
epigenéticos como DNMT1 e DNMT3 tem sido vistos expressos inadequadamente
em produtos da reproducao assistida (PICTON et al., 2008).

Segundo Kovacheva e colaboradores (2007), o longo periodo para o
restabelecimento dos padrbes “imprinting” na linha germinativa, pode tornar a

reprogramacdo da DMR do ultimo éxon do gene IGF2 sensivel ao ambiente externo.
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5. CONCLUSAO

O padrdo mais metilado da DMR do ultimo éxon do gene IGF2 nos ovécitos
imaturos de foliculos = 8,1 mm pode estar relacionado a maior competéncia, visto
que eles responderam melhor ao processo de maturacdo nuclear. E os ovocitos de
foliculos de 1 — 3 mm podem ainda ndo apresentarem os padrées “imprinting”
adequados para suportar uma maturacdo, sendo menos competentes. Conclui-se
que a DMR do ultimo éxon do gene IGF2 podera ser usada como um marcador
molecular para o “status” da reprogramacédo epigenética em ovdcitos, auxiliando a

PIVE no desenvolvimento e modificagdes de novos protocolos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos para a caracterizacdo dos padrbes epigenéticos deverdo ser
realizados em ovocitos bovinos de foliculos pré-antrais e antrais para o
estabelecimento do perfil “imprinted” completo na ovogénese. Assim como estudos
para avaliar a influéncia de fatores ambientais e nutricionais no perfil epigenético de

ovacitos utilizados na producao in vitro.
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