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Resumo: Neste estudo foi investigada a expressdo das duas iso-
formas do enzima ciclo-oxigenase, ciclo-oxigenase-1 (COX-1) e
ciclo-oxigenase-2 (COX-2), em embrides bovinos produzidos in
vitro. Os 00citos, aspirados de ovarios provenientes do matadou-
ro, foram maturados e fertilizados in vitro e os presumiveis zi-
gotos cultivados em monocamadas de células da granulosa com
TCM199+10% de soro de vaca superovulada em cio durante 12
dias. Procedeu-se a extracgdo ¢ RT-PCR (Reverse transcripta-
se-Polymerase chain reaction ou Transcritase reversa-Reacgio
em cadeia da polimerase) do RNA de embrides nos estadios de
blastocisto expandido (n=30) e eclodido (n=16). Utilizaram-se
iniciadores especificos para 0 COX-1 e COX-2, assim como para
a B-actina bovina, que constituiu o controlo positivo. O produ-
to amplificado foi avaliado num Agilent Bioanalyzer. A taxa de
embrides produzidos foi de 33,7 + 4,0 % e a taxa de embrides
eclodidos de 59,6 + 6,8%. Estes embrides no estadio de blastoci-
to eclodido expressavam a COX-2, mas nio a COX-1, enquan-
to que no estadio de blastdcito expandido ndo foi identificada a
expressdo de nenhuma das enzimas. A B-actina foi expressa em
ambos os estadios. Os presentes resultados demonstram que os
embrides bovinos produzidos in vitro expressam a COX-2 apon-
tando para a importancia da via metabolica do acido araquidoni-
co no desenvolvimento embrionario preimplantatorio.
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Summary: Expression of the two isoforms of cyclooxygena-
se enzyme, cyclooxygenase-1 (COX-1) and cyclooxygenase-2
(COX-2), by in vitro produced bovine embryos was examined.
Cumulus-oocyte complexes were recovered from ovaries of
slaughtered animals and subsequently in vitro matured and in
vitro fertilized. Presumptive zygotes were cultured in serum con-
taining medium (TCM 199+10% bovine superovulated oestrus
serum) on a granulosa cell monolayer for 12 days. RNA from
expanded (n=30) and hatched (n=16) blastocysts were extracted
and transcribed by reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR). Specific primers either for COX-1 and COX-2 or
for positive control bovine B-actin were used. Amplified product
was evaluated on an Agilent Bioanalyzer. Embryo production
and hatched rates were 33.7+4.0% and 59.6+6.8%, respective-
ly. COX-2 but not COX-1 was expressed in hatched embryos.

*Correspondéncia: email: rosalnp@hotmail.com Fax: 351 243
767 307, Telefone: 351 243 767 316.

None of the enzyme isoforms were expressed at the expanded
blastocyst stage, while bovine B-actin was expressed at both
stages of embryo development. The results presented indicate
that COX-2 is expressed by in vitro produced bovine embryos,
emphasizing the importance of the arachidonic acid metabolic
pathway on the development of preimplantation embryos.
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Introducio

As prostaglandinas (PG) tém sido implicadas em va-
rios processos do desenvolvimento embrionario preco-
ce, nomeadamente na expansao e eclosdo dos blastoci-
tos (Biggers et al., 1978; Lewis, 1986 ¢ 1989). A ciclo-
oxigenase (COX) ¢ o enzima responsavel pela meta-
bolizagdo do acido araquidonico em PGH2, precursor
de todas as PG. A COX foi identificada nos embrides
bovinos logo a partir do estadio de 2 células apresen-
tando, no entanto, uma expressao transitoria associada
as primeiras clivagens e decrescendo no estadio de mo-
rula (Gurevich et al., 1994). Um segundo pico de ex-
pressdo da COX podera existir nos embrides bovinos
uma vez que foi detectada uma produgao crescente de
PG a partir da eclosdo da zona peltcida até & implanta-
¢do (Shemesh et al., 1979; Lewis et al., 1982).

A COX apresenta duas isoformas, a COX-1 e a COX-
2, com constitui¢des e funcdes diferentes. A COX-1 é
expressa constitutivamente ¢ a sua expressdo parece
ser relativamente independente dos estimulos. Ja a
COX-2, identificada mais recentemente, pode ser in-
duzida por varios factores como as citoquinas, factores
de crescimento ou outros (Kniss, 1999). A importancia
relativa da expressdo e fung@o das duas isoformas da
COX no desenvolvimento embrionario precoce é pou-
co conhecida. Charpigny et al. (1997) demonstraram
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que a COX-2 ¢ altamente expressa em embrides ovinos
do dia 8 ao 17 de desenvolvimento, enquanto a COX-
1 ¢ indetectavel durante o mesmo periodo, sugerindo
uma fungéo para a COX -2 na eclosdo e posterior im-
plantag@o dos embrides.

O objectivo deste estudo foi identificar a expressdo
das duas isoformas da COX, COX-1 ¢ COX-2, em em-
brides bovinos produzidos in vitro.

Material e Métodos
Producao in vitro de embrides

A produgdo in vitro de embrides foi realizada a
partir de odcitos aspirados de ovarios bovinos pro-
venientes de um matadouro proximo, segundo téc-
nica descrita por Pereira (2001). Resumidamente, os
complexos cumulus-odcitos aspirados, apos selecgdo,
foram colocados para maturagdo em meio de cultura
(TCM199 - GibCo, ref. 22340-020 + 10% de soro de
vaca superovulada em cio (SOCS) + 100 UI mL-'de
penicilina e 100 pg mL"! de estreptomicina - Sigma,
ref. P-0781) em estufa incubadora a 39° C, com 5%
de CO, e saturada de humidade durante 22 a 24 horas.
Apos este periodo, os odcitos maturados foram inse-
minados (D0O=dia da inseminag@o) com sémen bovino
descongelado e submetido a um processo de “swim-
up” em meio Talp (meio modificado de Tyrode) com
cafeina (2.4 mM, Sigma, ref. C-0750). A fertilizagdo
foi realizada em gotas de 40 pL de meio de fertilizagdo
constituido por meio TALP suplementado com 30 g
mL"! de heparina (Sigma, ref. H-3393), 10 mM peni-
cilamina (Sigma, ref. P-4875), 20 mM de hipotaurina
(Sigma, ref. H-1384) ¢ 0,25 mM de epinefrina (Sigma,
ref. E-1635) submersas em 6leo mineral (Sigma, ref.
M-8410). Os ob6citos (10 por gota) e espermatozodides
(1x10% mL™!) permaneceram 22 horas neste meio, apos
o que foram transferidos para monocamadas de células
da granulosa. Os embrides prosseguiram o seu desen-
volvimento in vitro até ao estadio de blastocito (BL)
eclodido (dia 9 e 10 de cultura). Nos dias 7 e 8, foram
retirados da cultura embrides no estadio de blastocito
expandido e, nos dias 9 e 10, no estadio de blastocito
eclodido que foram lavados trés vezes numa solugéo
de PBS suplementada com 0,1% de alcool polivinilico
(PVA; Sigma ref. P-8136). Apos a lavagem, procedeu-
se a congelacdo dos embrides neste meio em palhinhas
de 0,25 ml em azoto liquido. Apenas foram congelados
para o PCR embrides de boa qualidade e proveniente
de sessdes de produgdo in vitro com taxas de pelo me-
nos 57% de clivagem e 20% de embrides.

Extrac¢ao do RNA e RT-PCR

Os embrides nos estadios de blastocistos expandidos
(n=30) e eclodidos (n=16) foram descongelados, pro-
cedendo-se a extrac¢do do RNA total, segundo o pro-

tocolo estabelecido no Mini RNA Isolation Kit (Zymo
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Research, ref. R1006). Ao RNA eluido foi adicionada 1
U de um inibidor de RNases (Ambion RNase Inhibitor,
ref. 2682) e, posteriormente, avaliada a sua concentra-
¢do com auxilio de um espectrofotometro (Nanodrop,
ND-1000), assim como a integridade das suas unidades
ribossomais 18 S e 28 S usando o RNA 6000 Nano
Assay do Agilent 2100 Bioanalyzer. Para a remogéo do
DNA genomico utilizaram-se 2 U de DNase I (Ambion,
ref. 2226G Ambion) seguindo as normas do fabricante
(para incubagdo e inactivagdo do enzima). A precipita-
¢do do RNA total foi posteriormente realizada com 25
ul de NH40OAc a 7.5 M (Sigma, ref. A-2706), 125 ul
de etanol (Merck ref. 1.00983.100) ¢ 0.5 pl de glico-
génio (5 mg/ml, Ambion ref. 9510) a -20°C durante 2
horas. Apos centrifugagdo e lavagem, o pellet obtido
foi dissolvido em agua tratada com dietilpirocarbonato
(DEPC; Ambion ref. 9915G) e avaliada a concentragéo
do RNA total precipitado obtido em cada estadio do
desenvolvimento embrionario (Nanodrop ND-1000).

A produgdo da 1* cadeia de DNA complementar
(cDNA) foi realizada partindo de 8 ul de RNA total
extraido e com recurso & enzima Superscript I (Su-
perscript first strand synthesis for RT PCR, Invitrogen,
ref. 11904-018) e a hexameros aleatorios fornecidos no
Kit.

A expressdo dos genes da COX-1 e da COX-2 foi
determinada, respectivamente, pela amplificagdo por
PCR de uma regido do cDNA da COX-1, com 777 pb
(Genebank, AF004943) e da COX-2, com 449 pb (Ge-
nebank, AF004944). Para tal utilizaram-se iniciadores
especificos: COX-1, sense com a sequéncia 5’-CAT
GGC GAT GCG GTT GC-3’ ¢ 0 antisense com a sequ-
éncia 5’-TCC AAC CTT ATC CCC AGC C-3’; COX-2
sense com a sequéncia 5’-TCT TTG ACT GTG GGA
GGA TAC A-3’ e o antisense com a sequéncia 5’-TCC
AGA TCA CAT TTG ATT GAC A-3’, partindo de um
volume de 2 ul de cDNA (em cadeia simples) e seguin-
do as restantes condigdes descritas por Anselin et al.
(1997) para a reac¢do de PCR. As mesmas condigdes
foram também usadas para a amplificacdo da sequéncia
da B-actina bovina que constituiu o controlo positivo.
Os iniciadores utilizados foram todos adquiridos a Bio-
Portugal, sendo a sequéncia dos da B-actina 5’-CAA
CTG GGA CGA CAT GGA GAA GAT CTG GCA-
3’ para o sense, € 5’-GAG GAT CTT CAT GAG GTA
GTC TGT CAG GTC-3’ para o antisense. Os produtos
amplificados (1 uL de cada) foram avaliados num Agi-
lent 2100 Bioanalyzer usando o DNA 7500 Assay.

Resultados

As taxas da produgdo de embrides obtidos nas 6 ses-
sOes realizadas estdo representadas na tabela 1.

O método descrito permitiu extrair 85,6 ng/ul de
RNA total dos BL expandidos ¢ 23,4 ng/ul de RNA to-
tal dos BL eclodidos com a integridade necessaria para
prosseguir para o RT-PCR. Os produtos amplificados,
avaliados no Bioanalyzer, mostraram existir expressao
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da COX-2 (figura 1), mas ndo da COX-1 nos embrides
no estadio de BL eclodido. No estadio de BL expan-
dido ndo houve expressdo da COX-1 nem da COX-2.
A B-actina foi expressa em ambos os estadios de BL
expandido e eclodido.

Tabela 1. Produgéo in vitro de embrides em co-cultura com cé-
lulas da granulosa (6 réplicas).

n Taxa (médiats.e.m.) %
Clivagem 676 744 +21
Embrides D7/D8 214 33,7+4,0
Embrides eclodidos 99 59,6 £ 6,8
I I | @
o
E.
I 1 - i} S
= L . -'i=~ B 0
. Tempo ( Tamanho  Concentracéo
Pico Area
(s) (pb) (ng/ul)
MI (marcador) 3420 43,20 50 8,3
COX-2 51,95 24,19 441 2,1
M2 (marcador) 78,75 56,18 10380 42

Figura 1. Identificagdo da expressao do mRNA para o enzima ciclo-oxi-
genase-2 (COX-2) em embrides bovinos produzidos in vitro, no estadio
de blastocito eclodido, por analise no Bioanalyzer. A avaliagao da expres-
sdo génica foi realizada por amplificagdo do cDNA do gene da COX-2
obtido do RNA total extraido dos embrides.

Discussao

Os resultados deste trabalho demonstram pela pri-
meira vez que embrides bovinos produzidos in vitro
expressam a isoforma induzida da COX, a COX-2, du-
rante a eclosdo. A isoforma constitutiva, COX-1, nio é
expressa nesta fase. A expressdo deste enzima parece
apresentar um padrio comum nos embrides dos rumi-
nantes durante a ecloso, pois Charpigny et al. (1997)
também detectaram a expressdo da COX-2 e ndo da
COX-1 em blastocitos ovinos. Embora a COX-2 apare-
ca geralmente associada aos mecanismos inflamatorios,
tem sido recentemente implicada em fungdes fisiologi-
cas como a ovulagdo ¢ a maturagdo dos oocitos (Tsai et
al., 1996, Calder et al., 2001) e, também, no transporte
de embrides e gametas nas trompas de Falopio (Huang
et al., 2002). Nao existem, no entanto, certezas sobre os
factores e mecanismos que induzem a sua expressao.

O facto de ndo ter sido detectada a expressdo da
COX-1 nem da COX-2 nos embrides no estadio de BL
expandido podera confirmar os resultados de Gurevich
et al. (1994), que referem uma expressao transitoria da
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COX associada as primeiras clivagens e decrescendo
no estadio de moérula em embrides bovinos. No entan-
to, foi possivel localizar a COX no reticulo endoplas-
méuco de embrides de rato através de imunocitocolo-
racdo intracitoplamastica nos estadios de 2 células, 4-8
células, morula e também, embora com menor intensi-
dade, no estadio de BL. Estes embrides apresentavam
RNAm para a COX1 e COX2 (Satoh et al., 1994, Van
der Weiden et al., 1996). A avaliagdo obtida pelo Bio-
analyzer da amplificagdo da sequéncia da B-actina bo-
vina (controlo positivo) no estadio de BL expandido,
ao contrario da do estadio de BL eclodido, identificou
apenas um pequeno pico, o que pode sugerir uma me-
nor amplificagdo neste estadio. A auséncia ou possibi-
lidade de menor expressdo das COXs durante o estadio
de BL expandido devera ser confirmada.

Posteriormente, a partir do estadio de BL eclodido
foi identificada a expressdo da COX-2 nos embrides
bovinos que, como referido, ¢ acompanhada por uma
producdo crescente de PG pelos embrides a partir
desta fase (Lewis et al., 1982; Shemesh et al., 1979).
A importancia das PG no mecanismo de eclosdo dos
embrides ja é conhecida desde 1978 quando Biggers
et al. verificaram que a presenca da indometacina, um
inibidor da sintese de PG, diminuia a taxa de eclosdo
em embrides de rato. O mesmo se verifica em embrides
ovinos (Sayre e Lewis, 1993) e bovinos (Pereira, 2001,
Pereira et al., 2001). As PG parecem interferir na eclo-
sdo através de mecanismos diferentes, apresentando as
PG da série E, E1 e E2, um efeito positivo, enquanto
que a PGF2a a prejudica (Sayre e Lewis, 1993, Pereira,
2001, Scenna et al., 2002).

Os conceptos ovinos ¢ bovinos produzem quantida-
des crescentes de PG da eclosdo a implantagdo que,
para além da interferéncia na eclosdo e alongamento
dos embrides, participam no reconhecimento materno
da gestacdo (Lewis et al., 1982; Shemesh et al., 1979;
Wilson et al., 1992). O facto da COX-2 ser expressa em
grande concentragdo apds a eclosdo e durante o periodo
de implantagdo sugere uma importante fun¢do das PG
sintetizadas pelo embrido na mediagdo das interac¢des
com o utero (Charpigny et al., 1997).

Os presentes resultados demonstram que os embri-
des bovinos produzidos in vitro expressam a COX-2
apontando para a importancia da via metabdlica do
acido araquidénico no desenvolvimento embrionario
preimplantatorio.
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