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1. INTRODUCCION

El desarrollo preimplantacional es un proceso dindmico caracterizado por una serie de
etapas bioldgicas que varian de una especie a otra, abarcando todo el tiempo posterior a la
fecundacion que comprende desde la primera division hasta la formacion del blastocisto,
procesos que se encuentran regulados por la expresion diferencial de genes que participan
activamente en el desarrollo embrionario, pero que dependiendo de la fase presenta variaciones
en el nimero de células y del contenido total de ARN mensajero (ARNm), por lo que la
adquisicion de conocimientos sobre estos patrones de expresion permiten comprender las
complejas vias moleculares que controlan el desarrollo temprano del embrion en mamiferos,
permitiendo una mejora de las tecnologias de reproduccion asistida (ART). Sin embargo, en
mamiferos, el estudio de la expresion génica ha sido dificil debido a las grandes cantidades de
material de inicio que requieren los procedimientos estandares de cuantificacion, problematica
que se ha ido resolviendo con la aparicion de la técnica de PCR en tiempo real que es capaz de
combinar precision, sensibilidad, especificidad y reproducibilidad en la deteccion y

cuantificacion de dicha expresion.

Por otra parte, es importante considerar que todo ensayo de PCR en tiempo real esta
expuesto a errores y variaciones experimentales, causadas principalmente por la cantidad y
calidad del material de partida, presencia de inhibidores, variabilidad bioldgica, eficiencia de la
transcripcion reversa, extraccion y procesamiento de ARN, sintesis de ADN complementario
(ADNC) y posibles errores en el disefio experimental, por lo que es necesario minimizar estas
variables para un correcto estudio de la expresion génica. Estas diferencias se pueden controlar
mediante la normalizacion de los datos de PCR en tiempo real con el uso de genes controles
enddgenos, también denominados genes de referencia, genes constitutivos o housekeeping, los
que se expresan de manera constante en las muestras a comparar, independientemente del tejido,
condicién experimental y/o tratamiento. Sin embargo, la estabilidad de los genes de referencia
puede variar segun el estado de desarrollo y condiciones experimentales, por ende, su validacion

para cada modelo experimental es indispensable para el analisis de la expresidn génica, dado que



su uso inadecuado puede conducir a la normalizacion errdnea de los datos de PCR en tiempo real
y, por tanto, una malinterpretacion del significado biolégico de los resultados obtenidos. De esta
manera, es fundamental la evaluacion previa de la estabilidad de los genes de referencia, con el

fin de identificar a aquel o aquellos més estables.

Considerando lo anteriormente expuesto, en esta tesis se propone evaluar la estabilidad
génica en diferentes etapas de la maduracién del ovocito y desarrollo embrionario bovino de diez
genes de referencia utilizados cominmente en estudios de expresion, asi como también evaluar
su estabilidad en blastocistos producidos por distintos métodos de produccion in vitro de
embriones, con el fin de validar el uso de estos genes para su posterior utilizacién en

normalizacion de datos de PCR en tiempo real.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Produccién in vitro de embriones

En las Gltimas dos décadas se han desarrollado nuevas tecnologias de reproduccion
asistida en mamiferos (ART), tales como la inseminacion artificial, la superovulacion de
hembras, la transferencia de embriones y la produccion in vitro de embriones (I\VP), siendo su
principal aplicacion la investigacion, con el fin de comprender el funcionamiento normal de la
fecundacion y embriogénesis, ademas de utilizarse como herramienta capaz de controlar
ineficiencias producidas por procedimientos complejos como la clonacion y la transgénesis
(Hoshi, 2003; Moore et al., 2007). Del mismo modo, estos métodos se emplean en programas de
mejoramiento genético y en difusion de especies/razas que se encuentran en peligro de extincion,
mediante la introgresion de alelos deseables de manera mas rapida en las poblaciones de ganado,
generando un aumento en la mejora genética en un periodo mas corto (Meuwissen, 1998). Por
otra parte, existe un especial interés comercial en la clonacidn y transgénesis por su alto potencial

en la industria farmacéutica y clinica, entre otras aplicaciones (Melo et al., 2007).

A pesar de los progresos en la produccién in vitro de embriones, la eficiencia de esta
tecnologia sigue siendo baja, en donde s6lo un 30-40% de los ovocitos fecundados llegan a la
fase de blastocisto (Wrenzycki et al., 2005), debido principalmente a condiciones subdptimas de
cultivo y ambientales, las que influyen negativamente en el desarrollo embrionario, originando
alteraciones en la calidad, competencia y crecimiento (Gardnery Lane, 2005; Moore et al.,
2007). Estos cambios modifican el nivel de transcripcion en ovocitos maduros (Rzucidlo et al.,
2001) y en embriones preimplantacionales (Natale et al., 1998; Wrenzycki et al., 1999;
Humpherys et al., 2002; Goossens, 2007), por lo que su conocimiento ayudara a comprender la
dinamica bioldgica del complejo proceso del desarrollo embrionario temprano (Khurana y
Niemann, 2000), accediendo al perfeccionamiento de las tecnologias de reproduccion asistida en

mamiferos (Steuerwald et al., 1999).



2.1.1 Métodos de produccion in vitro de embriones

2.1.1.1 Fecundacion in vitro. La fecundacién in vitro (FIV), es una técnica ampliamente
utilizada en reproduccion asistida, la cual consiste en la uniéon de un gameto femenino con uno
masculino en un medio de cultivo, con el fin de lograr la fecundacion con condiciones propicias,
simuladas en un laboratorio. Esta engloba una serie de eventos que dan lugar a dicha fusion, tales
como la penetracion del espermatozoide a la zona peldcida, la fusion de las membranas externas
de los gametos, la union de los prondcleos (singamia), la alineacion de sus respectivos
cromosomas, entre otros (Primakoff y Myles, 2002). La fecundacién in vitro en animales se logro
por primera vez en la década de 1950, pero s6lo 20 afios después tuvo éxito en humanos con el
primer nacimiento en 1978 (Steptoe y Edwards, 1978), desde entonces es considerada como una

técnica rutinaria en laboratorios de reproduccion.

La fecundacion in vitro es un gran soporte para el desarrollo de diversas técnicas
biotecnologicas que tienen un alto potencial en el area de la reproduccion animal, como la
micromanipulacion de embriones y la produccién de animales transgénicos. Ademas es una
técnica valiosa para el estudio de los mecanismos celulares y moleculares involucrados en las

interacciones gameéticas, fecundacion y desarrollo embrionario temprano (Barros y Leal, 1982).

2.1.1.2 Partenogénesis. La partenogenesis es un proceso en el cual, el ovocito se desarrolla sin
la presencia del gameto masculino. En mamiferos los ovocitos permanecen en la etapa de
metafase Il, mecanismo natural que evita la partenogénesis dentro de la hembra (Cibelli et al.,
2006) y este sélo se desbloquea cuando el espermatozoide provoca oscilaciones multiples de
liberacidn de calcio intracelular generadas al momento de la fecundacion (Yang et al., 1994). Una
variedad de productos quimicos pueden imitar los patrones de calcio intracelular y activar el
ovulo sin la participacién del espermatozoide para producir embriones partenogenéticos (Cibelli
et al., 2006).



La partenogénesis ocurre de manera espontanea en diferentes grupos tales como anfibios,
insectos y algunos reptiles, mientras que en mamiferos no se conocen casos naturales de este
sistema reproductivo, sin perjuicio de que ha sido inducido artificialmente. Sin embargo, este
proceso es incapaz de ser transferido con éxito en receptoras debido a la presencia de alteraciones
esenciales en el desarrollo embrionario, causadas principalmente por la doble dotacion de genes
de la impronta materna y la carencia de la paterna (Brevini y Gandolfi, 2008), tomando en cuenta
que ambos genomas son necesarios para el correcto crecimiento, siendo complementarias pero no
equivalentes (Smith et al., 2001). Especificamente en bovinos el maximo desarrollo alcanzado
por un partenote en el Gtero se ha informado a los 48 dias de gestacion (Fukui et al., 1992), por lo
que generalmente el criterio de evaluacién de los experimentos de partenogenésis in vitro es en
estadio de blastocisto (Cibelli et al., 2006). Estas anormalidades no solo afectan al trofoblasto
sino también las partes del embrion, como los musculos, higado y pancreas (Fundele et al.,
1990). Por otra parte, la partenogénesis es esencial para una serie de tecnologias relacionadas con
el ovocito y el embrion, tales como la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides y la
transferencia nuclear de células somaticas, considerando que su desarrollo in vitro, hasta la etapa
de blastocisto, son comparables con éstos, por lo tanto puede ser una herramienta util para
investigar condiciones de cultivo, diferentes tratamientos, la exposicion a productos quimicos y
muchas variables de rutina de laboratorio (Paffoni et al., 2008). Asi mismo, la principal
aplicacion de esta técnica esta orientada al estudio de la expresion génica en embriones como una
forma de explorar mecanismos subyacentes del desarrollo embrionario, tales como el anélisis de
genes responsables de acontecimientos esenciales, ayudando de esta manera a comprender las
alteraciones en la impronta gendmica, la diferenciacion celular y la apoptosis (Kono et al., 2004;
Ruddock et al., 2004).

2.1.1.3 Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides. La inyeccion intracitoplasmastica
de espermatozoides (ICSI) es un tipo de técnica de micro-manipulacion que implica la insercion
mecanica de un espermatozoide seleccionado, directamente en el citoplasma de un ovocito

maduro mediante una aguja microscépica.



El primer nacimiento de un animal mediante ICSI, fue un conejo y ocurri6é en Japén el
afio 1988 (Hosoi et al., 1988). Desde entonces, se ha reportado el nacimiento de diversas
especies de mamiferos mediante esta técnica (Goto et al., 1990, Ahmadi et al., 1995; Cochran et
al., 1998; Hewiston et al., 1999; Martin, 2000; Yamauchi et al., 2002) incluso en insectos
(Hatakeyama et al., 1994) y aves (Hrabia et al., 2003). Sin embargo, esta metodologia alcanz6 su
maxima importancia en el afio 1992, cuando seres humanos nacen en Bélgica gracias a esta
técnica (Palermo et al., 1992). Desde ese afio, miles de humanos han nacido en el mundo
mediante ICSI, convirtiéndose actualmente en la mejor opcion para superar casos de infertilidad
masculina severa, debido a sus mayores tasas de éxito, mientras que el uso clinico ain no se ha
concretado para animales. Adicionalmente, la introduccion de la ICSI como método de
reproduccion asistida ha permitido investigar y comprender acontecimientos tempranos de la
fecundacion, tales como la capacitacion espermatica, la reaccion del acrosoma y la formacion de
los pronacleos. Mas aln, esta técnica se puede aplicar para la produccion de animales
transgénicos en donde el espermatozoide actia como vehiculo para el transgén basandose en la
interaccion existente entre éste y el ADN (Yanagimachi, 2005; Moisyad et al., 2009), lo que ha
permitido alcanzar una alta eficiencia (46 %) en algunos animales como el raton y con un bajo

nivel de mosaicismo (Perry et al., 1999; Moreira et al., 2004).

2.1.1.4 Transferencia nuclear de células somaticas. La transferencia nuclear de celulas
somaticas o también ampliamente conocida como clonacion, es una técnica en la cual se
transfiere el nacleo (ADN) de una célula somatica a un ovocito enucleado en metafase Il para la
generacion de un individuo genéticamente idéntico al donante de las células sométicas (Campbell
et al., 2007). En esta técnica los genes inactivados durante la diferenciacion de los tejidos pueden
ser completamente re-activados por un proceso denominado reprogramacion celular, es decir, la

reversion de un nacleo diferenciado a su estado totipotente.

Los primeros experimentos utilizando esta técnica se realizaron en el afio 1952 a partir de
Ovulos de rana y células embrionarias de esta misma especie (Briggs y King, 1952), con el fin de

estudiar el desarrollo embrionario temprano de los anfibios. Gracias a este estudio se generaron



ranas clonicas con igual constitucion genética (Gurdén et al., 1975). A comienzos de los afios 80,
se iniciaron los estudios en mamiferos con células tomadas directamente de embriones
tempranos, pero recién en el afio 1995 se crearon los primeros animales vivos, Megan y Morag, a
partir de células embrionarias derivadas de cultivos celulares in vitro (Campbell et al., 1995),
abriendo la posibilidad de introducir modificaciones genéticas mucho mas precisas en animales
de granja, que mas tarde dieron origen al nacimiento de Dolly, el primer animal clonado a partir
de celulas sométicas diferenciadas extraidas directamente de un animal adulto (Wilmut et al.,
(1997). Desde entonces se ha utilizado la clonacién en diferentes especies, tales como murina
(Wakayama et al., 1998), porcina (Polejaeva et al., 2000), caprina (Keefer et al., 2001), bovina
(Forsberg et al., 2002), felina (Long et al., 2003), equina (Galli et al., 2003), canina (Lee et al.,
2005), entre muchas otras. Sin embargo, uno de los retos mas dificiles que enfrenta esta técnica
es la baja eficiencia del procedimiento y la alta incidencia de anormalidades en el desarrollo
(Garry et al., 1996; Hill et al., 1999; Kubota et al., 2000), lo que queda demostrado en el bajo
porcentaje de éxito obtenido, el que oscila entre el 0 y 4%, razon por la cual se ha propuesto que
la baja eficiencia de la clonacion se debe, en gran medida, a la reprogramacion incompleta de las

sefales epigenéticas (Bourchis et al., 2001; Dean et al., 2001; Kang et al., 2001).

En la actualidad, la transferencia nuclear de células somaticas es ampliamente utilizada en
programas de mejoramiento genético, permitiendo la generacion de multiples copias de animales
con caracteres de elite, preservando especies amenazadas o en vias de extincion (Kues y
Niemann, 2004; Loi et al., 2008, Fulka et al., 2009), asi como también en la creacion de animales
transgénicos para la produccion de proteinas farmacéuticas y/o como xenotrasplantes (Stice et al.,
1998; Robl, 1999; Polejaeva y Campbell, 2000; Kues y Niemann, 2004, Duszewska y Reklewski,
2007), convirtiéndose en un enorme potencial biomédico para la terapia génica y los alo-
transplantes (Lanza et al., 1999). Ademas de sus aplicaciones practicas, la clonacion se ha
convertido en una herramienta esencial en el estudio de la expresion génica (Capecchi, 2000), la
impronta gendmica (Solter, 1998) y la reprogramacion entre otros topicos (De Sousa et al., 1999;
Munsie et al., 2000; Surani, 2001).



2.2 Cuantificacién de acidos nucleicos

La expresién génica es un proceso biolégico mediante el cual la célula transforma la
informacién codificada en el ADN en proteinas a través de su transcripcién a ARN mensajero,
mediante el proceso de traduccion. La cuantificacion de esta expresion se ha convertido en un
elemento basico en la mayoria de los laboratorios de biologia molecular, puesto que al medir la
cantidad de ARN celular es posible determinar en qué medida un gen en particular se esta
expresando. Por otra parte, es necesario considerar que los niveles de expresion cambian
drasticamente de un gen a otro gen, de célula a célula o durante una serie de condiciones
experimentales. La validacion de los niveles de proteinas (Kim et al., 2008), la confirmacion de
la extension de la transcripcion de un gen (Pal et al., 2007), el cambio de la expresion genica
durante la diferenciacion celular o el desarrollo y los estudios comparativos de los niveles de
transcripcion de un gen en células sometidas a la accion de toxinas, drogas, hormonas, etc., son
algunos ejemplos de los posibles estudios cuantitativos que se pueden realizar con esta técnica
(Higashibata et al., 2006; Ren et al., 2007).

2.2.1 Historia de las técnicas de cuantificacion. En las Ultimas dos décadas se ha evidenciado
una importante evolucion en las técnicas de deteccion y cuantificacion de los niveles de ARNm,
considerando que la mayoria de estos métodos presentaban deficiencias, tales como el tiempo
requerido, la baja sensibilidad, el caracter semi-cuantitativo, el uso de radiactividad y/o el alto
riesgo de contaminacion cruzada, todo lo cual generaba estimaciones inadecuadas de la
expresion génica (Reisch et al., 2002). Algunos de estos métodos son el Northern blot (Parker y
Barnes, 1999), ensayos de proteccion de ARNasa (Hod, 1992; Saccomanno et al., 1992),
Hibridacion in situ (Parker y Barnes, 1999), PCR convencional, entre otros. Dichos
procedimientos se han ido complementando y reemplazando para generar una nueva era de
métodos cuantitativos, con mayor sensibilidad y confianza, como es la técnica de PCR en tiempo
real (Wittwer et al., 1997; Schmittgen y Zakrajsek, 2000; Wong y Medrano, 2005; Nagaraj et al.,
2006; VanGuilder et al., 2008), que combina la precision, especificidad, sensibilidad,
reproducibilidad, amplitud de rango dinamico, alto potencial de rendimiento y facilidad en su

manipulacién, propiedades que la convierten en el método mas sensible para la deteccion y
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cuantificacion de &cidos nucleicos (Bustin, 2000; Hugget et al., 2005). Esto es de especial
relevancia para transcritos de ARNm de escasa abundancia, tejidos con bajas concentraciones de
ARN, ARN parcialmente degradado y para muestras de tejidos limitados (Wittwer y Garling,
1991; Orlando et al., 1998; Freeman et al., 1999; Steuerwald et al., 1999; Winer et al., 1999;
Mackay et al., 2002).

2.2.2 Estrategias de cuantificacion por PCR en tiempo real. La transcripcién reversa (RT),
seguida de una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), representa la técnica mas potente para
amplificar y detectar los niveles de ARNm presente en una determinada muestra bioldgica (Heid
et al., 1996; Bustin et al., 2000). EI PCR en tiempo real puede ser utilizado para comparar los
niveles de ARNm en muestras de diferentes poblaciones, para caracterizar los patrones de
expresion de ARNm y discriminar entre los ARNm estrechamente relacionados (Niesters, 2001).
Los niveles de expresion se pueden medir en relacion a genes enddgenos de referencia, asi como
también con estandares de calibracion externos, estrategias conocidas como cuantificacion
relativa o comparativa y cuantificacion absoluta, respectivamente (Collins et al., 1995;
Steuerwald et al., 1999; Simpson et al., 2000; Schmittgen et al., 2000; Aberham et al., 2001;
Pfaffl, 2001; Rajeevan et al., 2001; Pfaffl et al., 2004). Por lo tanto, la eleccion del procedimiento
de cuantificacion depende del disefio experimental y la disponibilidad de las secuencias de los
genes de referencia caracterizados, asi como del templado adecuado para la construccién de la

curva de calibracion.

2.2.2.1 Cuantificacion absoluta. EI método de cuantificacion absoluta se basa en la construccion
de una curva de calibracion a partir de diluciones seriadas de un templado estandar de
concentracion conocida y sus niveles correspondientes, obtenidos de los datos de PCR en tiempo
real, con el fin de medir el nimero de copias exactas de ARNm de un transcrito en particular
(Pfaffly Hageleit, 2001; Fronhoffs et al., 2002), siendo ademas altamente reproducibles,
permitiendo la generacion de datos muy especificos y sensibles (Reischl y Kochanowski, 1995;
Bustin, 2000; Pfaffl et al., 2002). Esta curva de calibracién da una relacion lineal entre los

valores de Ct y la cantidad inicial de templado estandar, lo que permite determinar las



concentraciones de las muestras desconocidas sobre la base de los valores de Ct
(Wong y Medrano, 2005). Una variedad de muestras se han utilizado como templado estandar,
incluyendo secuencias dianas amplificadas por PCR (Rose'Meyer et al., 2003; Leong et
al., 2007), plasmidos que contienen la secuencia diana (Lee et al., 2006; Whelan et al., 2003) o
ADN preparados comercialmente (Dworkinet al., 2002). Sin embargo, la estabilidad y
reproducibilidad de la cuantificacién del ARNm de interés depende en gran medida del estandar
utilizado y de la manipulacion (Fu et al., 2009), consideraciones que hacen de la cuantificacion
absoluta un procedimiento laborioso, costoso y que no siempre puede llevarse a cabo en todos los
laboratorios.

2.2.2.2 Cuantificacion relativa. La cuantificacion relativa compara la expresion de un gen de
interés en diversas condiciones normalizadas a la expresion de un gen control interno (Pfaffl,
2001), que se presume con expresion constante en todas las muestras (Garcia-Vallejo et al.,
2004), es decir, esta estrategia se basa en la relacion de la expresion de un gen de interés en
contraste con un gen de referencia (Pfaffl y Hageleit, 2001), siendo adecuado para investigar
cambios fisiologicos en los niveles de expresion genica. Por lo tanto, esta cuantificacion no
requiere estandares con concentraciones conocidas y la referencia puede ser de cualquier
transcripcion, siempre y cuando la secuencia sea conocida (Bustin, 2002). Sin embargo, la
cuantificacion relativa por PCR en tiempo real requiere de un estudio de idoneidad y estabilidad
de uno o mas genes de referencia en determinadas condiciones experimentales (Dheda et al.,
2005), evaluacién que se recomienda realizar antes de la cuantificacion de los genes de interés
(Bustin, 2010, Dheda et al., 2005). Por otra parte, se han establecido diferentes modelos
matematicos para calcular la expresion relativa de un gen de interés, fundados en la comparacion
de la amplificacion de los distintos ciclos (Tichopad et al., 2003; Tichopad et al., 2004),
habiéndose publicado, hasta la fecha, dos tipos de modelos de cuantificacion relativa; i) sin
correccion de la eficiencia (Livak, 1997; Winer et al., 1999; Livak, 2001), modelo descrito en la

ecuacion 1y 2;

R = 2—[ACt muestra—ACt control] Ecuacion 1



R = 274Act Ecuacion 2
y ii) con correccion de la eficiencia (Meijerink et al., 2001; Pfaffl, 2001; Liu y Saint, 2002a; Liu

y Saint, 2002b; Pfaffl et al., 2002; Tichopad et al., 2003; Tichopad et al., 2004), modelo descrito
en la ecuacion Ns° 3, 4y 5.

)(ACtinterés)(control—muestra)

(Einterss 1A
= (Ereferencia)(ACtreferencia)(control—muestra) EcuaCIOn 3
E: , V(ACtipteres)(media control-media muestra) .,
R = : mtereS)(ACt - iq)(media control-media muestra) EcuaCIOn 4
(Ereferencia) referencia
R = 2hAct Ecuacién 5

Por lo tanto, la expresion relativa de un gen de interés se calcula en base a la eficiencia de
la reaccion de PCR (E) o una eficiencia estatica de 2, y la diferencia (A) de los valores de Ct de
una muestra desconocida con un control, como fue descrito en las ecuaciones anteriores. De esta
manera se genera la formula 2**“* (ecuacion 5), de la cual se desprende el método actualmente
mas utilizado, que permite estimar la expresion relativa de un gen de interés en relacion con otro
gen, basandose en el calculo sobre los valores de “delta Ct” (ACt) o “delta- delta Ct” (AACt)
(Livak y Schmittgen, 2001). Estos calculos se fundamentan en la comparacién de los Ct,
definidos como el numero de ciclos necesarios para que la sefial de fluorescencia alcance un
umbral especifico de deteccion y esta inversamente correlacionado con la cantidad de &cidos
nucleicos en la reaccion (Walker, 2002). Este método expresa la proporcion obtenida de la
relacion entre los valores Ct de la muestra y los valores Ct de un control. Con el fin de simplificar
estos calculos se crearon programas matematicos que integran estas férmulas permitiendo estimar
la expresidn de manera mas rapida y facil, tales como REST en todas sus versiones REST-MCS,
REST-384 y REST-RG (Pfaffl et al., 2002).



2.3 PCR en tiempo real

2.3.1 Historia. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real se basa en el
revolucionario método desarrollado por Kary Mullis a comienzos de los afios 80 que permite la
amplificacion in vitro de fragmentos especificos de ADN billones de veces (Saiki et al., 1985;
Mullis y Faloona, 1987; Mullis, 1990). Més tarde Higuchi et al., (1992; 1993) disefiaron un
procedimiento capaz de detectar la acumulacion de estas amplificaciones a medida que se
generan, a través de un sistema de fluorescencia que incluia al agente intercalante bromuro de
etidio como fluor6foro. Por otra parte, la adicion de una etapa inicial de transcripcion reversa
(RT) permitio la amplificacion de cualquier tipo de ARN, convirtiéendose en un método

netamente cuantitativo para la medicion de la expresion génica.

2.3.2 Fundamento. La técnica de PCR en tiempo real se basa principalmente en la utilizacion de
colorantes fluorescentes intercalantes o sondas especificas que combinan los pasos de
amplificacion y deteccion de la PCR en un solo procedimiento (Higuchi et al., 1992; Higuchi et
al., 1993). Esta simultaneidad de procesos es posible mediante la determinacion del nimero de
ciclos de amplificacion requeridos para la generacion de un aumento en la sefial de fluorescencia
capaz de cruzar el umbral de fluorescencia, originando el ciclo umbral, también designado como
Ct por sus siglas en inglés threshold cycle. EI Ct es proporcional a la cantidad de &cidos nucleicos
producidos durante cada ciclo de PCR (Higuchi et al., 1993), por ende, estos valores generados
por el equipo de PCR se correlacionan estrechamente con la cantidad original del templado, asi
como también de expresidn génica de la secuencia. Por otra parte, existen muchos factores que
inciden en los valores de Ct, tales como la concentracidn del templado, los componentes del mix
(MgCl,, dNTPs, enzima, entre otros), la eficiencia de la reaccion de PCR vy el colorante de
referencia pasiva, por lo que es necesario poner énfasis en ellos con el fin de disminuir la

introduccion de posibles variaciones.



2.3.3 Modelamiento matemético. El ensayo de PCR en tiempo real se caracteriza por una serie
de procedimientos que se encuentran determinados por un modelo matematico capaz de predecir
la cinética de la reaccion. El primer paso, luego de la extraccion de ARN total, es la sintesis de
ADNc mediante la transcripcion reversa, en donde, tedricamente, la concentracion de ADNc
resultante es equivalente a la concentraciébn de ARN presente en la muestra, sin embargo,
considerando que la eficiencia de la reaccion no es constante la concentracion de ADNc obtenido
es menor que la concentracion de ARN de partida, lo que se aprecia en la ecuacion N°6:

[ADN]o=[ARN]o - Err Ecuacioén 6

Donde Egr corresponde a la eficiencia de la transcripcion reversa, no obstante, este valor
se vuelve despreciable al manipular todas las muestras bajo las mismas condiciones

experimentales y de procesamiento, como se observa en la ecuacion N° 7:

[ADN]o = [ARN]o Ecuacion 7

Luego se realiza la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, la cual ocurre de
manera progresiva, donde cada molécula de ADN de interés se convierte en el molde objetivo
para la sintesis de una hebra complementaria en un ciclo determinado. Este procedimiento se ve
facilitado por un sistema de temperatura definido con precision, el cual se repite una y otra vez,
produciendo duplicaciones del templado en cada nuevo ciclo de PCR. Tal ideal forma la

duplicacion de la reaccidén de PCR que se describe en la siguiente ecuacion:

N. =2 Ecuacion 8

En donde N es la cantidad de moléculas de un numero c de ciclos, sin embargo, en la
practica cada reaccién se inicia con una cantidad de ADN molde determinado, como se observa

en la ecuacion N°9.



N. =N, -2° Ecuacién 9

En una reaccion de PCR perfectamente eficiente la cantidad o numero de copias de
moléculas de ADN se duplicaria en cada ciclo, esto no ocurre en las condiciones experimentales,
donde la eficiencia de amplificacion de ADN no es constante en toda la reaccion, considerando
que durante los primeros ciclos la concentracién de ADN molde es baja y los errores de muestreo
relacionados con los procesos estocasticos ocasionan que las enzimas sdlo puedan amplificar una
parte de las moléculas de ADN (Peccoud y Jacob, 1996). Asimismo, la PCR en tiempo real se
basa en el supuesto de que estos factores son idénticos para todas las amplificaciones, lo cual
puede ser estadisticamente correcto para valores N, que son lo suficientemente grandes como
para que los errores de muestreo se conviertan en insignificantes (Stolovitzky y Cecchi, 1996).
Por lo tanto, la eficiencia de la PCR oscila entre 2, que corresponde a la duplicacion de la
concentracion de ADN en cada ciclo, razon por la cual se incluye un factor de eficiencia que
fluctta en un rango de 0 a 100%, expresado como 0 a 1 (Livak y Schmittgen, 2001), tal como se

muestra en la ecuacion N° 10.

N. =N, -(1+E)° Ecuacion 10

En donde, Nc es el nimero de ciclos de amplificacion, mientras que No es la
concentracion de ADN al inicio y E es la eficiencia de la PCR en tiempo real, no obstante, en la
PCR en tiempo real se obtienen los resultados como valor Ct y no segin el nimero de ciclos

como ocurre en la técnica convencional.

Ng =N, -@+E)“ Ecuacion 11



Asumiendo que la eficiencia y los valores Ct son constantes en la reaccion, la estructura
de la ecuacion anterior se torna lineal (y = mx + b), por ende, la pendiente de la ecuacién es

—log(1 + E), como se muestra en las siguientes ecuaciones:

Pendiente = —Log(1+ E) Ecuacion 12

E =10 Pendients _q Ecuacion 13

2.3.4 Cinética de la reaccion. La cinética de la PCR en tiempo real normalmente genera curvas
de amplificacion de forma logistica o sigmoidea, lo que indica que consiste en fases
caracteristicas: i) temprana, ii) exponencial y iii) meseta (Schnell y Mendoza, 1997; Peccoud y
Jacob, 1998; Liu y Saint, 2002a; Tichopad et al., 2003), como se muestra en la Figura 1. En la
fase temprana aunque el caracter exponencial de la amplificacion del molde de ADN esta
presente no es posible su deteccion ya que se encuentra por debajo del un umbral de deteccion de
fluorescencia por el equipo en PCR en tiempo real. No obstante, la amplificacion esta presente en
esta fase pero con caracter lineal (Rasmussen, 2001). Por otra parte, en la fase exponencial la
duplicacion del producto de cada ciclo produce los primeros cambios detectables en las sefiales
de fluorescencia generando un crecimiento exponencial descrito por la ecuacion 11 (Wittwer et
al., 1997), por ende, el andlisis de la abundancia relativa de los productos de PCR se realiza
durante esta fase, considerando que no existe limitacion de los reactivos, con una eficiencia del
100% de la reaccion (Gibson et al., 1996; Heid et al., 1996). Con los progresivos ciclos de la
PCR la reaccidén se agota en la fase de meseta (Kainz, 2000), por lo que la tendencia de
crecimiento decae y su curso se torna mas estocastico, debido a la generacion de productos no
especificos (Peccaud y Jacob, 1996; Wittwer et al., 1997; Kainz, 2000).
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Figura 1. Gréafica modelo de las partes de la curva de PCR en tiempo real. EI umbral determina
la fase temprana debido a que la sefial de fluorescencia no es detectable por el equipo de PCR en
tiempo real ya que las amplificaciones se pierden en el ruido de fondo. La fase exponencial de la
curva se caracteriza por generar los primeros cambios detectables de las amplificaciones por
encima del umbral. Finalmente y con el agotamiento de los reactivos la reaccion entra en la fase
meseta.

2.3.5 Sistemas de deteccion. La técnica de PCR en tiempo real permite medir el nimero de
ciclos (Ct) necesarios para detectar una sefial fluorescente para determinar la cantidad de acidos
nucleicos presentes en una muestra. Con el fin de simplificar este proceso de cuantificacion se
han desarrollado diferentes métodos fluorescentes (Gibson et al., 1996), existiendo basicamente
dos formatos de quimicos que permiten correlacionar la cantidad de ARN o ADN con las sefiales

de fluorescencia: i) deteccion no especifica y ii) deteccion especifica.

La deteccién no especifica, utiliza fluor6foros que se unen de manera no especifica al
ADN generado durante la reaccion de PCR, emitiendo fluorescencia proporcional a la cantidad
de ADN presente en la reaccion; este método incluye colorantes de unién e intercalantes, tales

como bromuro de etidio o SYBR Green, siendo este Gltimo el de mayor uso en esta técnica



(Ponchel et al., 2003; Zipper et al., 2004; Wong y Medrano, 2005; Kubista et al., 2006) (Figura
2a). Dichos colorantes son afiadidos directamente a la reaccién de PCR y aunque intrinsecamente
no son especificos a un fragmento en particular, pueden igualmente generar datos precisos,
considerando que los productos inespecificos solo aparecen en ciclos tardios (Pfaffl y Hageleit,
2001; Pfaffl et al., 2002), sugiriendo que la deteccion por SYBR Green es mas exacta y produce
curvas estandares mas lineales que la deteccion por sondas especificas tipo TagMan (Schmittgen
et al., 2000). Esta clase de deteccion presenta dos ventajas sobre la basada en sondas, i) se pueden
incorporar para optimizar y establecer protocolos que utilizan variados partidores y condiciones
experimentales y, ii) son significativamente mas econémicos, ya que no existe costo asociado a la
elaboracién de la sonda, mientras que sus principales desventajas corresponden a su unién
indiscriminada a cualquier ADN de doble cadena, obligando a utilizar curvas de fusion para el

ensayo, lo que afiade complejidad en el analisis de los datos.

Por su parte la deteccion especifica consiste en el disefio y sintesis de una o mas sondas
especificas para la secuencia que se desea detectar, compuestas por dos tipos de fluoréforos, el
primero denominado “reportero” que se ubica en el extremo 5" de la sonda y el otro
denominado “amortiguador o quencher” que se sitda en el extremo 3" de la cadena. La sefial de
fluorescencia del reportero es silenciada por el quencher mediante transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia (FRET) cuando la sonda se encuentra intacta. No obstante, al hibridar
la sonda a su cadena complementaria la actividad 5°exonucleasa de la ADN polimerasa corta el
extremo de union del reportero, liberandolo de su quencher, con la consiguiente emision de
fluorescencia (figura 2b). Existen otras tecnologias a parte de las sondas TagMan (Livak et al.,
1995; Heid et al., 1996) disponibles en el comercio tales como Molecular Beacons (Tyagi y
Kramer, 1996), LightCycler, Scorpions (Whitcombe et al., 1999) y Amplifluor, todas ellas
basadas en FRET o interacciones similares entre moléculas reporteras y amortiguadores (Clegg,
1992; Selvin, 1995; Wittwer et al., 1997; Winer et al., 1999; Wittwer et al., 2001). La sefial
fluorescente sélo se genera si la sonda de amplificacién especifica se hibrida con la secuencia
diana complementaria. Por ende, la ventaja principal de esta metodologia es la especificidad del
ensayo, sin embargo el alto costo de la técnica limita el uso de esta tecnologia (Wong y
Medrano, 2005; Kubista, et al., 2006).



a) ) Desnaturalizacion b) ‘ ’ Desnaturalizacién
® © ——)
R
® Y
Esee———
Hibridacion
R
R o ©® Hibridacién 6 R, Q
g \\\“ Extension
® e Extension '\\\’?
T T seol n

Figura 2 (a-b). Representacion grafica de los principales sistemas de deteccion. a) Ilustracién de la incorporacién de SYBR®
Green a la reaccion de PCR. En la etapa de desnaturalizacion el colorante se mantiene suspendido libremente en la reaccién y su
sefial de fluorescencia es limitada. SYBR® Green se intercala en la doble cadena de ADN a medida que es sintetizada por la
enzima Taq polimerasa en la etapa de extensidn, incrementando drasticamente la sefial de fluorescencia. Este aumento en la
fluorescencia es proporcional al nimero de moléculas de SYBR Green unidas a la doble cadena. El proceso se repite en cada
ciclo con el aumento de la sefial de fluorescencia total. b) Ilustracién de las sondas Tagman®. Este sistema de deteccién esta
basado en una sonda compuesta por un fluoréforo reportero que es silenciado por una segunda molécula quencher mediante el
sistema FRET. En la etapa de desnaturalizacion la sonda se encuentra libre en la solucién, sin emision de fluorescencia del
reportero. La sonda se hibrida de manera complementaria a la cadena de la secuencia diana durante la sintesis de ADN mediante
la Taq polimerasa con una actividad nucleasa 5°a 3". A medida que la polimerasa se extiende en el molde de ADN se encontrara
con el extremo 5°de la sonda, generando un desplazamiento y degradacion de esta, provocando la liberacién del reportero. Tras
esta separacion del reportero y el quencher, es posible detectar la sefial fluorescente del reportero.



2.3.6 Instrumentacion. La aplicacion de técnicas de fluorescencia para PCR en tiempo real,
junto con la instrumentacion adecuada capaz de combinar la amplificacion, deteccion y
cuantificacion es indispensable para un experimento de PCR, debido a que los sistemas quimicos
requieren tanto de una entrada especifica de energia para la excitacién como de una longitud de
onda particular para la deteccion, por ende, la instrumentacion debe ser capaz de hacer ambas

cosas al mismo tiempo y en las longitudes de ondas deseadas (Orlando et al., 1998).

De manera general, todo equipo de PCR en tiempo real estd compuesto de tres
mecanismos principales: i) una fuente de luz, que genera un haz de luz de una longitud de onda
determinada, que incide en cada muestra, permitiendo la emision de la sefial de fluorescencia, ii)
un sistema de deteccion, donde se fija el rango espectral y sensibilidad del ensayo, Yy iii) un
mecanismo de termociclado, que establece la velocidad de ejecucion del ensayo, ademéas de
uniformar los cambios de temperatura (Figura 3a-b). Adicionalmente todo equipo de PCR en
tiempo real necesita un programa de adquisicion de datos con el fin de simplificar el analisis.
Muchos equipos ofrecen la representacion grafica de los resultados del ensayo, incluyendo las
curvas de amplificacion y de disociacién, entregando la primera informacion sobre la cinética de
la amplificacion de las secuencias dianas, mientras que la curva de disociacion revela las

caracteristicas del producto final amplificado (Valasek y Repa, 2005).

Como se muestra en el cuadro 1, los equipos de PCR en tiempo real se diferencian
principalmente en la capacidad de analisis de muestras, que va desde 48 a 384 pocillos como
formato estandar; por el método de excitacion, tales como laser, laser de amplio espectro y
fuentes de luz con varios filtros; asi como también por la adquisicion de canales de fluorescencia.
Otra distincion especifica es la forma en que el programa procesa los datos, ya sea con enfoques
de cuantificacion absoluta o relativa (Livak, 1997; Livak, 2001; LightCycler Software, 2001).
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Figura 3 (a-b). Instrumentacion de la PCR en tiempo real. a) Partes generales de la PCR en tiempo real. 1) Las muestras se
colocan en un termociclador que controla la temperatura necesaria para cada ciclo de PCR, 2) son expuestas a la fuente de
energia de excitacion y 3) la fluorescencia resultante se mide con el detector con cada ciclo. b) Disefio dptico para la deteccion
de la fluorescencia en un termociclador de PCR en tiempo real. El procedimiento de deteccion se basa en un sistema de
excitacion y de emisién mediante filtros. Dependiendo del fabricante del instrumento, la fuente de luz consiste en una de xenén,
tungsteno-halégeno o un LED (diodo emisor de luz), y el detector es una camara CCD (dispositivo de carga acoplado) o PMT

(tubo fotomultiplicador).




Cuadro 1. Comparacion entre las caracteristicas de los instrumentos més utilizados en PCR en tiempo real.

Instrumento/ ABI Prism® ABIPrism®* Bio-Rad Bio-Rad MIR Corbett Rotor  Eppendorf Roche Roche Stratagene Techne
Configuracion 7500 7900 Q%5 Chromo 4™ Gene™  Mastercycler® LightCycler® LightCycler® Mx®3005p Quantica™!
480
Fuente de luz Tungsteno-  Laser Argén  Tungsteno- 4 LEDs 4 LEDs 96 LEDs Blue LED  LimparaXenén Tungsteno-  Tungsteno-
halogeno halégeno halégeno halégeno
Detector Cimara CimaraCCD Camara 4 detectores 4 PMTs 2 canales Fotodiodos =~ Camara CCD PMT 4 PMTs
CCD CCD fotodiodos PMTs
Sistema de escaneo Placaentera  Escaneopor  Placa Escaneo  Mediantetubo 96 cablesde  Mediante tubo Escaneo  Placa entera
fila entera fotonico fibra optica placa

Longitud de excitacion 450-650nm 488 nm 400-700  450-650nm  470-625 nm 470 nm 480 nm 450-615nm  350-635nm  460- 650 nm
nm

Longitud de emision 500-700nm  500-660nm  400-700  515-730nm  510-665mnm  520-605nm  530-710nm  500-670nm  440-610nm  500- 710 nm
nm

Capacidad maltiple 5 2 5 “ - B 6 6 5 B

Recipiente muestra 96 96384 96 96 36/72 96 32 96/384 96 96

Volumen muestra 20- 100ul  20- 100u96  10- 50ul 20- 100ul 100- 200ul 10- 50ul 10- 20- 100u1'96 25ul 15-50ul

20ul’pequetio
Sensibilidad 9-logs  9-logs 9-logs 6-logs 10-logs 12-logs  9-logs 9-logs 8-logs 10-logs 9-logs




2.3.7 Limitaciones. A pesar de que la PCR en tiempo real tiene varias ventajas sobre otros
meétodos de cuantificacion de 4&cidos nucleicos, también presenta algunas limitaciones
importantes. La mayoria de las técnicas basadas en PCR son susceptibles a la inhibicion por
compuestos presentes en ciertas muestras bioldgicas que alteran el funcionamiento normal de la
reaccion. Otro inconveniente de este procedimiento es el anlisis de expresion génica debido a la
utilizacién de ARN como secuencia diana, que requiere de un paso enzimatico extra para su
conversién a ADNc, lo cual afiade mas posibilidades de variabilidad al ensayo (Bustin, 2000;
Bustin, 2002; Bustin y Nolan, 2004). Ademas, hay que tener en cuenta la extrema fragilidad del
ARN en contraste con el ADN, por lo tanto, su aislamiento debe ser cuidadosamente realizado
con el fin de garantizar tanto la integridad del ARN como la eliminacion de nucleasas, ADN
genomico e inhibidores de la PCR. Sin perjuicio de lo anterior, probablemente la mayor
limitacion actual de la PCR en tiempo real no es inherente a la tecnologia, sino mas bien reside en
el error humano, como por ejemplo el desarrollo del ensayo inadecuado, el analisis incorrecto de

los datos y/o conclusiones injustificadas.

2.4 Normalizacion

La existencia de variables como la inestabilidad inherente del ARN, la diversidad de
protocolos de extraccion y transcripcion reversa y las diferencias de eficiencia de la PCR generan
errores experimentales en la cuantificacion de los transcritos los que son introducidos
principalmente durante las etapas sucesivas a la extraccién y purificacion del ARN,
especialmente cuando las muestras se han obtenido de diferentes individuos, tejidos y tiempos
(Bustin et al., 2004). Estos errores pueden ser controlados y corregidos por estrategias de
normalizacién (Vandesompele et al., 2002; Pfaffl et al., 2004; Huggett et al., 2005), componente
indispensable del proceso de andlisis de expresién génica (Hendriks-Balk et al., 2007). El
proceso de normalizacion es la correccién que asegura que las cantidades estimadas de acidos
nucleicos para dos muestras bioldgicas sean comparadas en igualdad de condiciones, lo que
permite minimizar posibles diferencias en la calidad y cantidad de las muestras de interés
(Huggett et al., 2005). En la actualidad, la normalizacion sigue siendo una de las principales

limitaciones de la técnica de PCR en tiempo real (Thellin et al., 1999; Dheda, 2004), razén por la



cual diversos autores enfatizan el estudio de diferentes estrategias dirigidas a este propdsito, con
el fin de remover esta variacion experimental. Algunas de estas estrategias se basan en el tamafio
de muestra, cuantificacion del ARN total, ADN gendmico y uso de genes de referencia y/o
moléculas artificiales, cada una con sus ventajas y consideraciones (Huggett et al., 2005).

2.5 Genes de referencia

El método mas comln para la normalizacién de los datos de PCR en tiempo real
corresponde al uso de un gen de referencia, también denominado gen interno, constitutivo o
housekeeping. En 1965, Watson et al., definieron el término genes de referencia “como aquellos
genes que se expresan en todos los tejidos para mantener las funciones celulares béasicas”
(Watson et al., 1987), dicha definicion es el fundamento principal de la cuantificacion relativa de
acidos nucleicos actual. Basandose en lo anterior, se ha planteado que dichos genes deben
expresarse en todas las células en las que se examina un gen de interés sin presentar variabilidad
en sus niveles de transcripcion independientemente de las condiciones experimentales y/o
ambientales (Marten et al., 1994; Foss et al., 1998; Thellin et al., 1999; Dheda et al., 2004;
Tichopad et al., 2004; Ohl et al., 2005; Bar et al., 2009). Ademas, se ha establecido que
codifican para proteinas que son esenciales para el funcionamiento general de las células,
funciones tales como estructura, metabolismo, sefializacion, transcripcion, defensa, expresion
proteica, entre otras. No obstante, en términos de estructura y regulacion, los genes de referencia
no presentan caracteristicas que permitan su distincion de forma inequivoca respecto de otros
genes (Zhu et al., 2008).

Si bien el uso de los genes de referencia esta muy extendido en analisis de expresion
génica, es importante establecer la existencia de genes que cumplan con estos criterios mediante
su validacion, donde mas del 90% de los andlisis de expresion génica publicada en revistas de
alto impacto utilizan un Unico gen de referencia mostrando una variabilidad inaceptable en la
expresion (Suzuki et al., 2000). Por lo tanto, la aprobacién de los genes de referencia apropiados

es crucial en estudios de expresidn génica, considerando que su uso inadecuado puede conducir a



una normalizacién errénea de los datos de PCR en tiempo real y por tanto a una interpretacion
incorrecta de los resultados (Zhang et al., 2005; McCurley et al., 2008). Sin embargo, es muy
dificil encontrar un gen de referencia universal que se exprese de manera estable a través de las
diferentes células o tejidos (Rubie et al., 2005; Lisowski et al., 2008; Kessler et al., 2009), por
lo que surge la siguiente pregunta; ¢cual(es) es el gen(es) de referencia adecuado para una
condicion experimental determinada? (Thellin et al., 1999; Bustin, 2000; Goidin et al., 2001).
Como una forma de solucionar este problema, VVandesompele et al., (2002) postularon una serie
de algoritmos capaces de evaluar la estabilidad relativa de la expresion génica, lo que permite
establecer los genes de referencia mas apropiados para un tratamiento experimental en particular,

asumiendo que estos genes son expuestos a la misma manipulacion que el gen de interés.

2.5.1 Programas de evaluacion y seleccion de genes de referencia

Los genes de referencia poseen la capacidad intrinseca para captar y medir la variabilidad
genética de todo el proceso, representando la mejor estrategia de normalizacion (Huggett et al.,
2005; VanGuilder et al., 2008). No obstante, no existe un gen de referencia con validez universal
(Thellin et al., 1999; Bustin, 2000; Schmittgen y Zakrajsek, 2000; Suzuki et al., 2000; Bustin,
2002; Tricarico et al., 2002). A mayor abundamiento, se revela la inexistencia de dicho gen
(Vandesompele et al., 2002). Afortunadamente, en la mayoria de los estudios, un gen de
referencia universal no es necesario, considerando que los disefios experimentales se limitan a un
solo tipo de tejido o etapa, en el que, probablemente, uno 0 mas genes son expresados
constitutivamente para esa condicion. La tarea de identificar estos genes no es sencilla (Andersen
et al., 2004), considerando que la evaluacion de la estabilidad de expresion de los genes
candidatos presenta un problema, que nos lleva a formularnos la siguiente interrogante; ;co6mo se
puede evaluar la estabilidad de la expresion de un gen candidato si no se dispone de una medida
confiable para normalizar dicho candidato?; En respuesta a dicha problematica, se han disefiado y
propuesto estrategias mediante algoritmos matematicos, destacando programas como geNorm
(Vandesompele et al., 2002) y NormFinder (Andersen et al., 2004), entre otros, los cuales
determinan una medida de la estabilidad del gen de referencia, la que puede ser utilizada para

establecer un clasificacidn capaz de seleccionar aquellos genes mas estables.



2.5.1.1 geNorm. Vandesompele et al., (2002) fue el primer autor en considerar los errores
asociados al uso de un Unico gen de referencia sin su previa validacion en estudios de expresion,
por lo que desarroll6 un método capaz de seleccionar los genes mas adecuados segin su
estabilidad de expresion, proponiendo el uso de multiples genes de referencia para calcular el
factor de normalizacion. Con el fin de minimizar los calculos matematicos, y por ende, facilitar
este analisis, formularon una aplicacién en Visual Basic para Microsoft Excel, denominado
geNorm. Este programa se basa en la estimacion de la estabilidad de la expresion de los
potenciales genes de referencia enunciados como valor M, el cual es determinado por el
promedio de a pares (V) de un gen en particular en contraste con todos los otros genes
candidatos, donde un gen es emparejado con cada uno de los deméas candidatos evaluados para
luego calcular un valor de expresion relativa. Luego por etapas sucesivas de exclusion son
eliminados los genes con menor estabilidad recalculando asi los valores M que finalmente
permitiran la clasificacion de los genes segun su estabilidad. Por lo tanto, el principio que rige
esta aproximacion es que la variacion en los valores de expresion de dos genes delata la falta de
constancia en la expresion de al menos uno de ellos. Adicionalmente, este programa calcula un
factor de normalizacion (NF) sobre la base de la media geométrica de los genes de referencia mas
estables para obtener el nimero 6ptimo de genes para ser usados como normalizadores en
estudios de expresion génica. Este nimero se determina por la variacion que experimenta el
conjunto de NFs del panel de muestras a medida que aumenta el nimero de genes empleados
para su calculo. Esta incorporacion de genes finaliza cuando ello no supone un cambio
significativo en los valores que adquieren los NFs. La principal ventaja de geNorm tiene relacion
con el control de las variaciones introducidas por la cantidad y calidad de las muestras,
considerando que estos cambios afectan de igual forma a los genes emparejados, sin embargo, es

sensible a la existencia de co-regulacion transcripcional entre los genes de referencia candidatos.

2.5.1.2 NormFinder. Este programa se basa en un modelo de aproximacion estadistica
propuesto por Andersen et al., (2004) el cual evalla la variacidn en los niveles de expresion de un
gen de referencia candidato, tanto dentro como entre grupos de muestras, mediante el calculo de
la varianza. Este célculo entre variaciones proporciona un valor de variabilidad y de acuerdo a

éste, se genera una clasificacién que permite seleccionar el gen de referencia mas apropiado para



un determinado grupo de muestras y condiciones experimentales. Las principales ventajas de
NormFinder son el balance que realiza entre dos variaciones, dando mayor validez a la
clasificacion, asi como también, su capacidad para no ser afectado por la co-regulacion de los
genes de referencia candidatos. No obstante, se ve limitado por su escasa sensibilidad a los

errores 0 variaciones introducidas durante el procesamiento de las muestras.



3. HIPOTESIS

La estabilidad de los genes de referencia puede variar segun el estado de desarrollo
embrionario y condiciones experimentales, por lo tanto su validacion para cada modelo
experimental es indispensable para un adecuado analisis de la expresién génica. Estos
antecedentes permiten plantear la siguiente hipotesis: “La expresion de genes de referencia varia
en la etapa de post compactacion embrionaria en embriones bovinos generados por diferentes

técnicas de produccion in vitro”.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar los genes de referencia mas apropiados de un panel de diez genes candidatos

para estudios de expresidén génica en embriones bovinos producidos in vitro.

4.1 Objetivos especificos

4.1.1 Implementar los protocolos de PCR en tiempo real para los potenciales genes de

referencia seleccionados.

4.1.2 Evaluar los niveles de expresion de estos genes en distintas etapas: ovocito inmaduro (O),
ovocito maduro (MIl) y embriones de 16-32 células (16-32C) producidos por

Fecundacion in vitro.

4.1.3 Evaluar la expresion diferencial de estos genes de referencia en embriones bovinos
producidos mediante Fecundacion in vitro (FIV), Transferencia nuclear de células
sométicas (TNCS), Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) vy

Partenogenesis (PA).



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Disefo del estudio

El estudio consistié de dos experimentos, en los cuales se compar6 y evaluo la estabilidad
e idoneidad de un panel de genes de referencia: ACTB, eEF1A2, GAPDH, H2A, HMBS, HPRT1,
PPIA, SDHA, SF3A1 e YWHAZ (cuadro 2), bajo condiciones experimentales especificas. En el
primer experimento, la abundancia relativa de los transcritos de estos diez genes se midié en
diferentes etapas del desarrollo embrionario bovino, incluidas: i) ovocito inmaduro, ii) ovocito
maduro y iii) embriones de 16-32 celulas. Cada anélisis se realizo en tres repeticiones bioldgicas
y dos repeticiones tecnicas (3x2). En el caso del segundo experimento, los niveles de ARNm de
los genes candidatos se compararon en embriones en estado de blastocisto, producidos in vitro
por distintos métodos, incluyendo: i) Fecundacion in vitro, ii) Inyeccidn intracitoplasmatica de
espermatozoides, iii) Transferencia nuclear de células somaticas, y iv) Partenogénesis. Cada

andlisis fue realizado mediante tres repeticiones bioldgicas y dos repeticiones técnicas (3x2).

5.2 Material bioldgico

Se utilizaron embriones bovinos, los cuales fueron proporcionados por el Laboratorio de
Reproduccion del Centro de Biotecnologia de la Reproduccion (BIOREN-CEBIOR) de la
Universidad de La Frontera. Para el primer experimento se utilizaron embriones generados
mediante la técnica de fecundacidn in vitro descrita por Felmer et al. (2011) en etapa de ovocito
inmaduro, ovocito maduro y embriones de 16-32 células. En el caso del segundo experimento, se
emplearon embriones en estado de blastocisto generados por Fecundacion in vitro (FIV),
Inyeccidn intracitoplasmatica de un espermatozoide (ICSI), Transferencia nuclear de células
somaticas (TNCS) y Partenogénesis (PA), de acuerdo a los métodos descritos por Felmer et al.
(2008) y Arias et al. (2011).



Cuadro 2. Descripcién de los genes de referencia candidatos.

Simbolo Gen Funcidn Referencia

ACTB Beta actina Proteina estructural del citoesqueleto Rodriguez et al., 2007

eEF1A2 Factor de elongacion de traduccién eucarionte Factor de elongacion de la traduccion de proteinas  Pérez et al., 2008

GAPDH %5 I?c?eraldehido 3-fosfato deshidrogenasa Metabolismo. Oxidoreductasa en la glucolisis y Goossens et al., 2005
gluconeogeénesis

H2A Familia histona H2a, miembro z Estructura nucleosoma Robert et al., 2002

HMBS  Sintasa hidroximetilbilano Sintesis de hemos y metabolismo de porfirinas Nygard et al., 2007

HPRT1 Hipoxantina fosforribosiltransferasa 1 Sintesis de purinas Solomon et al., 2007

PPIA Isomerasa peptidilpropil A (ciclofilina A) Catalisis de la isomerizacion cis-trans de la prolina, Ross et al., 2010

interacciones imidicas entre péptidos, y aceleracion
del plegamiento de las proteinas

SDHA Complejo succinato deshidrogenasa, subunidad Estrés oxidativo. Transportador de electrones en el Goossens et al., 2005

A ciclo de Krebs y en la cadena respiratoria
SF3A1  Factor de splicing 3, subunidad 1 Componente estructural del sistema de empalme de Pérez et al., 2008
ARN.
YWHAZ Tirosina 3- monooxigenasa/ Medidor en la transduccion de sefiales Goosens et al., 2005

proteina  de activacion  triptofano  5-
monooxigenasa




5.3 Genesy disefio de partidores

Se seleccionaron siete genes utilizados cominmente como genes de referencia en diversos
estudios de expresion génica en embriones: ACTB, GAPDH, H2A, HPRTL1, PPIA, SDHA e
YWHAZ y otros tres genes de referencia utilizados en tejido muscular y de placenta de bovinos:
eEFF1A2, SF3A1 y HMBS, respectivamente. Los partidores ACTB, eEF1A2, H2A, HMBS,
HPRT1y SF3ALl fueron seleccionados de la revision bibliografica como se sefiala en el cuadro 3
y los genes restantes GAPDH, PPIA, SDHA e YWHAZ se disefiaron mediante el programa Fast
PCR basandose en la secuencia publicada en GenBank, usando preferentemente las secuencias de
la especie Bos taurus. La especificidad de los partidores disefiados se verificO mediante un
analisis de BLAST en contraste con la base de datos del Centro Nacional de Informacion

Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés; http://www.ncbi.nlm.nih.goVv/).

5.4 Extraccion de ARN total

El ARN total se extrajo a partir de un pool de ovocitos y blastocistos (n= 30 y n= 5,
respectivamente) mediante el Kit PicoPure® RNA isolation (Arcturus) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este método esta disefiado para recuperar ARN total de alta calidad
a partir de muestras con bajas concentraciones de acidos nucleicos. Con el fin de minimizar las
variaciones asociadas a la manipulacion de laboratorio se realizaron de forma simultanea y bajo
las mismas condiciones todas las extracciones de ARN para un tratamiento. La purificacion del
ARN vy por tanto, la remocion del ADN gendmico, se realizé6 mediante el tratamiento del ARN
con la enzima ADNasa 1 (Fermentas) mediante una incubacion de quince minutos a temperatura

ambiente (Anexo 1).



Cuadro 3. Informacion de partidores utilizados para PCR en tiempo real.

Gen Tamafnfo Secuencia GenBank Referencia Partidores

ACTB 87 pb Sentido: CCTCACGGAACGTGGTTACA AY 141970 Goosens et al., 2005
Anti-sentido: TCCTTGATGTCACGCACAATTT

eEF1A2  196pb Sentido: GCAGCCATTGTGGAGATG BC108110.1 Perez et al., 2008
Anti-sentido: ACTTGCCCGCCTTCTGTG

GAPDH  119pb Sentido: TTCAACGGCACAGTCAAGG XM583628
Anti-sentido;: ACATACTCAGCACCAGCATCA

H2A 176 pb Sentido: GCCATCCTGGCGTACCTCAC NM_174809 Vireque et al., 2009
Anti-sentido: TGGATGTGTGGAATGACACC-

HMBS 80 pb Sentido: CTTTGGAGAGGAATGAAGTGG BC112573.1 Perez et al., 2008
Anti-sentido: AATGGTGAAGCCAGGAGGAA

HPRT1  154pb Sentido: TGCTGAGGATTTGGAGAAGG AF176419 Goosens et al., 2005
Anti-sentido: CAACAGGTCGGCAAAGAACT

PPIA 203 pb Sentido:: CTGGCATCTTGTCCATGGCAAA NM_178320.2
Anti-sentido: CCACAGTCAGCAATGGTGATCTTC

SDHA 185 pb Sentido: GCAGAACCTGATGCTTTGTG NM_174178.2
Anti-sentido: CGTAGGAGAGCGTGTGCTT

SF3A1 125pb Sentido: GCGGGAGGAAGAAGTAGGAG XM_878187.1  Perez et al., 2008
Anti-sentido: TCAGCAAGAGGGACACAAA

YWHAZ 120pb Sentido: GCATCCCACAGACTATTTCC BM446307
Anti-sentido: GCAAAGACAATGACAGACCA




5.5 Transcripcion reversa

A partir del ARN total extraido se sintetizaron los ADNc mediante el Kit RevertAid™
First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), siguiendo las instrucciones del fabricante (Anexo
2). Los tubos fueron incubados a 70° C durante 5 minutos para permitir la desnaturalizacion de
las hebras de &cidos nucleicos, seguido de 10 minutos a 25°C para el alineamiento de las
secuencia de ARN. EI ARN se transcribe de manera inversa posteriormente a los 42°C durante 60
minutos. Para terminar la reaccion se incubaron las muestras a 70°C durante 10 minutos con el
fin de desnaturalizar a la enzima, luego las muestras fueron enfriadas a 4°C. Los 20 ul resultantes
de la sintesis de ADNc son diluidos en 80 ul de agua bidestilada estéril y guardadas hasta su uso
a -20°C (Anexo 2).

5.6 PCR en tiempo real

5.6.1 Estandarizacion del protocolo de PCR en tiempo real. La estandarizacion de los
protocolos de amplificacion para cada uno de los genes de referencia candidatos se realizo
mediante una reaccion de PCR en tiempo real utilizando un protocolo estandar. Para esto, en cada
reaccion se modifico la concentracion de los partidores (100, 200, 300 y 400 mM) con el fin de
confirmar la especificidad de la amplificacion de los productos de PCR. Adicionalmente, se
realiz6 una curva de disociacion, que permitidé detectar la formacién de dimeros mediante una
evaluacion de diferentes temperaturas de hibridacion (Tm: 55, 58, 60, 62 y 65 °C), luego los
productos resultantes fueron analizados en un gel de agarosa al 2% para verificar el tamafio e
intensidad de las bandas. Las condiciones que se establecieron se utilizaron posteriormente en la

amplificacion de los genes de referencia mediante PCR en tiempo real.

5.6.2 Curvas de disociacion y eficiencia. La eficiencia (E) de cada reaccion se calculd
utilizando el método de curva estandar relativa para ACTB, eEF1A2, GAPDH, H2A, HMBS,
HPRT1, PPIA, SDHA, SF3A1 e YWHAZ, derivada de diluciones seriadas (1x10®°, 1x10°, 1x107,

1x10°, 1x10®) a partir de una mezcla ADNCc obtenida de embriones bovinos producidos in vitro.



Estos valores se determinaron mediante las pendientes de las curvas de calibracion, de acuerdo a
la ecuacién E= 10 ¢Pen%ene) estaplecida por Pfaffl, (2001). Ademés se analizaron las curvas de
disociaciéon de cada uno de los partidores a partir de las diluciones anteriores con el fin de
verificar la presencia de un solo fragmento de amplificacion asi como también de la temperatura

de fusién.

5.6.3 Control negativo. Se realizaron controles negativos para cada uno de los genes de
referencia en estudio para comprobar la ausencia de &cidos nucleicos contaminantes de los
reactivos utilizados para las reacciones de PCR en tiempo real. Estos controles se implementaron
utilizando un protocolo estandar de PCR, pero en reemplazo del ADNc se afiadi6 agua bidestilada

estéril.

5.6.4 Reacciones de PCR. Las reacciones de PCR en tiempo real para los analisis se realizaron
en el equipo Mx3000P™ real-time PCR Thermocycler (Stratagene®), usando SYBR® Green II
como fluoroforo de deteccion. La mezcla de cada reaccion de PCR es de 20 ul finales, los que
contienen: 10 pl de Master mix (2x Brilliant® 11 SYBR green QPCR mix Agilent), 1 pl de
colorante pasivo ROX (100 nM), 1 ul de agua bidestilada y esterilizada, 4 pl de partidores (300
mM) y 4 ul de ADNCc. El programa de amplificacion const6 de una etapa previa de 95°C durante
10 minutos con el fin de activar la enzima Tag polimerasa. Luego se realizaron 40 ciclos de
amplificacion separadas en tres etapas: i) desnaturalizacién, 95°C durante 20 segundos, ii)
hibridacion, 58°C durante 20 segundos Yy iii) extension 72°C durante 20 segundos.
Adicionalmente, se incluyo en el perfil térmico un segmento para la medicion de la curva de
disociacion compuesta por cuatro etapas con diferentes temperaturas y tiempos: i) 95°C durante 2
minutos, ii) 25°C por 1 segundo, iii) 70°C durante 15 segundos y iv) 95°C por 1 segundo (Anexo
3). La especificidad del producto fue confirmada en una electroforesis en un gel de agarosa al 2%

teflido con bromuro de etidio (Anexo 4).



5.7 Andlisis estadistico

Los datos Ct proporcionados por el equipo de PCR en tiempo real se examinaron por un
analisis de varianza (ANOVA) siendo el procedimiento principal para el analisis de datos
experimentales. En este andlisis se realizd6 una ANOVA multifactorial con una significancia de
0,05 mediante el programa estadistico STATGRAPHICS plus 5.1 donde se designé a los valores
Ct como variable dependiente y a las repeticiones biol6gicas, repeticiones técnicas, etapas de
desarrollo, métodos de produccion in vitro de embriones y genes de referencia candidatos como

factores, con el fin de establecer si existian diferencias significativas entre estos parametros.

5.8 Transformacién lineal

Se realiz6 una transformacion de los valores Ct obtenidos de las amplificaciones a
cantidades de expresion relativa (Q) en escala lineal, a través del método conocido como delta Ct
(Higuchi et al., 1993; Livak y Schmittgen, 2001), el cual consistio en agrupar todos los datos Ct y
escoger para cada gen el Ct de menor valor para luego restarle los demas valores Ct de ese gen en

particular, como se describe en la ecuacién N° 18.

Q=(E)™ Ecuacion 18

Donde, Q es la cantidad de expresion relativa del pool de embriones, dCt es el valor Ct
minimo dentro de los datos de un mismo gen menos el Ct de la muestra de cada uno de los pools

de embriones, y E es la eficiencia segun lo determinado por el equipo de PCR en tiempo real.

5.9 Determinacion de la estabilidad de la expresion de los genes de referencia

Para determinar la estabilidad de la expresion de los genes de referencia candidatos en las
diferentes etapas del desarrollo embrionario y en los distintos métodos de produccién in vitro de

embriones, se exportaron los datos Ct en cantidades de expresion relativa Microsoft Excel 2007



para luego importarlos a la matriz de los programas geNorm (versién 3.5) y NormFinder (version

0.953) con el fin de analizar estos datos siguiendo los respectivos manuales.



6. PRESENTACION DE RESULTADOS

4.1  Estandarizacion de las condiciones de PCR en tiempo real

La estandarizacion de las condiciones de PCR para la amplificacion de los fragmentos de
los diez genes de referencia candidatos se establecid6 mediante dos parametros i) temperatura de
hibridaciéon y ii) concentracion de partidores utilizando una mezcla de ADNc de embriones

bovinos generados por la técnica de fecundacion in vitro.

Las temperaturas evaluadas fueron de 55°C, 58°C, 60°C, 62°C y 65°C basadas en la
temperatura de fusion de los partidores. La reaccion con una temperatura de 55°C mostrd buenos
resultados, no obstante, para algunos de los genes candidatos ACTB, eEF1A2, H2A, PPIA y
SDHA evidencié curvas y amplificaciones imperfectas. Mientras que la amplificacion con una
temperatura de hibridacion de 58°C revel6 una mejora sustancial en la especificidad de las curvas
de disociacion asi como también un aumento en la cantidad de fluorescencia emitida por la
amplificacion de dichos genes. Adicionalmente se probaron las temperaturas de 60°C, 62°C y
65°C, si bien se pudo observar buenas amplificaciones la cantidad de fluorescencia bajo,
indicando una disminucidn en la eficiencia de la PCR en tiempo real. Finalmente se selecciono la
temperatura de hibridacion de 58°C como la més eficiente para las reacciones de todos los genes
en estudio, lo que permitié establecer el programa térmico de la reaccion de PCR en tiempo real

como se describe en la cuadro 4.

Por otra parte, se evaluaron diferentes concentraciones de partidores de 100 mM, 200
mM, 300 mM y 400 mM basandose en las recomendaciones de los protocolos de PCR en tiempo
real. Las reacciones se realizaron utilizando el programa establecido anteriormente (cuadro 4). Al
probar con concentraciones de partidores de 100 mM y 200 mM se observaron fragmentos de
amplificacién, pero con una fluorescencia muy baja, sin embargo, al aumentar dicha
concentracién a 300 mM se evidencio un incremento significativo en la fluorescencia emitida por

la amplificacion asi como también la inexistencia de exceso de partidores. Al realizar la reaccion



utilizando 400 mM de partidores mostr6 un exceso de estos mismos en las curvas de
amplificacién y de disociacion, por lo que no representa una mejora significativa para la reaccion.
Finalmente, se escogi6 la concentracion de 300 mM como la dptima para la reaccion de PCR en
tiempo real para todos los genes en estudio, lo que permitié determinar las condiciones de

reaccion descritos en el cuadro 5.

Cuadro 4. Programa final para la PCR en tiempo real.

Procedimiento Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion de la Taqg polimerasa 95°C 10:00 1 ciclo
Desnaturalizacion 95°C 0:20
Hibridacion 58°C 0:20 40 ciclos
Extension 72°C 0:20
95°C 2:00

Curva de disociacion 25°C 0:01 1 ciclo
70°C 0:15
95°C 0:01

Cuadro 5. Condiciones finales de la reaccion de PCR en tiempo real.

Componente Concentracion  Concentracién en reaccion Volumen
Brilliant® 11 SYBR green 2X 1X 10 i
QPCR mix Agilent
ROX 1M 100 nM 1 pl
Partidor 1 10 uM 300 mM 2ul
Partidor 2 10 uM 300 mM 2 ul
H,0 bidestilada 1l
ADNCc 4 ul

Volumen total reaccién 20 pl




6.2 Curvas de disociacion y eficiencia

Se realizé un andlisis inicial de la amplificacion de los diez partidores mediante PCR en
tiempo real, la cual evidencio la expresion de todos los genes en estudio en ovocitos inmaduros,
ovocitos maduros y en embriones de 16-32 células, asi como también en blastocistos generados
por diferentes metodos de produccion in vitro, pero con diferencias en la intensidad de la sefial de
fluorescencia. La especificidad de las amplificaciones se confirmé a través de la fluorescencia de
las cinéticas de amplificacién y las curvas de disociacion obtenidas para cada gen, las cuales
mostraron un s6lo pico de temperatura homogénea (Figura 4a-b-c). Ademas, los productos de
PCR fueron examinados mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 2% en los que se
observa una sola banda con el tamafio de pares de bases esperados (Figura 5). Para todos los
genes en estudio, las curvas de disociacion derivadas de las diluciones seriadas de una mezcla de
ADNc de embriones, mostraron un coeficiente de correlacién lineal (R?) superior a 0,979 y
eficiencias mayores del 88% derivadas de la formula de eficiencia de PCR = 101/pendiente _ 1
calculadas por el programa de Mx3000P real-time PCR, como se muestra en el cuadro 6. Los
partidores HPRT1 y PPIA muestran una eficiencia superior al 100% como consecuencia del
método de célculo utilizado que corresponde a una sobreestimacion de la eficiencia real (Bustin,
2004). Las eficiencias de la reaccion de cada par de partidores se emplearon para transformar los
valores Ct a valores lineales para su posterior analisis con los programas de determinacion de la

estabilidad de los genes de referencia candidatos, como se describe méas adelante.

6.3 Controles negativos

Los resultados obtenidos para los controles negativos se pueden observar en la figura 6a-
b, en donde, tanto las curvas de amplificacion como los geles de agarosa indican la ausencia de
agentes contaminantes en cada uno de los pares de partidores en estudio. Este analisis nos

permite proceder a realizar las reacciones de PCR en tiempo real para los tratamientos a evaluar.
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Figura 4a. Representacion de las curvas de disociacion del fragmento de amplificacion de los genes ACTB (a), eEF1A2 (b), GAPDH
(c), H2A (d) respectivamente.
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Figura 4b. Representacion de las curvas de disociacion del fragmento de amplificacién de los genes HMBS (e), HPRTL1 (f), PPIA (g),
SDHA (h) respectivamente.
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Figura 4c. Representacién de las curvas de disociacion del fragmento de amplificacién de los genes SF3A1 (i) e YWHAZ (j)
respectivamente.



Figura 5. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio de los productos de la PCR en tiempo real de los genes ACTB (a) 87pb,
eEF1A2 (b) 196pb, GAPDH (c) 119pb, H2A (d) 176pb, HMBS (e) 80pb, HPRT1 (f) 154pb, PPIA (g) 203pb, SDHA (h) 185pb, SF3A1
(i) 125 pb e YWHAZ (j) 120pb, con sus respectivos tamafios moleculares.



Cuadro 6. Eficiencia de los partidores de los genes de referencia candidatos.

Gen R? Eficiencia (%) Ecuacion Pendiente
ACTB 0,979 95,2 Y =-3,443* Log(x) + 1,08 -3,443
eEF1A2 0,999 96,7 Y =-3,403* Log(x) + -1,01 -3,403
GAPDH 1 89,9 Y =-3,589* Log(x) + -1,93 -3,589
H2A 0,993 93,3 Y =-3,493* Log(x) + -1,07 -3,493
HMBS 0,998 94,4 Y =-3,464* Log(x) + -1,49 -3,464
HPRT1 0,999 101 Y =-3,298* Log(x) + -0,86 -3,298
PPIA 0,998 107,9 Y =-3,146* Log(x) + - 2,03 -3,146
SDHA 0,999 88,3 Y =-3,639*Log(x) +-2,25 -3,639
SF3A1 1 95,1 Y =-3,446* Log(x) + -2,21 -3,446
YWHAZ 1 89,3 Y =-3,609* Log(x) + -1,08 -3,609
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Figura 6 (a-b). Controles negativos de los genes ACTB, eEF1A2, GAPDH, H2A, HMBS, HPRTL, PPIA, SDHA, SF3Al e YWHAZ, a)

Curvas de amplificacion por PCR en tiempo real. b) Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio en donde se observa la
ausencia de fragmentos.



6.4 Reaccion de PCR en tiempo real

Una vez que el protocolo de PCR en tiempo real fue estandarizado se procedié a realizar
las reacciones para cuantificar los transcritos de ARNm de cada uno de los genes de referencia
candidatos en dos experimentos por separado.

En el primer experimento se amplificaron ACTB, eEF1A2, GAPDH, H2A, HMBS,
HPRTL, PPIA, SDHA, SF3A1 e YWHAZ, en diferentes etapas las cuales se incluyeron a ovocito
inmaduro, ovocito maduro y en embriones de 16-32 células generados por fecundacién in vitro,
en donde se evidencid una amplitud en la expresion génica basadndose en los valores Ct
obtenidos, que van desde los 23,40 hasta los 37,54. El gen PPIA obtuvo los valores Ct mas altos
en todas las etapas embrionarias estudiadas, es decir, mostr0 la mayor abundancia de
transcripcion, seguido de los genes SF3A1 y GAPDH. Mientras que H2A fue el gen menos
abundante en las etapas de ovocito inmaduro y maduro. En general, la expresion de casi todos los
genes surgio en ovocito inmaduro y se mantuvo constante en todas las etapas estudiadas,
exceptuando el gen H2A que muestra una baja expresion en la etapa inicial aumentado
considerablemente en la etapa de 16-32 células (cuadro 7). Ademas se observa una escasa
presencia de amplificacion del gen eEF1A2 en las tres etapas estudiadas, sugiriendo una baja
expresion para ese gen. Por otra parte, en el segundo experimento se evaluo la expresion de los
diez genes de referencia en estudio en blastocistos producidos por diferentes métodos de
produccién in vitro, en donde se incluy6 la fecundacion in vitro, la inyeccidn intracitoplasmatica
de espermatozoides, la transferencia nuclear de células somaticas y la partenogénesis. Las
amplificaciones obtenidas presentaron diferencias significativas en los valores Ct entre genes, en
donde PPIA, GAPDH, eEF1A2 y SF3A1 mostraron la mayor abundancia de transcripcion,
mientras que YWHAZ fue el gen menos expresado, no obstante, la expresion para cada gen en
particular se mostro relativamente constante independientemente del método de produccion in

vitro de origen (cuadro 8).



Cuadro 7. Valores Ct para cada gen de referencia candidato en las diferentes etapas analizadas: Ovocito inmaduro, ovocito maduro y

embriones de 16-32 células, respetivamente.

Ovocito inmaduro Ovocito maduro Embriones de 16-32 Células
Gen Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 1 Pool 2 Pool 3
ACTB 28,9 28,795 28,65 28,8725 28,86 28,885 30,445 28,91 29,94
eEF1A2 36,015 36,425 36,235 35,955 35,535 36,375 36,84 36,49 36,665
GAPDH 24,505 24,47 24,315 24,4775 24,535 24,42 29,18 28,345 29,44
H2A 37,54 37,13 37,145 37,1625 37,185 37,14 29,575 29,355 29,585
HMBS 29,38 28,51 29,285 29,3425 29,33 29,355 30,3 29,545 30,435
HPRT1 25,68 25,625 25,58 25,7425 25,715 25,77 28,495 28,07 28,605
PPIA 24,64 23,865 23,765 24,14 23,82 24,46 24,655 23,845 24,76
SDHA 27,855 27,305 27,345 27,495 27,49 27,5 29,245 28,57 29,36
SF3Al 23,695 23,49 23,4 23,625 23,645 23,605 27,63 217,52 27,745
YWHAZ 31,16 30,15 30,15 30,1725 30,17 30,175 33,145 32,99 33,425

*Pool 1, Pool 2 y Pool 3: Promedio de las repeticiones técnicas para cada repeticion bioldgica.



Cuadro 8. Valores Ct para cada gen de referencia candidato en los diferentes métodos de produccion in vitro de embriones
analizados: fecundacién in vitro (FIV), inyeccion intracitoplamatica de espermatozoides (ICSI), transferencia nuclear de
células sométicas (TNCS) y partenogénesis (PA), respetivamente.

FIv ICSI TNCS PA
Gen Pooll Pool2 Pool3 Pooll Pool2 Pool3 Pooll Pool2 Pool3 Pooll Pool2 Pool3
ACTB 30,50 31,14 28,63 29,65 29,58 31,81 34,67 34,58 34,76 26,71 26,61 26,43

eEF1A2 29,89 30,66 30,77 2965 3049 2945 30,20 30,11 2955 28,72 29,47 30,49
GAPDH 29,60 31,17 28,98 29,72 2994 29,82 29,28 28,11 30,45 29,55 27,68 29,85
H2A 33,71 3438 31,49 3289 3330 33,76 31,48 31,52 31,43 3144 30,66 34,77
HMBS 33,08 33,71 3257 3303 3324 3357 3280 3231 3329 32,70 32,48 32,45
HPRT1 32,70 3393 33,10 3353 32,56 34,61 3259 3298 3221 32,06 31,88 34,24
PPIA 2855 3101 2788 2832 279 27,75 26,33 26,05 26,60 28,27 26,19 28,39
SDHA 33,57 36,75 3349 33,76 3267 3402 3083 3067 3098 319 30,68 34,49
SF3A1 30,00 31,18 29,88 30,61 29,76 28,44 29,00 28,92 29,09 28,71 28,35 30,17

YWHAZ 37,37 39,13 3825 3690 3491 3542 3488 3538 3439 3152 32,88 34,08

*Pool 1, Pool 2 y Pool 3: Promedio de las repeticiones técnicas para cada repeticién bioldgica.



6.5 Analisis estadisticos

El andlisis de varianza (ANOVA) de los valores Ct en las distintas etapas embrionarias
indicd que no existen diferencias estadisticamente significativas entre repeticiones biolégicas y
técnicas, mostrando valores de probabilidad (p) mayores al nivel de significancia establecido de
0,05, por lo que se acepta la hip6tesis nula. Sin embargo, se establecieron diferencias altamente
significativas en la expresion de los diferentes genes de referencia y entre las etapas evaluadas,
revelando valores p de 0,000 y 0,003 respectivamente, por lo que se rechaza la hip6tesis nula,
que sefiala la inexistencia de diferencias entre estas variables (Cuadro 9). Por otra parte, la
ANOVA para los valores Ct en blastocistos producidos por diferentes métodos in vitro demostrd
la inexistencia de diferencias estadisticamente significativas entre repeticiones biologicas y
técnicas al obtener valores p de 0,736 y 0,5141 respectivamente, mientras que se establecieron
diferencias entre los métodos de produccion in vitro y los genes evaluados mostrando un valor p

menor al nivel de significancia de 0,05 (Cuadro 10).

Cuadro 9. Analisis de varianza (ANOVA) de los valores Ct obtenidos en las diferentes etapas:

ovocito inmaduro, ovocito maduro y embriones de 16-32 células.

Fuente de variacion  Suma de cuadrados GL Media cuadratica  Estadistico F  Valor p

Gen 2624,4400 9 291,6050 109,6600 0,0000
Repeticidn biologica 3,7841 2 1,8920 0,7100 0,4924
Repeticion técnica 0,2074 1 0,2074 0,0800 0,7804
Estadio 45,8817 2 22,9409 8,6300 0,0003
Residual 438,7600 165 2,6592

Total 3113,07 179

*Significancia de 0,05



Cuadro 10. Analisis de varianza (ANOVA) de los valores Ct obtenidos en blastocistos
producidos por diferentes métodos in vitro: fecundacion in vitro, inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides, transferencia nuclear de células somaticas

y partenogénesis.

Fuente de variacion Sumade cuadrados GL Mediacuadratica  Estadistico F  Valor p

Gen 1191,36 9 132,373 58,81 0
Repeticion bioldgica 1,5848 2 0,7924 0,35 0,7036
Repeticion técnica 0,9613 1 0,9613 0,43 0,5141
Método 98,3249 3 32,775 14,56 0
Residual 504,178 224 2,2508
Total 1796,4 239

*Significancia de 0,05

6.6 Transformacion lineal de los valores Ct

Los valores Ct resultantes de las amplificaciones de los diez genes de referencia
candidatos en las etapas de ovocito inmaduro, ovocito maduro y 16-32 células asi como también
en blastocistos producidos in vitro por fecundacién in vitro, partenogénesis, inyeccion
intracitoplamatica de espermatozoides y transferencia nuclear de células somaticas se
transformaron a cantidades relativas (Q) mediante el método delta Ct (ecuacion 18). Esta
transformacion puede apreciarse en los cuadros 11 y 12, respectivamente. Adicionalmente se
transformaron los datos considerando en conjunto las técnicas de generacion in vitro de

embriones en estudio, dichos datos pueden observarse en el cuadro 13.



Cuadro 11. Valores de los datos linealizados por el método delta Ct en las etapas de ovocito inmaduro (O), ovocito maduro

(MI1) y embriones de 16-32 células (16-32C) para cada gen de referencia candidato.

o1 02 03 MII1 MI12 MII3 16-32C1 16-32C2 16-32C3
ACTB 0,846 0,908 1 0,992 1 0,983 0,358 1 0,502
eEF1A2 1 0,758 0,862 0,753 1 0,567 0,789 1 0,888
GAPDH 0,885 0,905 1 0,964 0,929 1 0,585 1 0,495
H2A 0,763 1 0,990 0,985 0,971 1 0,865 1 0,859
HMBS 0,561 1 0,597 0,992 1 0,984 0,605 1 0,553
HPRT1 0,933 0,969 1 0,981 1 0,962 0,743 1 0,688
PPIA 0,527 0,929 1 0,791 1 0,626 0,553 1 0,512
SDHA 0,706 1 0,975 0,997 1 0,994 0,652 1 0,607
SF3A1 0,821 0,942 1 0,987 0,974 1 0,929 1 0,860

YWHAZ 0,525 1 1 0,998 1 0,997 0,906 1 0,758




Cuadro 12. Valores de los datos linealizados por el método delta Ct en las diferentes técnicas de produccion in vitro de
embriones, fecundacion in vitro (FIV), inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides (ICSI), transferencia
nuclear de células somaticas (TNCS) y partenogénesis (PA) para cada gen de referencia candidato.

FIV1 FIV2 FIV3 ICSI1 ICSI2 ICSI3 TNCS1 TNCS2 TNCS3 PAl PA2 PA3

ACTB 0,285 0,186 1 0,953 1 0,225 0,941 1 0,885 0,833 0,890 1

eEF1A2 1 0,592 0551 0872 0,495 1 0,646 0,686 1 1 0,602 0,301
GAPDH 0,669 0,244 1 1 0,869 0937 0,472 1 0,223 0,301 1 0,248
H2A 0,231 0,149 1 1 0,762 0564 0,973 0,947 1 0,596 1 0,067
HMBS 0,712 0,468 1 1 0,873 0,698 0,723 1 0,523 0,845 0,981 1

HPRT1 1 0,424 0,759 0,509 1 0,239 0,766 0,587 1 0,879 1 0,191
PPIA 0,614 0,101 1 0,657 0,857 1 0,818 1 0,669 0,218 1 0,199

SDHA 0,946 0,127 1 0,502 1 0,426 0,906 1 0,821 0,445 1 0,090
SF3A1 0,921 0,420 1 0,234 0,414 1 0,947 1 0,897 0,785 1 0,297

YWHAZ 1 0,325 0570 0,279 1 0,719 0,730 0,533 1 1 0,421 0,195




Cuadro 13. Valores de los datos linealizados por el método delta Ct considerando en conjunto las diferentes técnicas de

produccion in vitro de embriones, fecundacién in vitro (FIV), inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides

(ICSl), transferencia nuclear de células somaticas (TNCS) y partenogénesis (PA) para cada gen de referencia

candidato.

FIV1 FIV2 FIV3 ICSI1 ICSI2 ICSI3 TNCS1 TNCS2 TNCS3 PAl PA2 PA3
ACTB 0,285 0,186 1 0,504 0529 0,119 0,018 0,019 0,016 0,833 0,890 1
eEF1A2 0,745 0,441 0,410 0,872 0,495 1 0,604 0,641 0,934 1 0,602 0,301
GAPDH 0,384 0,140 0,574 0,356 0,309 0,333 0,472 1 0,223 0,301 1 0,248
H2A 0,223 0,143 0,962 0,383 0,292 0,216 0,973 0,947 1 0,596 1 0,067
HMBS 0,601 0,395 0,844 0,620 0,541 0,432 0,723 1 0,523 0,772 0,89 0,913
HPRT1 0,710 0,301 0,539 0,400 0,785 0,187 0,766 0,587 1 0,879 1 0,191
PPIA 0,161 0,026 0,262 0,190 0,247 0,289 0,818 1 0,669 0,197 0,905 0,180
SDHA 0,159 0,021 0,168 0,142 0,283 0,120 0,906 1 0,821 0,443 0,996 0,089
SF3Al 0,352 0,161 0,382 0,234 0,414 1 0,686 0,725 0,650 0,785 1 0,297
YWHAZ 0,150 0,049 0,085 0,201 0,720 0,517 0,730 0,533 1 1 0,421 0,195




6.7 Determinacion de genes de referencia

Para analizar la estabilidad e idoneidad de los genes de referencia candidatos ACTB,
eEF1A2, GAPDH, H2A, HMBS, HPRT1, PPIA, SDHA, SF3A1 e YWHAZ para su uso como genes
normalizadores en estudios de expresion génica en embriones bovinos producidos in vitro se
analizaron los datos obtenidos de la transformacion de los valores Ct mediante los programas

geNorm (Vandensompele et al., 2002) y NormFinder (Andersen et al., 2004).

6.7.1 geNorm. Los datos de la expresion no normalizada de los genes de ACTB, eEF1A2,
GAPDH, H2A, HMBS, HPRT1, PPIA, SDHA, SF3Al e YWHAZ obtenidos de la transformacién
lineal se pusieron a prueba para determinar la estabilidad de expresion mediante la comparacion
de dos parametros; la etapa y el método de produccion in vitro de embriones a traves del
programa geNorm, el cual se basa en la media geométrica de multiples genes de referencia, asi
como en la variacion entre parejas de un gen en particular con todos los otros candidatos en un
determinado conjunto de muestras. ElI primer experimento fue disefiado para comparar la
estabilidad de la expresion de dichos genes candidatos entre tres etapas diferentes, de este modo
se compararon ovocito inmaduro, ovocito maduro y embriones de 16-32 células. Estos resultados
se presentan segun el valor M obtenido por cada gen en el cuadro 14, donde se observa que en la
etapa de ovocito inmaduro la mejor combinacion fue para los genes ACTB y GAPDH con un
valor M de 0,038, mientras que HMBS y ACTB fueron los genes con mayor estabilidad en
ovocito maduro. En el caso del estadio 16-32 células los genes H2A y SF3A1 mostraron el menor
valor M 0,059, correspondiendo a los genes con mayor estabilidad en su expresion. Asimismo el
gen ACTB se posicion6 en los primeros lugares en ovocito inmaduro y maduro, mientras que
eEF1A2 se ubico en los ultimos lugares de la clasificacion para estas etapas. Ademas, todos los
genes de referencia estudiados mostraron bajos valores M de menos de 0,31, encontrandose muy
por debajo del limite establecido por el programa geNorm (Vandensompele et al., 2002), por lo
tanto todos los genes de referencia tienen una estabilidad similar en las etapas estudiadas (Figura
7).



Cuadro 14. Clasificacion generada por el programa geNorm de los genes de referencia candidatos en ovocito inmaduro, ovocito
maduro y embriones de 16-32 células, respectivamente.

Ovocito inmaduro Ovocito maduro Embriones de 16-32 células
Gen Valor Gen Valor Gen Valor
GAPDH 0,038 HMBS 0 H2A 0,059
ACTB 0,038 ACTB 0 SF3A1 0,059
HPRT1 0,053 SDHA 0,004 YWHAZ 0,094
SF3A1 0,065 YWHAZ 0,006 eEF1A2 0,123
H2A 0,098 SF3A1 0,014 HPRT1 0,142
SDHA 0,125 H2A 0,017 SDHA 0,174

PPIA 0,193 HPRT1 0,02 HMBS 0,2
YWHAZ 0,233 GAPDH 0,029 PPIA 0,224
eEF1A2 0,274 PPIA 0,099 GAPDH 0,234
HMBS 0,311 eEF1A2 0,154 ACTB 0,292

Mas estable GAPDH-ACTB Mas estable HMBS-ACTB Mas estable H2A-SF3A1
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Figura 7. Graficos de los valores de estabilidad de expresion (M) de los genes de referencia candidatos en las etapas de ovocito
inmaduro, ovocito maduro y 16-32 células generado por el programa geNorm. Se observan los valores M de izquierda a derecha
de los mas altos a los mas bajos, es decir, de los genes menos a mas estables.



Por otra parte, se evalud la estabilidad de la expresion de dichos genes en blastocistos
producidos por diferentes métodos in vitro, en los que se incluyeron la fecundacion in vitro,
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, transferencia nuclear de ceélulas somaticas y
partenogénesis. Una exclusion gradual de los genes de referencia menos estables permitio
establecer a YWHAZ y HPRT1 como la pareja méas estable para embriones producidos por
fecundacion in vitro, mientras que para embriones generados por el método de ICSI se
establecieron a HMBS y H2A con un valor M de 0,155 como los genes de referencia mas estables.
En el caso de la técnica de TNCS los genes que mostraron un menor valor M fueron ACTB y
SF3A1 considerandose como la combinacion méas estable para esa condicion, mientras que
HPRT1 y SF3Al fueron los genes de referencia candidatos mas estables para blastocistos
producidos por partenogénesis. De modo general se pueden observar los valores obtenidos para
cada gen candidato en los diferentes métodos in vitro analizados en el cuadro 15. Por otra parte
todos los genes de referencia analizados lograron estabilidades de expresion altas con valores M
de menos de 1,1, valor que esté por debajo del limite determinado por el programa de geNorm de
1,5 (Figura 8). Considerando lo anterior, se evalué de manera conjunta la estabilidad de los genes
candidatos en blastocistos generados por FIV, ICSI, TNCS y PA, en donde GAPDH y HMBS se
ubicaron en los primeros lugares en la clasificacion con un valor M de 0,59, mientras que ACTB

mostrd la menor estabilidad en éste analisis (Cuadro 16; Figura 9).

Adicionalmente este programa permitié calcular los factores de normalizacion para
determinar el nimero de genes de referencia necesarios para una normalizacion precisa en cada
una de las etapas estudiadas, asi como también para blastocistos producidos por diferentes
métodos in vitro. En el primer caso los resultados mostraron valores V3 de 0,019, 0,002 y 0,036
para ovocito inmaduro, ovocito maduro y embriones de 16-32 células respectivamente (Figura
10a), valores inferiores al punto de corte de 0,15 establecido por Vandesompele et al., (2002).
Del mismo modo, en blastocistos producidos por FIV, ICSI y TNCS evidenciaron valores V3 de
0,12, 0,10 y 0,02 respectivamente, mientras que para embriones generados por partenogénesis se
obtuvo un valor V3 superior al punto de corte como se muestra en la figura 10b. En el caso, del
andlisis realizado con los métodos de produccion in vitro de manera conjunta se obtuvieron
valores de V3 de 0,251 (Figura 10c).



Cuadro 15. Clasificacion generada por el programa geNorm de los genes de referencia candidatos en blastocistos producidos
por fecundacion in vitro (FIV), inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), transferencia nuclear de
células sométicas (TNCS) y partenogénesis (PA) respectivamente.

FIV ICSI TNCS PA

Gen Valor Gen Valor Gen Valor Gen Valor
YWHAZ 0,229 HMBS 0,155 ACTB 0,009 HPRT1 0,421
HPRT1 0,229 H2A 0,155 SF3A1 0,009 SF3A1 0,421
SF3A1 0,322 GAPDH 0,261 SDHA 0,042 eEF1A2 0,559

HMBS 0,396 PPIA 0,406 H2A 0,092 YWHAZ 0,6
GAPDH 0,468 eEF1A2 0,492 PPIA 0,144 HMBS 0,828
SDHA 0,657 SDHA 0,593 eEF1A2 0,242 ACTB 0,878
PPIA 0,745 HPRT1 0,713 HPRT1 0,302 GAPDH 0,946
ACTB 0,805 YWHAZ 0,805 YWHAZ 0,34 PPIA 1,002
H2A 0,848 ACTB 0,887 HMBS 0,384 SDHA 1,056
eEF1A2 0,9 SF3A1 0,978 GAPDH 0,526 H2A 1,124

Mas estable YWHAZ-HPRT1 Mas estable HMBS-H2A Mas estable ACTB-SF3A1 Mas estable HPRT1-SF3A1
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Figura 8. Gréficos de los valores M de estabilidad de expresion de los genes de referencia candidatos en blastocistos producidos
por fecundacion in vitro, inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, transferencia nuclear de células somaticas y
partenogénesis respectivamente generado por el programa geNorm. Se observan los valores M de izquierda a derecha de los mas
altos a los mas bajos, es decir, de los genes menos a los mas estables.




Cuadro 16. Clasificacion de los genes de referencia candidatos evaluando de manera conjunta
los métodos de produccion in vitro: fecundacion in vitro, inyeccion intracitoplasmética de
espermatozoides, transferencia nuclear de celulas sométicas y partenogénesis generada por el

programa geNorm.

Meétodos de produccion in vitro de embriones

Gen Valor
GAPDH 0,590
HMBS 0,590
SF3A1 0,736
eEF1A2 0,766
HPRT1 0,820
H2A 0,898
PPIA 0,973
SDHA 1,029
YWHAZ 1,188
ACTB 1,602

Mas estable GAPDH-HMBS

Meétodos de produccion in vitro de embriones
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Figura 9. Grafico de los valores de estabilidad de expresion obtenidos por geNorm para los
genes de referencia candidatos evaluando de manera conjunta los métodos de produccién in vitro:
fecundacion in vitro, inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, transferencia nuclear de
células somaéticas y partenogénesis.
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Figura 10a. Determinacién del nimero 6ptimo de genes de referencia necesario para la normalizacidén. Analisis de variacion de
a pares entre los factores de normalizacion, en las etapas de ovocito inmaduro, ovocito maduro y embriones de 16-32 células
respectivamente.
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Figura 10b. Determinacion del nimero optimo de genes de referencia necesario para la normalizacion de datos en blastocistos
producidos por fecundacion in vitro, inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, transferencia nuclear de células
somaticas y partenogénesis respectivamente.
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Figura 10c. Determinacion del namero Optimo de genes de referencia necesario para la
normalizacién de datos en blastocistos generados mediante distintos métodos de produccion in
vitro de embriones.



6.7.2. Analisis por NormFinder. Este programa permite estimar las variaciones de la expresion
general de los genes candidatos y la variacion entre los subgrupos de la muestras. De acuerdo con
el valor resultante de la estabilidad de expresion de los genes de referencia candidatos se realiza
una clasificacion de estos. En el primer experimento y segun estos valores, los genes mas estables
para ovocito inmaduro corresponden a SF3A1 y SDHA con un valor de estabilidad de 0,017.
Mientras que en ovocito maduro HPRT1 mostro el valor menor de 0,005 considerandose como el
mas estable en esa etapa en especifico. En el caso de la etapa de 16-32 células se identifico a
SDHA como el gen con mayor estabilidad en su expresion con un valor de 0,02, como se muestra
en el cuadro 17. Del mismo modo, el gen eEF1A2 se mantuvo entre los ultimos lugares de la
clasificacion en todas las etapas embrionarias analizadas, evidenciando una baja estabilidad en su
expresion en las etapas tempranas del desarrollo embrionario (Figura 11). Por otra parte, en el
segundo experimento y como Se observa en el cuadro 18 se evidencio un valor de estabilidad de
0,082 para el gen SF3AL en la expresion de blastocisto producidos por fecundacion in vitro,
mientras que el gen mas estable para el método de inyeccion intracitoplamastica de
espermatozoides correspondio a HMBS. En el caso del analisis utilizando embriones producidos
por transferencia nuclear de células somaticas identific6 a ACTB como el gen con expresion mas
constante para ser utilizado como referencia. EI gen SF3A1 mostré un valor de estabilidad 0,146
siendo el gen mas estable para utilizarlo como gen normalizador en embriones generados por

partenogénesis (Figura 12).

Adicionalmente a lo anterior, se evalud la estabilidad de los diez genes de referencia
candidatos considerando de manera conjunta los métodos de produccion in vitro de fecundacion
in vitro, inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides, transferencia nuclear de células
somaticas y partenogénesis. Los resultados obtenidos se encuentran descritos en el cuadro 19, en
donde se observa que el gen SF3ALl fue el méas estable para estas condiciones especificas,

mostrando un valor de estabilidad de 0.316 (Figura 13).



Cuadro 17. Clasificacion generada por el programa NormFinder de los genes de referencia candidatos en ovocito inmaduro, ovocito

maduro y embriones de 16-32 células, respectivamente.

Ovocito inmaduro Ovocito maduro Embriones de 16-32 células
Gen Valor Gen Valor Gen Valor
SF3A1 0,017 HPRT1 0,005 SDHA 0,024
SDHA 0,017 HMBS 0,023 HPRT1 0,037
H2A 0,021 ACTB 0,023 HMBS 0,076
ACTB 0,073 SDHA 0,033 PPIA 0,134
HPRT1 0,102 YWHAZ 0,036 GAPDH 0,145
GAPDH 0,105 SF3A1 0,058 YWHAZ 0,154
PPIA 0,233 H2A 0,06 H2A 0,158
YWHAZ 0,256 GAPDH 0,088 eEF1A2 0,16
HMBS 0,283 PPIA 0,203 SF3A1 0,184
eEF1A2 0,294 eEF1A2 0,259 ACTB 0,351

Mas estable SF3A1 Mas estable HPRT1 Mas estable SDHA
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Figura 11. Gréaficos de los valores promedio de la estabilidad de expresion de los genes de referencia candidatos obtenidos por
NormFinder en ovocito inmaduro, ovocito maduro y embriones de 16-32 células respectivamente. Partiendo por los valores mas altos
(izquierda) a los mas bajos (derecha), es decir de menos a mas estable.



Cuadro 18. Clasificacion generada por el programa NormFinder de los genes de referencia candidatos en fecundacion in vitro (FIV),
inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides (ICSI), transferencia nuclear de células sométicas (TNCS) y partenogénesis (PA)
respectivamente.

FIV ICSI TNCS PA

Gen Valor Gen Valor Gen Valor Gen Valor
SF3A1 0,082 HMBS 0,131 ACTB 0,003 SF3A1 0,146
GAPDH 0,137 GAPDH 0,151 SF3A1 0,003 HPRT1 0,284
HMBS 0,264 PPIA 0,223 SDHA 0,019 eEF1A2 0,423
HPRT1 0,338 SDHA 0,281 H2A 0,041 GAPDH 0,475
YWHAZ 0,455 H2A 0,282 PPIA 0,097 SDHA 0,629
ACTB 0,526 eEF1A2 0,557 HMBS 0,263 YWHAZ 0,638
SDHA 0,609 HPRT1 0,623 eEF1A2 0,302 PPIA 0,65
PPIA 0,619 YWHAZ 0,625 HPRT1 0,359 HMBS 0,727
H2A 0,651 ACTB 0,829 YWHAZ 0,415 ACTB 0,772
eEF1A2 0,708 SF3A1 0,857 GAPDH 0,754 H2A 0,873

Mas estable SF3A1 Mas estable HMBS Mas estable ACTB Mas estable SF3A1
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Figura 12. Gréficos de los valores promedio de la estabilidad de expresion de los genes de referencia candidatos generados por
NormFinder, partiendo por los valores mas altos (izquierda) a los mas bajos (derecha) en blastocistos producidos por fecundacion in
vitro, inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, transferencia nuclear de células somaticas y partenogénesis respectivamente.



Cuadro 19. Clasificacion de los genes de referencia candidatos evaluando de manera conjunta
los métodos de produccion in vitro: fecundacion in vitro, inyeccion intracitoplasmética de
espermatozoides y transferencia nuclear de celulas somaticas generada por el programa

NormFinder.

Meétodos de produccion in vitro de embriones

Gen Valor
SF3A1 0,265
GAPDH 0,407
HMBS 0,426
HPRT1 0,516
eEF1A2 0,598
H2A 0,668
PPIA 0,668
SDHA 0,774
YWHAZ 0,810
ACTB 1,608
Mas estable SF3A1
Meétodos de produccion in vitro de embriones
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Figura 13. Gréfico de los valores de estabilidad de expresién obtenidos por NormFinder para
los genes de referencia candidatos evaluando de manera conjunta los métodos de produccién in
vitro: fecundacion in vitro, inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides y transferencia
nuclear de células somaticas.



7. DISCUSION

El uso de genes de referencia para la normalizacion es un método cominmente utilizado
en la mayoria de los experimentos de analisis de expresion génica (Schmittgen y Zakrajsek,
2000) y se sugiere su validacién para cada condicidn experimental (Bustin, 2002; Goossens et al.,
2005; Huggett et al., 2005; Morse et al., 2005), debido a que el uso de un gen de referencia
inadecuado, puede conducir a la normalizacién errénea de los datos de PCR en tiempo real y, por
tanto, una malinterpretacion del significado bioldgico de los resultados obtenidos (Bas et al.,
2004; Haller et al., 2004). En mamiferos se ha tratado de identificar los genes de referencia mas
adecuados para el analisis de expresidbn en ovocitos y embriones preimplantacionales,
demostrando que los genes mas utilizados para validar los datos de expresion varian durante el
desarrollo temprano del embrién (Robert et al., 2002; Goossens et al., 2005; Jeong et al., 2005;
Bettegowda et al., 2006; Kuijk et al., 2007; Mamo et al., 2007; Vigneault et al., 2007).

Considerando que la identificacion de genes de referencia se ve ain mas dificultada en
muestras de embriones, debido al menor tamafio y a que el nimero de células se encuentran en
constante cambio, es que en esta tesis se implementd un protocolo optimizado para la extraccion
de ARN a partir de muestras bioldgicas con bajo nivel de expresion, y se incorpordé métodos de
control adecuados para el analisis de expresion génica, lo cual permitio generar resultados
confiables para su uso en RT-PCR en tiempo real. En particular, el método de extraccion de ARN
ha sido recomendado previamente por Goosens et al., (2005) y Ross et al., (2010), quienes
concuerdan con la efectividad de las columnas de silice, en desmedro de otros métodos de
extraccion particularmente para estudios en embriones bovinos producidos in vitro. Por otra
parte, se debe destacar la importancia de la calidad de los embriones producidos in vitro para ser
usados como muestras en los andlisis de la expresion génica, considerando que el uso de
embriones incompetentes causa diferencias en los niveles de expresidn, influyendo directamente
en la seleccidn del gen de referencia (Donnison y Pfeffer, 2004; Fair et al., 2004; Gardner y Lane,

2005), razon por la cual en nuestro estudio sélo se incluyeron grupos (n= 30 y n=5) de ovocitos y



embriones con buenas caracteristicas morfoldgicas con el fin de reducir al minimo la influencia

de este factor en la expresion de los genes de referencia evaluados.

El sistema de deteccion de la fluorescencia utilizado para la reaccion de PCR en tiempo
real (SYBR Green) result eficiente para la amplificacion y analisis de la estabilidad de la
expresion de los genes de referencia candidatos, mostrando curvas de disociacion confiables y
reproducibles, equivalentes a otros estudios (Goosens et al., 2005; Kuijk et al., 2007; Mamo et
al., 2007; Smits et al., 2009) utilizando muestras de embriones de bovinos, porcinos, murinos y
equinos, respectivamente. Asi mismo, el coeficiente de correlacion y la eficiencia de la PCR
fueron utilizados como control de calidad, para excluir posibles muestras contaminadas, con el
fin de reducir la variabilidad del ensayo asi como también el sesgo (Cikos et al., 2007; Ruijter et
al., 2009).

Recientemente, dos grupos (Gossens et al., 2005; Ross et al., 2010) publicaron el hallazgo
de los genes de referencia mas adecuados para ovocitos y embriones de bovinos en la fase de
preimplantacion. A pesar de las valiosas contribuciones de Gossens et al., (2005) en la evaluacion
de los efectos del aislamiento de ARN vy seleccidon de genes de referencia, sus conclusiones en
relacion a esto dltimo se vio limitada por el nimero de genes que incluyo en la comparacion, las
etapas de desarrollo embrionario y los métodos de produccion in vitro de embriones, siendo
imprescindible tener en cuenta mas opciones para llegar a recomendaciones significativas. Por
otra parte, se ha utilizado ampliamente PCR en tiempo real para analizar la expresion génica de
embriones generados por métodos in vitro, sin embargo, su validacién no se ha informado en
muchas de estas técnicas. Nuestros resultados indican que los genes de referencia més utilizados
en estos analisis pueden tener fluctuaciones significativas en la estabilidad de expresiéon no solo
cuando son analizados en las distintas etapas de maduracion del ovocito y desarrollo
embrionario, sino también cuando los embriones son generados por distintos métodos de
produccidn in vitro. Si bien, los resultados obtenidos mediante geNorm (Vandensompele et al.,
2002) y NormFinder (Andersen et al., 2004) son bastantes similares, no son idénticos, lo que

concuerda con lo informado en estudios realizados previamente en diferentes tejidos y especies



(Pfaffl et al, 2004; Robinson et al., 2007; Walker et al., 2009; Hurtado del Pozo et al, 2010;
Feng et al., 2010; Martinez-Beamonte et al., 2011). Dichas discrepancias han sido atribuidas
principalmente a los diferentes modelos matematicos que cada programa utiliza para el calculo de
las estabilidades (Andersen et al., 2004). Por una parte, geNorm se basa en la evaluacion de la
variacion promedio de a pares en donde secuencialmente se excluye a los genes con valores M
mas altos, terminando con la combinacion que tiene el mayor grado de similitud del perfil de
expresion, en contraste, NormFinder se basa en un modelo de aproximaciones en donde todos los
genes de referencia candidato son evaluados individualmente por su variacion inter e intragrupal.
Asi mismo, los genes de referencia posicionados en los Gltimos lugares de la clasificacion son los
mismos tanto para geNorm y NormFinder (Feng et al., 2010), lo que coincide con lo obtenido en
nuestro estudio (Anexo 5, 6 y 7), a excepcion del estudio en la etapa de embriones de 16-32
células y blastocistos producidos por partenogenesis, en donde se evidenciaron las mayores
diferencias entre la clasificacion realizada por dichos programas. Teniendo en consideracion que
los resultados generados por NormFinder pueden ser afectados por ligeras diferencias en la
cantidad inicial de templado, se prefirieron los resultados de geNorm por sobre los de

NormFinder, a pesar de su menor sensibilidad a los genes expresados diferencialmente.

Un resultado interesante fue el encontrado con el gen GAPDH, que esta presente en un
gran namero de estados fisioldgicos, considerdndose cominmente como un gen de referencia
inestable. Sin embargo, en contraste con lo anterior, en este estudio GAPDH se establecio como
el mejor candidato para la etapa de ovocito inmaduro, concordando con lo obtenido por Gossens
et al., (2005) y Kuijk et al., (2007), sin perjuicio de que este ultimo no lo recomend6 como un
buen gen de referencia. Del mismo modo, ACTB mostr6 una alta estabilidad en ovocitos
inmaduros y ovocitos maduros posicionandose en los primeros lugares de la clasificacion por
geNorm, contrariamente a lo reportado por Gossens et al., (2005), en donde se identificd como el
gen menos estable en embriones en fase de preimplantacion. Cabe sefialar ademas que los analisis
de estabilidad fueron realizados de manera conjunta para todos los estadios, mientras que en
nuestro estudio se evaluaron individualmente. Lo anterior concuerda con lo reportado por
Wassarman, (1983); Bachvarova, (1985) y Paynton et al., (1988), en donde evidenciaron una

disminucion de la cantidad de ARNm de ACTB en etapas posteriores a la fecundacion, mientras



que en ovocitos presentaba una activa transcripcion de dicho gen. Dicho mecanismo puede ser
explicado tomando como base el proceso de maduracion meiotica, durante el cual se produce la
traduccion de las proteinas por el ARNm materno presente en el ovocito y s6lo a partir de la
segunda division en el raton y/o a partir de las 8-16 células en el bovino, dicho proceso esta
dirigido por el ARN del embrién (Flach et al., 1982). Ademas, sefialan la importancia de ACTB
en una amplia gama de procesos celulares en la embriogénesis temprana, tales como la migracion
celular, la division celular y la regulacion de la expresion. Por otra parte, en nuestro estudio se
revelé una expresion estable del gen SDHA en el estadio de ovocito maduro, mientras que
YWHAZ se mostré estable en ovocito maduro y embriones de 16-32 células.

A pesar que H2A ha sido considerado como un buen gen de referencia en el desarrollo
preimplantacional en la especie bovina y murina, debido a sus niveles constantes de ARNmM
(Robert et al., 2002; Jeong et al., 2005; Mamo et al,, 2007; Ross et al., 2010), en nuestro estudio
se evidencio una baja expresion de este gen en ovocitos inmaduros y ovocitos maduros,
mostrando un incremento en etapas embrionarias posteriores, especificamente en embriones de
16-32 ceélulas y blastocisto, lo que sugiere la existencia de cambios en la estructura de la
cromatina y la reprogramacion nuclear en estos estadios, considerando que H2A es una de las
cinco principales histonas que estan involucradas en la estructura de la cromatina (Bernstein et
al., 2006). Kuijk et al., (2007) concuerda con nuestros resultados, al encontrar una expresion
inconsistente de H2A en las primeras etapas de desarrollo embrionario en la especie porcina. Por
otra parte, el gen eEF1A2 mostré una baja estabilidad en las primeras etapas del desarrollo
embrionario, revelando un aumento progresivo a lo largo de las distintas etapas evaluadas, lo que
podria deberse a su rol como factor en el proceso de traduccion, considerando que el genoma del
embrion bovino esta transcripcionalmente inactivo durante las primeras divisiones celulares hasta
alcanzar la etapa de 8 a 16 células (Memili et al., 1998). Por lo tanto, durante el crecimiento de
los ovocitos, el ARN materno asegura la sintesis de proteinas (Bachvarova, 1992; Sirard et al.,
2005). Adicionalmente a lo anterior, Kanka et al., (2009) evidencié en su estudio que los niveles
de ARNm de los factores de iniciacion elF4E y elF4A2 son reducidos significativamente en las
etapas de ovocito maduro y en embriones de 4 células, considerando que no existe sintesis de

ARNmM nuevo. Asimismo, SF3AL1 se mantuvo con expresion constante en todas las etapas del



ovocito y embrionarias analizadas, ubicAndose en las primeras posiciones de la clasificacién por
geNorm, lo que podria explicarse por su activa participacion en el empalme del ARNmM,
considerando que el procesamiento de pre-ARNmM representa un importante mecanismo para
modificar el contenido celular de proteinas durante el desarrollo embrionario temprano. Es
importante tomar en cuenta que los valores M obtenidos en la clasificacion realizada por geNorm
no superan los 0,3, lo que se encuentra muy por debajo de 1,5 propuesto como limite por
Vandensompele et al., (2002), demostrando la alta estabilidad de todos los genes de referencia
candidatos analizados.

El anélisis de expresién de los genes de referencia candidatos en blastocistos generados
por diferentes métodos de produccion in vitro de embriones, permiti6 observar diferencias
significativas entre las distintas técnicas, concordando con lo propuesto por diversos autores, los
que sefialan que las condiciones diferenciales del cultivo in vitro afecta los patrones de expresion
génica de mamiferos durante la embriogénesis (Niemanny Wrenzycki, 2000; Wrenzycki et al.,
2001; Lazzari et al., 2002; Rizos et al., 2002, Rinaudo y Schultz, 2004). En este estudio, se pudo
establecer que YWHAZ y HPRT1 son los genes mas estables en blastocistos producidos por
fecundacion in vitro. No obstante, a pesar de la estabilidad observada para el gen YWHAZ, no
recomendamos su uso como gen de referencia, debido a los bajos niveles de transcripcion
encontrados en embriones generados por dicha técnica. En blastocistos producidos por
transferencia nuclear de células somaticas, la mejor combinacion de genes correspondié a ACTB
y SF3AL. Estos resultados contrastan con lo descrito recientemente por Ross et al., (2010),
quienes observaron una alta estabilidad en la expresion de los genes PPIA y H2A en embriones
generados por estas técnicas. Sin embargo, estos autores no incluyeron los genes YWHAZ,
HPRT1 y SF3AL en su evaluacion. Sin perjuicio de lo anterior y a pesar que el gen PPIA no se
posiciond en los primeros lugares de la clasificacion por geNorm, mostrd los niveles de
transcripcién méas abundantes en contraste con los otros genes candidatos del estudio en todos los
métodos in vitro evaluados, evidenciando una alta expresion de este gen en embriones

preimplantacionales bovinos.



Por otra parte, es interesante destacar que la estabilidad de ACTB en embriones clonados
observado por Ross et al., (2010) también se observé en este estudio, lo que podria explicarse por
una ineficiencia del proceso de la transferencia nuclear de células somaticas atribuible a una
reprogramacion epigenética incompleta o anormal en las primeras etapas embrionarias, reflejando
diferencias en la transcripcion (Cibelli, 2007). Resultados similares fueron observados por Smits
et al., (2009) en blastocistos equinos generados in vitro e in vivo, recomendando estos autores la
utilizacién de ACTB como gen normalizador para estudios de expresion en embriones de dicha
especie (Smits et al., 2009). Sin embargo, en la especie murina, ACTB era uno de los genes
menos estables del grupo de genes analizados por estos autores, mientras que los genes mas
estables correspondieron a HPRT1, H2A y PPIA (Mamo et al., 2007).

En embriones generados por partenogénesis se encontré que los genes mas estables eran
HPRT1 y SF3Al, mientras que en embriones generados por la técnica de inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides se determind a los genes HMBS y H2A como la mejor
combinacion para ser usados como genes normalizadores. Adicionalmente, se pudo observar en
la clasificacion realizada por geNorm, valores M que no superan los 1,1 en embriones generados
por partenogénesis y 0,90, 0,97 y 0,52 para embriones generados por fecundacion in vitro,
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides y transferencia nuclear de células somaticas,
respectivamente, encontrandose por debajo del valor limite de 1,5 propuesto por el autor del
programa, lo cual sefialaria una buena estabilidad de los genes de referencia candidatos evaluados
en este estudio. Considerando lo anterior, es importante destacar que los valores mas altos de
variabilidad (valores M) se encontraron en blastocistos producidos por partenogénesis, resultado
que podria explicarse al considerar que dicha técnica genera embriones con una asimetria
epigenética producto de una reproduccion uniparental que causa una expresion no equivalente de
los genes y, por ende, impide el desarrollo de los embriones a largo plazo (Brevini y Gandolfi,
2008). Esto permite concluir que la impronta génica de ambos parentales es indispensable para

originar un embrién normal y viable.

En otro orden de ideas, parece necesario sefialar que se observd un incremento

considerable de la expresién del gen eEF1A2 en la etapa de blastocisto generados por los



diferentes métodos evaluados, siendo posible presumir la activacion del genoma del embrion,
considerando su importante rol en el proceso de empalme del ARNm en la traduccion. De la
misma manera, el gen SF3A1 mostré una expresion constante en los diferentes métodos de
produccion de embriones in vitro, posicionandose en los primeros lugares de la clasificacion
realizada por geNorm, exceptuando en inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide en donde
se ubico en la dltima posicion. Junto con lo anterior, es importante destacar que este gen no habia
sido examinado con anterioridad en muestras de embriones, por lo que esto constituye un
importante hallazgo. Del mismo modo, seria interesante comprobar la reproducibilidad de la
estabilidad del gen SF3A1 en embriones de diferentes especies, puesto que existe la posibilidad
que estos resultados tengan una aplicacion mas amplia, si tomamos en cuenta que los genes de

referencia son independientes de las especies (Brinkhof et al., 2006).

Los resultados de la evaluacion de la estabilidad conjunta de los métodos de produccion in
vitro de embriones (ICSI, FIV, TNCS y PA), permitié identificar en dicho analisis a GAPDH y
HMBS como la combinacion més estable de genes de referencia para ser utilizada como genes
normalizadores en estudios de expresion génica en embriones producidos in vitro,
especificamente en la etapa de blastocisto (dia 7), sequido del gen SF3A1. Del mismo modo,
ACTB mostrd los valores M mas altos (1,6), valores que estan muy por encima de lo obtenido por
GAPDH y HMBS, por lo que para nuestras condiciones experimentales se concluye que no es un
gen de referencia adecuado cuando se quiere realizar estudios de expresion en embriones
generados por distintos métodos. Nuestros resultados concuerdan con Goosens et al., (2005),
quienes establecieron que GAPDH era el gen méas estable en embriones preimplantacionales
bovinos, mientras que ACTB fue considerado como un gen de referencia con expresion inestable.
Asi mismo, Bower et al., (2007) también reportaron una expresion inestable del gen ACTB en un
experimento de microarreglos al comparar su expresion en blastocistos generados por
transferencia nuclear de células somaticas y fecundacién in vitro (Bower et al., 2007). No
obstante, se observaron diferencias considerables con respecto a los genes SDHA e YWHAZ, ya
que en nuestros resultados, estos genes se posicionaron en los ultimos lugares de la clasificacion

dada por el programa geNorm, en contraste con el estudio antes sefialado.



El uso de un unico gen de referencia para normalizar datos de expresion génica no es
suficiente para dicho analisis (Thellinet al., 1999; Goidin et al., 2001; Vandesompele et al.,
2002; Tricarico et al., 2002; Dheda et al., 2004; Jemiolo y Trappe, 2004; Huggett et al., 2005),
demostrandose previamente que el uso de dos a cuatro genes mejora la precisién de la
cuantificacion asegurando una interpretacion mas adecuada del significado bioldgico de los
resultados obtenidos (Vandensompele et al., 2002; Brinkhof et al., 2006; Peters et al., 2007). En
tal sentido, los datos generados en este estudio permitieron establecer el nimero éptimo de genes
de referencia necesarios para realizar una adecuada normalizacion de los datos de RT-PCR en
tiempo real para estudios de expresion génica en embriones bovinos generados in vitro. Para
estudios de expresion génica en diferentes etapas del desarrollo embrionario, cada una de las
etapas mostrd valores inferiores al punto de corte de 0,15, indicando que tres genes de referencia
son suficientes para una normalizacion confiable de los datos (Vandensompele et al., 2002;
Allen et al., 2008; Silver et al., 2008). Asimismo, para estudios de expresion génica en
blastocistos producidos por diferentes métodos, se establecid que es necesario considerar tres
genes de referencia, exceptuando el caso de blastocistos producidos por partenogénesis, en donde
cuatro genes de referencia son requeridos para un normalizacién precisa de los datos, ya que el
valor de V3 se encontrd por encima del valor de corte 0,15. Por otra parte, al considerar los
métodos in vitro de embriones de manera conjunta se observa un valor Vs de 0,15 indicando que

cinco genes de referencia son necesarios para los analisis de expresion génica en blastocistos.



8. CONCLUSIONES

Se optimizo e implementé un método de extraccién de ARN libre de ADN gendmico, asi
como también un disefio experimental de PCR en tiempo real preciso para la seleccion de los
genes de referencia mas adecuados para analisis de expresion en distintas etapas del desarrollo

embrionaria temprana y maduracion del ovocito en bovinos producidos in vitro.

Los genes de referencia candidatos ACTB, eEF1A2, GAPDH, H2A, HMBS, HPRT1,
PPIA, SDHA, SF3A1 e YWHAZ, revelaron una alta estabilidad de expresion en las diferentes
etapas del desarrollo embrionario y en los diferentes métodos de produccion in vitro de

embriones evaluados.

Se sugiere el uso de la media geométrica de GAPDH, ACTB y HPRTL1 para ovocitos
inmaduros, HMBS, ACTB y SDHA para ovocitos maduros y SF3Al, H2A e YWHAZ para
embriones de 16-32 células, mientras que para blastocistos producidos por diferentes métodos in
vitro a GAPDH, HMBS y SF3A1. Sin perjuicio de lo anterior, debido al encarecimiento que
significa el uso de tres genes de referencia en varias muestras, se recomienda el empleo de al

menos 2 genes de referencia para dicho analisis.

Finalmente, se confirmd que los genes de referencia evaluados son muy especificos para
cada situacion experimental en particular, por lo que se requiere una evaluacion y validacion
precisa de estos genes al momento de emprender un estudio de expresion génica en embriones

bovinos.



9. RESUMEN

La PCR en tiempo real es una técnica sensible y eficiente para la estimacién cuantitativa
de los niveles de transcripcién de los genes especificos de interés expresados en muestras que
contienen pequefias cantidades de ARNm, como es el caso de ovocitos y embriones en etapas
tempranas del desarrollo embrionario. No obstante, el nivel de expresion de estos genes puede
variar entre tejidos y/o células no s6lo como resultado de la expresién diferencial, sino también,
debido a diferentes factores, tal como la eleccion de genes de referencia para normalizar la
expresion de los genes de interés, por lo que la seleccion de estos genes es fundamental para un

estudio preciso de la expresion génica.

En esta tesis, se evalu6 mediante la técnica de PCR en tiempo real, la estabilidad
diferentes genes de referencia ACTB, eEF1A2, GAPDH, H2A, HMBS, HPRT1, PPIA, SDHA,
SF3A1 e YWHAZ, en distintas etapas; las que incluyeron a ovocito inmaduro, ovocito maduro y
embriones de 16- 32 células, asi como también en blastocistos generados por fecundacion in
vitro, inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, transferencia nuclear de células
somaticas y partenogénesis, para su validacion como genes normalizadores para estudios de
expresion génica en embriones bovinos. Los datos fueron analizados mediante geNorm y
NormFinder en donde se observaron diferencias entre los niveles de transcripcion de los genes
candidatos en las diferentes etapas del ovocito y embrionarias, y en los embriones generados por
los distintos métodos de produccién in vitro evaluados. De acuerdo a los resultados de estos
andlisis, se establecié que en blastocistos producidos in vitro los genes mas estables son HMBS,
GAPDH y SF3AL, por lo que se recomienda su uso como genes de referencia en analisis de
expresion génica en embriones bovinos. Asi mismo, se sugiere el uso de la media geométrica de
los tres genes mas estables como un factor de normalizacidn mas preciso para minimizar las

variaciones experimentales.

Palabras claves: PCR en tiempo real, normalizacién, genes de referencia, expresién génica

desarrollo embrionario temprano, geNorm, NormFinder.



10. SUMMARY

Real time RT-PCR is a sensitive and efficient technique for quantitative estimation of
gene transcription levels, particularly useful in samples which contain minimal quantities of
RNAm, as it is the case for oocytes and embryos on early stages of development. Nevertheless,
the level of expression may vary between tissues and/or cells, not only as the result of the
differential expression, but also due to different factors, including the adequate selection of
reference genes in order to normalise the gene expression data. Therefore, the selection of these

genes is fundamental for a precise analysis of the gene expression data.

In this study, a number of reference genes including ACTB, eEF1A2, GAPDH, H2A,
HMBS, HPRT1, PPIA, SDHA, SF3Al and YWHAZ, widely used to normalise gene expression
data in different stages of early bovine embryo development, were evaluated through the
technique Real time RT-PCR, in order to assess their stability. Immature oocytes, mature oocytes
and 16- 32 cell embryos, as well as blastocysts produced by in vitro fertilization, intracytoplasmic
sperm injection, somatic cell nuclear transfer and parthenogenesis were used for this analysis.
The data was analyzed by geNorm and NormFinder, which showed differences between the
transcription levels of the candidates genes in the different embryonic stages and in the embryos
generated by the different techniques. Based on the results of this study, it was found that
in blastocysts produced in vitro the more stable genes are HMBS, GAPDH and SF3A1l1, and
therefore these genes should be used to analyze gene expression data in bovine embryos. We also
suggest the use of a geometric average of three of the most stable genes as a more precise

normalizing factor in order to minimize experimental variations.

Keywords: real time PCR, normalization, reference genes, gene expression, early embryonic

development, geNorm, NormFinder.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de Extraccion de ARN Picopure RNA isolation kit (Arcturus)

Materiales y equipos requeridos:

Kit Picopure RNA isolation kit (Arcturus)
Enzima ADNasa (Fermentas)

Microcentrifuga (con regulador de temperatura)
Termoblock

Micropipetas ajustables

Puntas estériles, libres de nucleasas

Vortex

Tubos microcentrifuga 0,5 ml

Lisis Celular e inicio de la extraccion:

1. Lavar los embriones en PBS conteniendo PVA 0,1% (3 gotas 30-60 segundos y una gota
PBS para evitar que queden pegajosos).

2. Con la ayuda de una lupa poner los embriones al fondo de un tubo eppendorf de 1,5 ml
libre de ARNasa y ADNasa (en 2 a 3 ul de de medio). Luego remover todo el medio que
se pueda (en general queda menos de 1pl)

3. Enotro tubo agregar 40 pl buffer de extraccion XB para grupos de 5 0 10 embriones.

4. Incubar a 42 °C. durante 30 minutos. Centrifugar a baja velocidad para bajar el contenido
de las paredes (Ej: 3.000 x g. x 2 minutos) y guardar a -80 °C., hasta el dia de la

extraccion de ARN (o bien continuar inmediatamente con el protocolo).

Extraccion final y purificacion del ARN:
5. Preacondicionar la columna de extraccion del kit agregando 250 pl de buffer de
acondicionamiento CB en la membrana y dejar incubar a temperatura ambiente durante 5

minutos. Centrifugar la columna con el tubo de recoleccion a 16.000 xg por 1 minuto.



6.

Agregar 40 pl de etanol al 70% al tubo que contiene el ARN en buffer XB. Mezclar por
pipeteo suave.

Colocar la mezcla anterior directamente sobre la membrana de la columna
preacondicionada y centrifugar por 2 minutos a 100 xg (para unir el ARN).
Inmediatamente centrifugar a 16.000 x g. por 30 segundos.

Adicionar a la columna 100 pl. de buffer de lavado 1 (WB1) y centrifugar a 8000 x g.

durante 1 minuto.

Tratamiento ADNasa:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

e Pipetear 5 pl de ADNasa en 35 pl del buffer respectivo. Mezclar suavemente.

e Pipetear estos 40 ul directamente sobre la membrana de la columna, incubar a
temperatura ambiente por 15 minutos.

e Adicionar 40 pl de buffer WB1 sobre la membrana de la columna. Centrifugar a

8000 x g. por 15 segundos.

Agregar 100 pl de buffer de lavado 2 (WB2) en la columna de purificacion y centrifugar a
8.000 x g. por 1 minuto.

Adicionar nuevamente 100 ul de buffer WB2 en la columna de purificacion y centrifugar
a 16.000 x g. por 2 minutos.

Chequear la columna por cualquier residuo de lavado que permanezca. Re-centrifugar de
ser necesario por 1 minuto.

Transferir la columna de purificacién a un nuevo tubo de 0,5 ml.

Agregar directamente 12 ul de buffer de elucion EB sobre la membrana de la columna
(cuidadosamente topar la membrana con la punta del tip mientras dispensa el contenido
sobre ésta).

Incubar la columna 1 minuto a temperatura ambiente y centrifugar a 1.000 x g por 1
minuto para distribuir el EB en la membrana. Centrifugar a 16.000 x g por 1 minuto para
eluir el ARN.

Dejar en hielo para analisis posterior o guardar a -80 °C.



Anexo 2. Protocolo Sintesis de ADNc RevertAid™ First Strand ¢cDNA Synthesis Kit

(Fermentas)

Materiales y equipos requeridos:

Kit RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis (Fermentas)
Termoblock

Micropipetas ajustables

Puntas estériles, libres de nucleasas

Vortex

Tubos eppendorf

1. Una vez finalizada la extraccion del ARN total agregar al tubo 1 pl de ramdom hex para

cada reaccion, formando un volumen final de 12 pl.

Compuesto 1 reaccion
ARN 11 pl
Ramdom Hex 1l
H,O ol
V: Reaccion 12 pl

2. Luego de preparar las reacciones todos los tubos se mezclaron suavemente y se
centrifugaron por 15 segundos.
3. Luego se incubaron por 5 minutos a 70 °C (Golpe de frio)

4. Se prepard un mix con los siguientes reactivos y volimenes:

Compuesto 1 Reaccion
5x Buffer 4 ul
Ribolock 1yl
10 mM. 2 ul

5. Adicionar 7 pl del mix a cada tubo y mezclar suavemente.



6. Incubar por 5 minutos a 25°C.

7. Agregar 1 pl de enzima Revertaid MMuLv RT

8. Reaccion: Incubar por 10 minutos a 25°C

9. Incubar por 60 minutos a 42°C

10. Detencidn reaccion: Incubar por 10 minutos a 70°C. (Golpe de frio)



Anexo 3. Protocolo Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real

Materiales y equipos requeridos:

e 2x Brilliant® Il SYBR green QPCR mix Agilent

e Partidores para cada gen de referencia candidate

e Agua libre de nucleasas

e ADNC de las muestras de embriones

e Equipo Stratagene 3000MP

e Centrifuga

e Vortex

e Micropipetas ajustables

e Puntas para micropipetas esteriles, libres de nucleasas

e Tubos eppendorf

1. Preparar la mezcla maestra (master mix) para RT- PCR para cada gen de referencia

candidato, segun se detalla a continuacion:

Compuesto Concentracion Concentracion final Volumen (ul)
Master Mix 10x 5X 10 ul
Partidor 1 3uM 300 mM 2 ul
Partidor 2 3uM 300 mM 2 ul
H20 2 ul
ADNCc 4 ul
Volumen final (ul) 20 pl

*Partidor 1: partidor sentido 5°-3"; Partidor 2: partidor antisentido 3'- 5°



Temperature

2. Programar en el termociclador Stratagene 3000P las condiciones para el perfil térmico de

PCR en tiempo real.

Thermal Profile
(Estimated Run Time: 01:41:55)
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Anexo 4. Protocolo electroforesis de ADN en gel de agarosa

Materiales y equipos requeridos:

e Cémara de electroforesis
e Agarosa

e Buffer TAE 1X

e Marcador de Peso

e Buffer de carga

e Bromuro de etidio

e Transiluminador

e Micropipetas

e Puntas para micropipetas

1. Pesar la agarosa de acuerdo al volumen final de la reaccion y mezclar con buffer TAE 1x.
Calentar la solucion en bafio de agua hirviendo o en un microondas hasta que la agarosa

se disuelva completamente.

% de Agarosa Resolucion 6ptima (pb)
0,3 5.000 - 60.000
0,6 1.000 - 20.000
0,8 800 — 10.000
1,0 500 — 7.000
1,2 400 - 6.000
1,5 200 - 3.000
2 100 —2.000
3 <100

2. Verter la solucion una vez enfriada en un molde previamente preparado.



Esperar entre 20 a 40 minutos la solidificacion de la agarosa y cargar las muestras con
buffer de carga 6x.

Correr la electroforesis en buffer TAE 1x durante 45 minutos a 80 volts.

Una vez finalizada la corrida, sumergir el gel en una solucién de bromuro de etidio (0,5
pl/ml) durante 10 a 15 minutos.

Observar el gel en un transluminador con luz ultravioleta (250-330 nm).



Anexo 5. Cuadro resumen de las posiciones obtenidas por la clasificacion mediante los programas geNorm y NormFinder para

los genes de referencia en ovocito inmaduro, ovocito maduro y embriones de 16-32 células.

Ovocito inmaduro

Ovocito maduro

Embriones de 16-32 células

Gen

GAPDH

ACTB

HPRT1

SF3Al

H2A

SDHA

PPIA

YWHAZ

eEF1A2

HMBS

geNorm

0,038 (1)
0,038 (2)
0,053 (3)
0,065 (4)
0,098 (5)
0,125 (6)
0,193 (7)
0,233 (8)
0,274 (9)

0,311 (10)

NormFinder
0,105 (6)
0,073 (4)
0,102 (5)
0,017 (1)
0,021 (3)
0,017 (2)
0,233 (7)
0,256 (8)
0,294 (10)

0,283 (9)

geNorm

0,029 (8)
0(2)
0,02 (7)
0,014 (5)
0,017 (6)
0,004 (3)
0,099 (9)
0,006 (4)
0,154 (10)

0(1)

NormFinder

0,088 (8)
0,023 (3)
0,005 (1)
0,058 (6)
0,06 (7)
0,033 (4)
0,203 (9)
0,036 (5)
0,259 (10)

0,023 (2)

geNorm

0,234 (9)
0,292 (10)
0,142 (5)
0,059 (1)
0,059 (2)
0,174 (6)
0,224 (8)
0,094 (3)
0,123 (4)

0,2 (7)

NormFinder

0,145 (5)
0,351 (9)
0,037 (2)
0,184 (9)
0,158 (7)
0,024 (1)
0,134 (4)
0,154 (6)
0,16 (8)

0,076 (3)




Anexo 6. Cuadro resumen de las posiciones obtenidas por la clasificacion mediante los programas geNorm y NormFinder para

los genes de referencia en blastocistos generados por fecundacién in vitro (FIV), inyeccion intracitoplasmatica de

espermatozoides (ICSI), transferencia nuclear de células somaticas (TNCS) y partenogénesis (PA) respectivamente.

FIV ICSI TNCS PA
Gen geNorm NormFinder geNorm NormFinder  geNorm NormFinder = geNorm NormFinder
YWHAZ 0,229 (1) 0,455 (5) 0,805 (8) 0,625 (8) 0,34 (8) 0,415 (9) 0,6 (4) 0,638 (6)
HPRT1 0,229 (2) 0,338 (4) 0,713(7) 0,623 (7) 0,302 (7) 0,359 (8) 0,421 (1) 0,284 (2)
SF3A1  0,322(3)  0,082(1) 0978(10) 0,857(10) 0,009(2)  0,003(2)  0421(2) 0,146 (1)
HMBS 0,396 (4) 0,264 (3) 0,155 (1) 0,131 (1) 0,384 (9) 0,263 (6) 0,828 (5) 0,727 (8)
GAPDH 0,468 (5) 0,137 (2) 0,261 (3) 0,151 (2) 0,526 (10) 0,754 (10) 0,946 (7) 0,475 (4)
SDHA 0,657 (6) 0,609 (7) 0,593 (6) 0,281 (4) 0,042 (3) 0,019 (3) 1,056 (9) 0,629 (5)
PPIA 0,745(7) 0,619 (8) 0,406 (4)  0,223(3)  0,144(5) 0,097 (5) 1,002 (8) 0,65 (7)
ACTB 0,805 (8) 0,526 (6) 0,887 (9) 0,829 (9) 0,009 (1) 0,003 (1) 0,878 (6) 0,772 (9)
H2A 0,848 (9) 0,651 (9) 0,155(2)  0,282(5)  0,092(4)  0041(4)  1,124(10) 0,873 (10)
eEF1A2 0,9 (10) 0,708 (10) 0,492 (5) 0,557 (6) 0,242 (6) 0,302 (7) 0,559 (3) 0,423 (3)




Anexo 7. Cuadro resumen de las posiciones obtenidas por la clasificacion mediante los programas geNorm y NormFinder para
los genes de referencia en blastocistos considerando los métodos de produccién in vitro de fecundacion in vitro, inyeccién

intracitoplasmatica de espermatozoides, transferencia nuclear de células somaticas y partenogénesis en conjunto.

Métodos de produccion in vitro de embriones

Gen geNorm NormFinder
GAPDH 0,59 (2) 0,407 (2)
HMBS 0,59 (2) 0,426 (3)
SF3Al 0,736 (3) 0,265 (1)
eEF1A2 0,766 (4) 0,598 (5)
HPRT1 0,82 (5) 0,516 (4)
H2A 0,898 (6) 0,668 (6)
PPIA 0,973 (7) 0,668 (7)
SDHA 1,029 (8) 0,774 (8)
YWHAZ 1,188 (9) 0,81 (9)

ACTB 1,602 (10) 1,608 (10)







