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RESUMO

A maturacgao in vitro de odcitos € um processo importante para a producdo in vitro de
embrides bovinos. O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito da interagéo
do soro e tensao de oxigénio na maturagao in vitro, sobre a maturagdo nuclear,
viabilidade das células do cumulus, abundancia de transcritos oocitarios,
desenvolvimento pré-implantacional e apoptose embrionaria. Foram utilizados quatro
grupos experimentais: G1 (10% soro de vaca no cio [SVC] em 20% de O;); G2 (0,1%
alcool polivinilico [PVA] em 20% de O3), G3 (10% SVC em 5% de O;) e G4 (0.1%
PVA em 5% O3). A proporgéo de oécitos em metafase Il, viabilidade das células do
cumulus, taxa de blastocistos e numero total de células ndo foi afetado (P>0,05)
quando o soro foi substituido por PVA em 5% de O, enquanto a taxa de blastocistos
e numero total de células foi maior (P<0.05) no grupo com soro comparado com
PVA, ambos em 20% O.. O indice apoptético foi menor em blastocistos produzidos a
partir de odcitos maturados com PVA em 5% de O, (G4) em relagdo aos de outros
grupos (G1, G2 e G3), mas nao foi encontrada diferengca (P>0,05) na taxa de
maturacgao, viabilidade das células do cumulus e de blastocistos. Foram encontradas
diferengas (P<0,05) na quantidade de transcritos especificos em odécitos maturados
sobre as diferentes condigdes. Conclui-se que a presenga de soro durante a
maturagdo € importante para o desenvolvimento embrionario em tensédo de 20% de
O,, e a suplementacdo com PVA em 5% de O, fornece o melhor ambiente de
maturagao para os odcitos, resultando em blastocistos com baixo indice apoptaotico.

Palavras-chave: Blastocisto. Apoptose. Transcritos.



ABSTRACT

In vitro maturation is an important step for in vitro embryo production. The objective
of the present study was to investigate the effect of the interaction of serum and
oxygen tension during in vitro maturation on nuclear maturation, viability of cumulus
cells, oocyte transcript amount, preimplantation development and blastocyst
apoptosis. Four experimental groups were designed: G1 (10% estrus cow serum
[ECS] with 20% O3); G2 (0.1% polyvinyl alcohol [PVA] with 20% O,), G3 (10% ECS
with 5% O3) e G4 (0.1% PVA with 5% O3). Proportion of metaphase Il oocytes,
viability of cumulus cells, blastocyst rates and the total cell number were not affected
(P>0.05) when the ECS was replaced by PVA under 5% O, whereas higher (P<0.05)
blastocyst rate and total cell number were found with ECS than PVA, both under 20%
O.. Apoptosis index were lower in blastocysts from oocytes matured with PVA under
5% O, (G4) than blastocysts from other groups (G1, G2 and G3), but no differences
(P>0.05) were found in nuclear maturation, viability of cumulus cells and blastocyst
rate. Differences (P<0.05) in amount of specific transcripts were found in oocytes
matured under different conditions. In conclusion, presence of serum during
maturation is important for embryo development only when under 20% O, and
maturation with PVA and 5% O, provides better environment for oocyte, resulting in
blastocysts with low apoptosis index.

Keywords: Blastocyst. Apoptosis. Transcript.
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13
1 INTRODUGCAO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotecnologia que pode ser
aplicada na transferéncia nuclear, produgao de animais transgénicos e multiplicacéo
de rebanhos bovinos geneticamente superiores (HANSEL, 2003; CAMARGO et al.,
2006). No Brasil, a PIVE tem papel importante na produgédo animal, sendo que em
2007 o pais realizou 195.811 (79,83%) do total das transferéncias de embrides
bovinos produzidos in vitro no mundo (THIBIER, 2008).

Dentre as diversas etapas envolvidas na PIVE, a maturag&o in vitro (MIV)
merece destaque, visto que o potencial de desenvolvimento do odcito in vitro pode
ser influenciado pela suplementagdo proteica dos meios e atmosfera gasosa
(WATSON et al., 2000; WARZYCH et al., 2007). O soro de vaca no cio (SVC) é
rotineiramente aplicado como suplementagao proteica na MIV, e o soro fetal bovino
(SFB) no cultivo in vitro (CIV), pois contém fatores que estimulam o desenvolvimento
embrionario e outros com agao antioxidativa (BAVISTER, 1995; ALI, BILODEAU e
SIRARD, 2003). Contudo, o soro possui compostos em quantidades indefinidas
(esterdides, colesterol e peptideos) que alteram o metabolismo, a morfologia, a
apoptose e a abundancia de transcritos (FARIN, CROSIER e FARIN, 2001; CALDER
et al., 2005; WRENZYCKI, HERRMAN e NIEMMAN, 2007). Desta forma, a retirada
do soro dos meios de maturacao possibilita o estudo das reais necessidades para o
desenvolvimento dos oocitos e pode reduzir os danos causados pela suplementagao
com esse composto. Uma alternativa pode ser a substituicio do soro por
macromoléculas sintéticas inertes como o alcool polivinilico (PVA) utilizado no CIV,
possibilitando o estabelecimento de um sistema de maturagao definido (VIREQUE et
al., 2009).

A atmosfera gasosa geralmente empregada em sistemas de MIV é de 5% de
diéxido de carbono (CO;) e 20% de oxigénio (O2) (BAVISTER, 1995). Todavia, a
tensédo de O3 no fluido folicular e na tuba uterina € menor (1,5 a 8,5%) (BANWELL et
al., 2007). A alta tensao de O, pode prejudicar o desenvolvimento pelo aumento da
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) que levam ao estresse oxidativo e
apoptose (GUERIN, MOUATASSIM e MENEZO, 2001; UEDA et al., 2002). Alguns

estudos demonstraram que a producdo de ROS foi maior em embrides cultivados
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em 20% de O, quando comparado com 5% de O, (KITAGAWA et al., 2004; FAVETTA
et al., 2007). Hashimoto et al. (2000) e Yuan et al. (2003) observaram que a baixa
tensdo de O, na MIV e no CIV pode melhorar a producdo de embrides. No entanto,
pouco se conhece sobre a interagcao do soro com a tensdo de O, na MIV sobre o
desenvolvimento do odcito e qualidade embrionaria.

O ambiente de MIV pode alterar a abundancia de &acido ribonucleico
mensageiros (MRNAs) nos odcitos que afetam o desenvolvimento posterior
(WATSON et al., 2000; FAIR et al., 2007; KATZ-JAFFE et al., 2009). Assim como o
soro, a tensdo de O, pode alterar a expressao génica de embrides cultivados in vitro
(RINAUDO et al., 2006; CORREA et al., 2008). Porém, ainda ndo € conhecido o
efeito da associacdo do soro com a tensdo atmosférica sobre a quantidade de
transcritos armazenados nos odcitos.

O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia do soro e tensdo de O, no

potencial de desenvolvimento de odcitos bovinos in vitro.

1.1 Importancia da produgao in vitro de embrides

A PIVE é uma biotécnica com inumeras aplicagbes. As biotecnologias de
reprodugdo assistida podem auxiliar em programas de preservacao de espécies
ameacas de extingdo. A PIVE aumenta o numero de individuos, diminui o intervalo
entre as geragodes e possibilita que os gametas sejam congelados para a criagao de
bancos de germoplasmas (ANDRABI e MAXWELL, 2007). Embrides gerados pela
PIVE podem ser utilizados nas pesquisas com células-tronco embrionarias, que sao
importantes na biomedicina para fins terapéuticos na regeneragdo de tecidos e
orgaos em humanos com doengas degenerativas (GALLI e LAZZARI, 2008). A PIVE
permite o estudo de eventos biolégicos basicos que ocorrem na maturagdo do
oaocito, fertilizagdo e desenvolvimento embrionario (SAGIRKAYA et al., 2007), e que
podem ser aplicados no tratamento de infertiidade em humanos (GILCHRIST e
THOMPSON, 2007). Procedimentos desenvolvidos para a PIVE podem ser
utilizados na técnica de transferéncia nuclear objetivando a producé&o de cépias de
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individuos geneticamente superiores (MERTON et al., 2003) ou de embrides
geneticamente modificados contendo genes de interesse econdmico, tais como
resisténcia a doengas e desempenho reprodutivo (HANSEL, 2003).

Nos sistemas de producdo animal, a PIVE tem sido amplamente utilizada na
producdo de bovinos (LONERGAN e FAIR, 2008). Com essa biotécnica, os
embrides podem ser produzidos em grande escala, sexados, congelados e
armazenados até a transferéncia para fémeas receptoras (HANSEL, 2003). Estes
embrides podem ser obtidos a partir de odcitos e espermatozdides de animais
geneticamente superiores. Devido a essas vantagens o uso comercial da PIVE, em
bovinos, tem aumentado de forma significativa nos ultimos anos. Dados divulgados
pelo Data Retrieval Committee, da Sociedade Internacional de Transferéncia de
Embrides (IETS), registraram valores de mais de 245.257 embrides bovinos
produzidos in vitro no mundo no ano de 2007. O Brasil foi responsavel por
aproximadamente 195.811 (79,83%) do total das transferéncias de embrides
produzidos in vitro (THIBIER, 2008). Esses dados mostram que o pais € um grande
produtor de embrides in vitro no mundo devido a crescente demanda na pecuaria de
corte e de leite para a producéo de alimentos (VARAGO, MENDONCA e LAGARES,
2008).

1.2 Aspectos do desenvolvimento do oécito

1.2.1 Crescimento e maturagao oocitaria

O crescimento do odcito consiste em alteragdes ultraestruturais e moleculares
que influenciam sua competéncia de desenvolvimento. O odcito aumenta seu
diametro de menos de 30 ym até 120 um, fase de foliculo primordial até foliculo
terciario (HYTTEL et al., 1997). Fair, Hyttel e Greve (1995) demonstraram que a
capacidade de desenvolvimento dos od6citos aumenta gradualmente com o

crescimento do foliculo. Com o desenvolvimento do odcito ocorre a produgao de
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transcritos maternos que podem ser traduzidos imediatamente ou acumulados para
sustentarem a meiose, fertilizagao, e mitoses iniciais do embrido até a ativagao do
genoma embrionario (AGE) (LEQUARRE et al., 2004; KATZ-JAFFE et al., 2009).
Mudangas no comprimento da cauda poli (A) na regido nao traduzida 3" (3'UTR) dos
MRNAs € um mecanismo bem conhecido na regulagéo temporal da tradugédo dos
transcritos (STITZEL e SEYDOUX, 2007). Geralmente, os transcritos com cauda poli
(A) curtas sao traducionalmente inativos e os com caudas longas sao ativos para a
traducdo (TELFORD, WATSON e SCHULTZ, 1990). A extensdo ou o encurtamento
da cauda poli (A) é regulada por proteinas que adicionam (adenilagdo) ou removem
(deadenilagao) adeninas na extremidade da regido 3’'UTR dos mRNAs. Nos odcitos,
os transcritos tornam-se inativos pela deadenilacéo, e sua adenilagcdo nos embrides
€ importante para se tornarem ativos e participarem da AGE (WATSON, 2007).

Embora a transcricdo cesse apds a quebra da vesicula germinal (VG),
existem diferencas no perfil de transcritos em odcitos de camundongos e humanos
maturados in vitro entre os estagios de VG e metafase Il (MIl) (YOON et al., 2005;
ASSOU et al.,, 2006). Provavelmente, esse fato esta relacionado a utilizagdo ou
degradagdo dos transcritos maternos durante a maturagdo do odcito
(BETTEGOWDA et al., 2006; FAIR et al., 2007). Além disso, genes de resposta ao
estresse celular podem ter sua expressao induzida para proteger os odcitos de
danos ambientais, como estresse calorico ou oxidativo (AL-KATANANI e HANSEN,
2002; CHRISTIANS et al., 2003; LONERGAN et al., 2003a; LEYENS, KNOOPS e
DONNAY, 2004). Desta forma, alteragcbes na quantidade de transcritos maternos
podem afetar a competéncia de desenvolvimento do embrido (SCHULTZ, 2002;
MERTON et al., 2003; CAMARGO et al., 2006; BREVINI et al., 2007) e influenciar no
estabelecimento de prenhes e produgdo de proles saudaveis (DIELEMAN et al.,
2002; LONERGAN et al., 2003b; KRISHER, 2004; SIRARD et al., 2006).

O processo de maturacado envolve transformagdes que conferem ao odcito a
capacidade de desenvolver-se até o estadio de blastocisto, sendo composta pelos
seguintes eventos: maturagdo nuclear e citoplasmatica. A maturacdo nuclear
consiste na habilidade do nudcleo em progredir na meiose. Na maioria dos
mamiferos, a meiose inicia-se durante a vida fetal apds as células germinativas
primordiais darem origem aos odécitos que entram na primeira divisdo meiodtica
(profase |) e interrompem a meiose organizando seu nucleo em VG (VAN DEN

HURK e ZHAO, 2005). Em bovinos, o reinicio da meiose ocorre apdés o surgimento
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de uma onda do horménio luteinizante (LH) ou com a remog¢ao do oécito do foliculo
(GILCHRIST e THOMPSON, 2007). Esses eventos cessam o bloqueio meiodtico
mantido pelo mediador quimico intracelular adenosina monofosfato ciclico (AMPc)
presente no liquido folicular (VORONINA e WESSEL, 2003). Posteriormente, ocorre
a quebra da VG, condensagao dos cromossomos, formacdo do fuso bipolar,
pareamento seguido da segregacao dos cromossomos homologos e extrusdo do
primeiro corpusculo polar (CP) (SIRARD et al., 2006). Entdo, o odcito completa a
primeira divisdo meidtica e sofre nova parada em MIl até a fecundacao ou ativagao
partenogenética. Em muitos mamiferos, tais como camundongos, bovinos e
humanos a meiose é finalizada apdés a fecundagdo (EICHENLAUB-RITTER e
PESCHKE, 2002) sendo caracterizada pela liberagao do segundo CP.

A maturagcdo citoplasmatica consiste em modificagdes de organelas no
citoplasma do odcito importantes para a fecundacdo e desenvolvimento pré-
implantacional (LEONI et al., 2007). Apds estimulo hormonal ou retirada do oécito do
foliculo, as organelas passam por uma reorganizagdo € a maioria migra para o
centro. As mitocéndrias posicionam-se na regido perinuclear, ocorre reducdo do
complexo de golgi, os granulos corticais acumulam-se ao longo da periferia do
oolema atuando no bloqueio da polispermia durante a fecundacédo (VORONINA e
WESSEL, 2003; VAN DEN HURK e ZHAO, 2005).

Durante o crescimento do odcito ha um aumento da taxa de mitose das
células da granulosa, contidas no foliculo, que irdo diferenciar-se em células do
cumulus (FAIR, 2003). Estas células estdo ligadas aos odcitos pelas jungdes tipo
gap, atuando na transferéncia de ions, metabdlitos e aminoacidos que regulam o
crescimento e maturagdo do odcito (FAIR, 2003; KRISHER, 2004). As células do
cumulus também modulam a atividade transcricional do odcito e facilitam a
penetracao espermatica durante a fecundacgéao (DE LA FUENTE e EPPIG, 2001). Por
outro lado, os odcitos secretam fatores que induzem a proliferagcado e expansao das
células do cumulus (EPPIG, 2001; CHAND et al., 2006). Em odcitos imaturos as
células do cumulus estdo compactas e durante a maturagao iniciam a secrecédo de
acido hialurdnico o que causa a mucificagcao e separacao das células, ocasionando a
sua expansao (FULOP et al., 2003). In vivo essa expanséao € induzida pela onda de
LH e in vitro esse estimulo pode ser feito com a adicdo de soro ou horménio foliculo
estimulante (FSH) na MIV (SENBON et al., 2004; GILCHRIST e THOMPSON, 2007).

Dentre os transcritos de importancia para o desenvolvimento do odcito,
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destaca-se o Growth differentiation factor-9 (GDF9) que pertence a superfamilia do
fator de crescimento transformante beta (TGF-B) (EPPIG, 2001). Este fator de
crescimento promove a expansao das células do cumulus pela indugédo da produgao
de &cido hialurénico durante a maturacdo (CHAND et al., 2006). Em estudo
realizado por Dong et al. (1996) foi observado que fémeas de camundongos
nocautes para o gene GDF9 apresentaram falhas na diferenciacdo dos odcitos. A
expansao das células do cumulus € muito mais intensa durante a maturagao in vivo
do que in vitro (HENDRIKSEN et al., 2000) e esta diferenga pode estar associada a

expressao de GDF9 ou a outros fatores relacionados ao ambiente in vitro.

1.2.2 Transi¢gao materno-zigética (TMZ)

Durante o periodo entre a fertilizacdo e a AGE, o desenvolvimento do embrido
e sustentado por mRNAs e proteinas de origem materna sintetizados durante o
crescimento e maturagdo do odcito (BREVINI et al., 2007). O periodo em que os
transcritos maternos sao substituidos pelos transcritos embrionarios € denominado
TMZ (DIELEMAN et al., 2002; MOUROT et al., 2006; SCHIER, 2007; STITZEL e
SEYDOUX, 2007). A transigao entre a transcricdo materna para a embrionaria ocorre
de maneira gradual envolvendo processos de degradacdo e/ou utilizagdo de
moléculas de mRNA e proteinas maternas, seguida da expressdo de genes
embrionarios. O inicio de sintese de transcritos embrionarios € especifico para cada
espécie. Em camundongos a AGE ocorre na fase de 2 células, em suinos com 4
células, em humanos com 8 células e em bovinos no estadio de 8-16 células
(TELFORD, WATSON e SCHULTZ, 1990). Em bovinos, essa etapa coincide com o
bloqueio no desenvolvimento embrionario observado em blastocistos produzidos in
vitro (MEIRELLES et al., 2004). Deste modo, espera-se que a qualidade dos odcitos
influencie na capacidade do embrido em ultrapassar esse periodo de bloqueio, visto
que o ooplasma promove a reprogramacgao do padrdao de expressao génica do
embrido (SCHULTZ, 2002; MERTON et al., 2003; CAMARGO et al., 2006; BREVINI
et al., 2007).
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Em mamiferos, a degradagcdo dos transcritos maternos comega no inicio da
maturagcao (SCHULTZ, 2002; STITZEL e SEYDOUX, 2007) e a maturacao in vitro
pode alterar os niveis de adenilacdo desses mMRNAs influenciando sua estabilidade
(PICCIONI, ZAPPAVIGNA e VERROTTI, 2005; WATSON, 2007). Portanto, é
provavel que a MIV inapropriada possa afetar a quantidade de transcritos por uma
alteracdo na taxa de degradagdo dos mRNAs maternos, prejudicando o
desenvolvimento embrionario.

Alguns transcritos de origem materna podem desempenhar fungbes mais
relevantes durante o desenvolvimento inicial do embrido, como a High Mobility
Group N 1 (HMGN1). HMGN1 pertence a uma familia de genes envolvidos com a
estrutura e modulacédo da cromatina (FURUSAWA et al., 2006). O transcrito desse
gene produz uma proteina cromossomal ndo histénica que se liga ao nucleossomo,
reduzindo a compactagado da cromatina e favorecendo a transcrigdo (WEST, 2004;
ZHU e HANSEN, 2007). O transcrito de HMGN1 estd presente em quantidades
elevadas em odcitos bovinos, declinando apdés a maturagcédo e atingindo valor mais
baixo no estadio de 8 células (VIGNEAULT et al., 2004), sugerindo que esse mRNA
materno pode estar sendo degradado lentamente ou ent&o, sendo utilizado na TMZ.

Outro transcrito materno que pode ter funcdo no desenvolvimento posterior do
embrido é o Maternal Antigen That Embryo Requires (MATER). Odcitos de fémeas
de camundongos nocautes para esse gene nao progridem além do estagio de 2
células apds a fecundacgéo (TONG et al., 2000), periodo que coincide com a AGE em
camundongos. Portanto, a auséncia da proteina de MATER parece ter um efeito
prejudicial durante a TMZ, sugerindo que a mesma possa ter papel importante na
ativacao do genoma embrionario (TONG et al., 2004).

De maneira semelhante, o produto do gene Zygotic Arrest 1 (ZAR1) pode
influenciar o desenvolvimento do embrido. ZAR1 é um gene de efeito materno e foi
primeiramente identificado em camundongos, em oécitos e embrides com 1 célula,
mas estdo ausentes em embrides no estagio de 4 células (WU et al., 2003). Este
gene pode estar envolvido na TMZ, pois foi demonstrado que odcitos de fémeas de
camundongos nocautes para o gene ZAR1, geralmente, ndo se desenvolvem além
do estagio de 2 células (WU et al., 2003).

Nos bovinos, transcritos maternos de MATER e ZAR1 foram detectados em
oocitos e persistiram durante a MIV, e em embrides pré-implantacdo até o estagio de

5-8 células (PENNETIER et al., 2004). Entretanto, a transcricdo embrionaria do gene
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ZAR1 em embriées bovinos parece ocorrer no estagio de 4 células (BREVINI et al.,
2004). Deste modo, informacgdes sobre variagdes da quantidade desses transcritos
podem auxiliar no entendimento do potencial de desenvolvimento de odcitos

maturados in vitro.

1.3 Fatores que influenciam a maturagao in vitro

A producdo de embrides € influenciada por diversos fatores, dentre eles
destaca-se o potencial de desenvolvimento dos odcitos. O gendtipo proveniente do
oocito influencia diretamente na taxa de produgado in vitro de embrides bovinos
(BOEDIONO, SUZUKI e GODKE, 2003). A competéncia do oécito também pode ser
influenciada por fatores ambientais como a temperatura (RENSIS e SCARAMUZZI,
2003), e pela interagcdo entre gendtipo e ambiente. Camargo et al. (2007)
observaram que od6citos bovinos da raga Gir possuem maior potencial em se
desenvolver até o estagio de blastocistos do que os da ragca Holandesa. Esses
mesmos autores sugerem que o0 gendtipo dos odcitos obtidos em condigoes
climaticas subtropicais influencia o sucesso da producdo in vitro de embrides
bovinos.

Na producéo in vivo de embrides bovinos aproximadamente 80% do odcitos
ovulados desenvolvem-se até blastocisto, enquanto que na producédo in vitro apenas
40% atingem este estagio (LONERGAN e FAIR, 2008). A PIVE utilizando odcitos
maturados in vitro € menos eficiente que com odécitos maturados in vivo (VAN DE
LEEMPUT et al., 1999; RIZOS et al., 2002; HUMBLOT et al., 2005), o que sugere
que a MIV deve impor condicbes sub-6timas para os obcitos imaturos se
desenvolverem.

O potencial de desenvolvimento do odcito € adquirido gradualmente durante o
desenvolvimento do odcito dentro do foliculo. A PIVE envolve a coleta de odcitos
imaturos para serem maturados in vitro, alterando o processo que ocorre in vivo e
com isso, diminuindo a competéncia de desenvolvimento (HENDRIKSEN et al.,
2000; RIZOS et al., 2002; KRISHER, 2004). A maturag&o nuclear também é alterada
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em condig¢des in vitro, pois quando os odcitos sao removidos do ambiente folicular
reiniciam espontaneamente a meiose (VORONINA e WESSEL, 2003). Este reinicio,
em muitos casos pode ser precoce e 0s odcitos podem ndo estar aptos
citoplasmaticamente para maturar eficientemente (HYTTEL et al., 1997). Como
resultado, a maturagdo nuclear ocorre sem sincronia com a maturagao
citoplasmatica necessaria para completar o desenvolvimento do odcito (GILCHRIST
e THOMPSON, 2007). A maturacao citoplasmatica também envolve a transcricdo
génica que produzem transcritos que atuardo no desenvolvimento do odcito e nas
fases iniciais do embrido (LEQUARRE et al., 2004). Contudo, a retomada da meiose
promove a condensacdo do nucléolo e parada da sintese de mRNA e proteinas
(FAIR, HYTTEL e GREVE, 1995) limitando o programa molecular do odcito
necessario para a TMZ.

As condicbes de MIV podem afetar os niveis de adenilacdo de mRNAs
maternos (LEQUARRE et al., 2004) e a interagcdo de proteinas que estabilizam os
transcritos (WATSON, 2007), tornando-os mais instaveis e susceptiveis a
degradacgao enzimatica (NIESSING, BLANKE e JACKLE, 2002). Estudos recentes
do transcriptoma de odécitos bovinos por microarray identificaram genes ligados a
apoptose, ciclo celular e producdo de energia que tiveram a expressao alterada
durante a MIV quando comparados a odcitos maturados in vivo (KATZ-JAFFE et al.,
2009), sugerindo que transcritos oocitarios podem ser sensiveis ao ambiente in vitro.
Portanto, estudos continuos s&o necessarios com o objetivo de mimetizar as

condicbes de maturagao in vivo visando o aprimoramento da maturagao in vitro.

1.3.1 Suplementos dos meios de maturagao

Os sistemas de MIV de oécitos bovinos normalmente utilizam o meio base de
maturagcao denominado meio de cultura de tecido 199 (Tissue Culture Medium 199 -
TCM 199) suplementado com horménios, antibioticos e soro (FARIN, CROSIER e
FARIN, 2001). A suplementagcdo com soro nos meios de maturagao in vitro tem sido
utilizada em varias espécies domésticas, tais como ovelhas (CECCONI et al., 1999),
suinos (BOOTH, HOLM e CALLESEN, 2005) e bovinos (KRISHER, LANE e
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BAVISTER, 1999; SENBON et al.,, 2004; CALDER et al, 2005). No cultivo
embrionario, o soro geralmente aumenta as taxas de embrides, pois estimula o
desenvolvimento, além de possuir acdo antioxidativa diminuindo os efeitos deletérios
causados pela producdo de ROS (BAVISTER, 1995; THOMPSON, 2000; ALI,
BILODEAU e SIRARD, 2003; SENBON et al., 2004). Contudo, o soro contém varios
horménios e fatores de crescimento (LIM et al., 2007), que podem variar de acordo
com o lote ou partida coletada do animal, dificultando a padronizacdo dos meios de
cultivo e aumentando a variacdo no resultado.

O soro possui esteroides, colesterol e peptideos, os quais os oodcitos e
embrides ndo sado expostos in vivo (GARDNER, 1994). Além disso, o soro pode
contaminar os meios de cultivo com patégenos, alterar o metabolismo, a morfologia,
a criotolerancia, a abundancia de transcritos, a apoptose e causar anomalias no
desenvolvimento embrionario pés-transferéncia, como a Sindrome do Bezerro
Grande (BYRNE et al., 1999; KHURANA e NIEMANN, 2000; FARIN, CROSIER e
FARIN, 2001; ABE e HOSCHI, 2003; RIZOS et al., 2003; CALDER et al., 2005; LIM
et al., 2007; WRENZYCKI, HERRMAN e NIEMMAN, 2007). Um estudo realizado por
Krisher, Lane e Bavister (1999) demonstrou que embrides cultivados com soro
tiveram um aumento na taxa de glicolise. Por outro lado, embrides cultivados em
meio quimicamente definido apresentaram taxa de glicolise semelhante aos
embrides produzidos in vivo (JAVED e WRIGHT, 1991). Portanto, a utilizagcdo de
meios quimicamente definidos é interessante para a producgéo in vitro de embrides, e
apresentam varias vantagens: (I) padronizam os sistemas da PIVE; (Il) possibilitam
consisténcia de resultados entre os laboratérios; (lll) previnem a contaminagao dos
meios com patdégenos ou substéncias prejudiciais ao desenvolvimento; (V) facilitam
o estudo das reais necessidades para o desenvolvimento de odécitos e embrides
(VANROOSE, VAN-SOOM e KRUIF, 2001). O PVA e o polivinilpirrolidona (PVP) sao
polimeros sintéticos inertes utilizados no meio de cultura celular como surfactantes,
agentes quelantes de metais pesados e para a estabilizagdo da pressdo osmotica
(HIRAO et al., 2004). Estudos demonstraram que o PVA pode substituir o soro na
MIV e no CIV sem alterar o desenvolvimento embrionario (WATSON et al., 2000; LIM
et al., 2007; MINGOT et al., 2009; VIREQUE et al., 2009). Contudo, outros autores
observaram perda de competéncia de desenvolvimento em odcitos que nao
receberam soro na maturagdo (MIZUSHIMA e FUKUI, 2000; WARZYCH et al.,
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2007). Desta forma, mais estudos sao necessarios para a confirmagdo da

capacidade de desenvolvimento de odcitos maturados em meios sem soro.

1.3.2 Ambiente atmosférico

O metabolismo aerdbico € um processo fisiolégico normal que leva a
formacdo de ROS, substancias pro-oxidantes que em excesso causam estresse
oxidativo nas células (LEYENS, KNOOPS e DONNAY, 2004; KITAGAWA et al., 2004;
FAVETTA et al., 2007). A producao de ROS ocorre quando existe desvio de elétrons
para o O, na cadeia respiratoria mitocondrial e incluem anions superoxidos (Oy),
peréxidos de hidrogénio (H2O2) e radicais hidroxilas (OH) que correspondem a
reducao por um, dois e trés elétrons, respectivamente (GUERIN, MOUATASSIM e
MENEZO, 2001). O H;O; libera OH que sao altamente reativas com outras
moléculas citoplasmaticas causando danos celulares (KITAGAWA et al., 2004). Em
camundongos, foi demonstrado o efeito prejudicial da elevada concentragéo de H,O,
na formacado do primeiro CP (TAMURA et al.,, 2008) bem como na proporgéo de
odcitos que atingem a MIl (ZUELKE, JONES e PERREAULTS, 1997; ZHANG et al.,
2006).

A atmosfera gasosa geralmente utilizada em sistemas de MIV é de 5% de
CO;, e 20% de O,, com umidade saturada. O CO, é utilizado para controlar o
potencial de hidrogénio (pH) dos meios tamponados com bicarbonato (BAVISTER,
1995). Por outro lado, a tensdo de O, no fluido folicular e na tuba uterina € menor
(1,5 a 8,5%) quando comparado ao ar atmosférico (20%) (BAVISTER, 1995;
BANWELL et al., 2007). A maturacéo in vivo ocorre no foliculo pré-ovulatério e apés
a ovulagao o odcito fica retido na tuba até o momento da fecundagao. Deste modo, é
possivel que a baixa tensdo de O,, proxima ao nivel fisiologico, seja favoravel a
maturagdo dos odcitos. Em bovinos e camundongos, a baixa tensdo de O, na MIV
melhorou a competéncia de desenvolvimento dos odcitos refletida nas taxas e na
qualidade dos blastocistos (HASHIMOTO et al., 2000; ADAM et al., 2004). No CIV,

varios trabalhos ja demonstraram que a baixa tensdo de O, é benéfica para o
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desenvolvimento dos embrides (YUAN et al., 2003; KITAGAWA et al., 2004; BOOTH,
HOLM e CALLESEN, 2005; FAVETTA et al., 2007). Contudo, em outros trabalhos a
baixa tensdo de O, na MIV n&o foi favoravel ao desenvolvimento embrionario em
bovinos e suinos (OYAMADA e FUKUI, 2004; PARK et al., 2005). Booth, Holm e
Callesen (2005) e Correa et al. (2008) ndo observaram diferenca na taxa de
blastocisto em 5 ou 20% de O, no CIV de embrides suinos e bovinos. Portanto, mais
estudos sdo necessarios para o melhor entendimento da influencia da atmosfera de
maturagao, bem como sua interacdo com soro, na competéncia de desenvolvimento
de odcitos bovinos.

Nas células animais existem varios antioxidantes que modulam o acumulo de
ROS e esta interagdo determina a manutencdo da homeostase intracelular. Um
desequilibrio entre esses compostos ocasiona o estresse oxidativo. Dentre os genes
que apresentam acgdo antioxidante destaca-se a Peroxirredoxina 1 (PRDX1) e as
proteinas de choque térmico (Heat Shock Protein - HSPs). A PRDX1 pertence a uma
familia de seis membros das peroxidases que atuam principalmente na
decomposicdo de H,O, produzidos nas células (LEYENS, KNOOPS e DONNAY,
2004). Os transcritos de PRDX1 estdo presentes no citoplasma de odcitos e
embrides bovinos (LEYENS, KNOOPS e DONNAY, 2004; MOUROT et al., 2006) e
seus niveis de expressao podem auxiliar no estudo da resposta celular ao estresse
oxidativo. As HSP70.1 sdo chaperonas que, dentre outras fungdes, atuam na
manutencgao da estrutura proteica em condic¢des fisioldgicas adversas (CHRISTIANS
et al., 2003). A expressao constitutiva ou induzida de HSP70.1 produz proteinas que
auxiliam na manutencao das fungdes celulares que sdo expostas a perturbagdes no
microambiente de maturagdo, como o estresse oxidativo (AL-KATANANI e HANSEN,
2002; CHRISTIANS et al., 2003) ou térmico (CAMARGO et al., 2007). Assim, essa
proteina parece desempenhar fungées importantes no desenvolvimento de odcitos e
embrides bovinos. A quantificagcdo dos transcritos de PRDX1 e HSP70.1 pode ser
utilizada na avaliagao de condi¢cdes de estresse celular nos sistemas de MIV e que,
podem causar efeitos deletérios no periodo pds-fertilizacdo ou no desenvolvimento
tardio do embrido.

As ROS podem reagir com proteinas e lipideos resultando na inativagao de
enzimas e peroxidagdo da membrana lipidica (JOHNSON e NASR-ESFAHANI,
1994), prejudicando a fus&o entre o espermatozoide e odcito (AITKEN, HARKISS e
BUCKINGHAM, 1993). Além disso, a presenca de ROS em excesso nas células
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induz ao processo de apoptose (BETTS e KING, 2001; GUERIN, MOUATASSIM e
MENEZO, 2001; UEDA et al., 2002). Um alto nivel intracelular de ROS pode produzir
instabilidade genbémica gerando mutagdes ou quebras da molécula de acido
desoxirribonucleico (DNA) (KITAGAWA et al., 2004). Yang et al. (1998) encontraram
altos niveis de H,O, em embrides degenerados quando comparados com embrides
nao degenerados. Portanto, é possivel que a producao excessiva de ROS cause

estresse oxidativo, e consequentemente, induza apoptose e morte embrionaria.

1.4 Apoptose

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, é um evento
fisioloégico natural, resultante de uma cascata de eventos moleculares e bioquimicos,
coordenados geneticamente, que culmina com a morte da célula (SARASTE e
PULKKI, 2000). Consiste em um mecanismo que regula o numero total de células,
removendo células com mutagdes ou danificadas, mantendo assim a homeostase
nos organismos multicelulares (GJJRRET et al., 2003; WARZYCH et al., 2007). As
caracteristicas morfolégicas da apoptose sao: redugcdo do volume celular,
condensagao de cromatina, fragmentacdo do DNA e formacédo de vesiculas
denominados corpos apoptoticos (BETTS e KING, 2001). Posteriormente, os corpos
apoptéticos sédo fagocitados por células circunvizinhas, ou expulsos para o lumen
adjacente (SARASTE e PULKKI, 2000; MATWEE, BETTS e KING, 2000). Quando a
morte celular apresenta todas as caracteristicas de apoptose, mas foi induzida por
estimulos fisicos ou quimicos, ndo constitui um processo programado e sim uma
resposta celular as mudangas ambientais (KERR et al., 2002).

O processo de apoptose € observado na formacado e desenvolvimento de
oocitos e embrides. Com o crescimento folicular, a maioria dos foliculos entra em
atresia e o0s odcitos degeneram pelo processo de apoptose (YANG e
RAJAMAHENDRAN, 2002). Os odcitos inclusos nos foliculos pré-ovulatorios,
geralmente ndo entram em atresia e ovulam. Todavia, o processo de MIV pode

induzir uma maior incidéncia de apoptose nos odcitos. Estudos realizados por Roth e
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Hansen (2004) constataram que odcitos que passaram por estresse térmico durante
a maturacao in vitro apresentaram maior indice de apoptose. Portanto, é provavel
que embrides provenientes de odcitos maturados em condigdes insatisfatorias
podem estar mais propensos a sofrerem apoptose.

Durante o periodo de desenvolvimento embrionario pré-implantacional a
presenca de blastdbmeros apoptéticos tem sido relatada em diversas espécies,
incluindo camundongos (BANWELL et al., 2007), suinos (KIDSON et al., 2004),
bovinos (WARZYCH et al., 2007) e humanos (JURISICOVA, VARMUZA e CASPER,
1996). Porém, este processo € mais frequente em embrides produzidos in vitro,
provavelmente, por influéncia das condi¢des de cultura (GJORRET et al., 2003).
Embrides produzidos in vitro com elevada degradacdo do DNA celular tornam-se
inviaveis e degeneram (JURISICOVA, VARMUZA e CASPER, 1996; ANTUNES et
al., 2008).

Para a analise da apoptose em oécitos e embrides, geralmente, utiliza-se a
técnica de TUNEL (Terminal deoxinucleotil transferase Uracil Nick End Labeling)
(GJIRRET et al., 2003; KIDSON et al., 2004; ROTH e HANSEN, 2004; BANWELL
et al., 2007; ANTUNES et al., 2008). Esta técnica identifica in situ, a fragmentacao
do DNA gerada pela atividade de desoxirribonucleases (DNAses) enddgenas
durante o processo apoptético. Consiste em um sistema que incorpora de forma
catalitica o corante fuoresceina-12-dUTP a hidroxila terminal do DNA degradado,
utilizando a enzima recombinante desoxinucleotideo transferase terminal (rTdT). O
DNA corado pela fluoresceina-12-dUTP pode ser diretamente visualizado por
microscopia de fluorescéncia.

Além da técnica de TUNEL, o estudo da apoptose também pode ser realizado
pela quantificacdo de transcritos envolvidos com o processo apoptético. Yang e
Rajamahendran (2002) observaram que a taxa de transcritos de B cell leukemia 2
(BCL-2; gene antiapoptoético), e do BCL-2 associated X protein (BAX; gene pro-
apoptotico), pode ser utilizada para avaliar a tendéncia das células em sobreviver ou
entrarem em apoptose. Proteinas do gene BCL-2 evitam a liberagédo do citocromo C
pela membrana da mitocondria, enquanto a proteina do gene BAX induz a liberagao
dessa molécula (JOHNSON et al., 2003). A liberagdo do citocromo C provoca a
ativacdo de uma cascata de caspases que clivam outros substratos provocando a
apoptose (MATWEE, BETTS e KING, 2000). O balango desses transcritos é

importante para a regulagdo da sobrevivéncia em oécitos (BETTS e KING, 2001;
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TILLY, 2001) e, consequentemente, dos embrides que herdam esses transcritos
maternos (MEIRELLES et al., 2004).

1.5 Métodos de anadlise e quantificagao de transcritos

A quantificagdo de transcritos armazenados nos oécitos € importante para o
monitoramento dos sistemas de MIV e podem ajudar no entendimento dos fatores
que controlam a aquisi¢gao do potencial de desenvolvimento. Analises de expressao
génica tém sido utilizadas com sucesso no estudo da transcricdo de genes durante
0s processos de crescimento do odcito, maturacdo e desenvolvimento embrionario
(WATSON et al., 2000; LECHNIAK, 2002; LEQUARRE et al., 2004; CALDER et al.,
2005; BETTEGOWDA et al., 2008). Diferentes quantidades de alguns mRNAs tém
sido associadas com a competéncia de desenvolvimento dos oocitos (MOUROT et
al., 2006; LEONI et al., 2007; BETTEGOWDA et al., 2008; KATZ-JAFFE et al., 2009).
Com essas informacgoes, os sistemas de MIV podem ser aprimorados visando o
aumento das taxas de producéo e qualidade dos blastocistos.

Varios métodos foram desenvolvidos para a quantificagdo de transcritos,
como Northern Blot, hibridizagdo in situ e transcricdo reversa associada com a
reacdo em cadeia da enzima polimerase (RT-PCR). Todavia, esses métodos
possuem limitacbes devido a baixa sensibilidade na detecgdo dos transcritos nas
amostras (BUSTIN, 2000). A utilizagdo dessas técnicas demanda uma grande
quantidade de material inicial, dificultando a aplicacdo em amostras pequenas ou
com transcritos raros, como € o caso de odécitos e embrides bovinos.

Para superar essas dificuldades, foi desenvolvida a técnica de PCR em tempo
real, amplamente utilizada na quantificagdo de mRNA, sendo que uma das suas
vantagens é ser altamente sensivel (BETTEGOWDA et al., 2006). Com esse
método, é possivel detectar pequenas quantidades de transcritos nas amostras,
principalmente, naquelas com limitado numero de células e transcritos raros
(LECHNIAK, 2002). Além disso, também fornece maior precisdo, pois pode detectar
poucas copias de DNA (KLEIN, 2002). Outra vantagem é o fato da técnica de PCR

em tempo real ndo exigir, necessariamente, a analise do produto em gel de
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eletroforese. Apds a reacdo, pode ser construida uma curva de desnaturacio, para
identificar a presenca de contaminantes, através da avaliacdo da temperatura de
desnaturagcdo. Mais ainda, a reagdo pode ser monitorada em tempo real, pela
utilizacdo de fluorescéncia repérter (como exemplo o corante Syber Green) que
pode ser detectada ao final da etapa de extensao de cada ciclo da PCR e permite
monitorar a quantidade crescente de DNA amplificado (BUSTIN, 2000). Assim, as
amostras sdo quantificadas utilizando o niumero de ciclos necessarios para que o
acumulo do produto de PCR, representado pela fluorescéncia emitida, atinja
determinado nivel ou ponto considerado como estatisticamente significante (linha
limiar - thereshold cycle - Cy) (LECHNIAK, 2002). De modo que o Ct é utilizado
como base para comparagao entre as amostras.

Para realizar a analise dos transcritos apés a PCR em tempo real duas
estratégias de quantificagdo podem ser utilizadas: quantificacdo absoluta e relativa.
Na quantificacdo absoluta é determinado o numero exato de moléculas de
transcritos na amostra, pela comparagdo do Cr do gene alvo com uma curva de
calibragdo padrao (PFAFFL, HORGAN e DEMPFLE, 2002). Essa curva € gerada
apos diluicbes seriadas de um RNA padrédo (BUSTIN, 2002). Na quantificagéo
relativa sdo realizadas analises comparando-se o Ct do gene alvo em relagédo ao Cr
do gene enddgeno (PFAFFL, HORGAN e DEMPFLE, 2002).

Varios trabalhos ja utilizaram a técnica de PCR em tempo real para a
quantificacdo de transcritos em odcitos bovinos (WATSON et al., 2000; LEQUARRE
et al., 2004; CALDER et al., 2005; BETTEGOWDA et al., 2008), todavia, pouco se
sabe sobre a influéncia da interacdo do soro e tensao de oxigénio na quantidade de

transcritos em odcitos bovinos maturados in vitro.
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2 HIPOTESE

A maturagao in vitro em meio livre de soro e baixa tensdo de oxigénio pode

ser benéfica para o desenvolvimento de odécitos bovinos in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar diferentes condi¢bes de maturagédo in vitro no desenvolvimento de

odcitos bovinos in vitro.

3.2 Especificos

Avaliar a progressao da meiose e a viabilidade das células do cumulus
em od0citos bovinos maturados in vitro em meio livre de soro e em baixa
tenséo de oxigénio.

Avaliar o efeito do meio sem soro e baixa tensao de oxigénio durante a
maturagcdo in vitro de odcitos bovinos sobre o desenvolvimento pré-
implantacional, numero total de células e indice apoptético de blastocistos
produzidos in vitro.

Avaliar a relagdo da classificacdo morfolégica de embrides bovinos
com o nivel de apoptose embrionario.

Quantificar transcritos armazenados no odcito, relacionados com a
maturacao (GDF9), transicdo materno-zigética (HMGN1, MATER, ZAR1)
estresse oxidativo (PRDX1 e HSP70), e apoptose (BAX e BCL-2), entre
oocitos bovinos maturados sob diferentes condigbes in vitro

(suplementacéo proteica e tensao de oxigénio).
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nos Laboratérios de Reproducdo Animal e
Genética Molecular Dr. Mario Luiz Martinez na Embrapa Gado de Leite em Juiz de
Fora — MG. Odécitos bovinos imaturos foram maturados em diferentes sistemas in
vitro. Apds a maturacao foi avaliada a taxa de maturagdo nuclear, viabilidade das
células do cumulus, potencial de desenvolvimento pré-implantacional e abundéancia

de transcritos oocitarios.

O experimento foi constituido de quatro grupos:

e Grupo |: complexos cumulus-odcitos (CCOs) maturados em meio TCM
199 (Nutricell, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de SVC em
estufa incubadora com 20% de Oz, 5% de CO,, em ar e umidade de 95%
(Controle).

e Grupo Il: CCOs maturados em meio TCM 199 suplementado com 0,1% de
PVA (Sigma, Saint Louis, EUA) em estufa incubadora com 20% de O, 5%
de CO2, em ar e umidade de 95%.

e Grupo lll: CCOs maturados em meio TCM 199 suplementado com 10% de
SVC em estufa incubadora com 5% de O, 5% de CO; e umidade de 95%.

e Grupo IV: CCOs maturados em meio TCM 199 suplementado com 0,1%
de PVA em estufa incubadora com 5% de O,, 5% de CO; e umidade de
95%.

4.1 Coleta dos odcitos

Visando  minimizar componentes genéticos, ovarios de vacas

predominantemente mestigas (Holandés-Gir) oriundos de rebanhos de gado de leite
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da regiao de Juiz de Fora, foram coletados no matadouro local para a obtengao dos
odcitos imaturos. Os ovarios foram obtidos logo apds o abate e transportados para o
laboratorio em solugéo fisioldgica, acrescida de penicilina e estreptomicina (Sigma) a

temperatura de 35°C para a aspiracido de odcitos imaturos para a maturacao in vitro.

4.2 Maturagao in vitro

No laboratério, os ovarios foram mantidos em solugao fisiolégica, acrescida
de penicilina e estreptomicina a 35°C. Foram aspirados foliculos visiveis com
didmetro de 2 a 8 mm, com auxilio de seringa descartavel de 10 mL e agulha de 25 x
8 mm. Apds 10 minutos de decantacdo, o sobrenadante foi descartado, o precipitado
foi lavado com meio Talp-Hepes (GORDON, 2004) e vertido em placa de Petri
descartavel de 100 x 20 mm. Foram selecionados os CCOs imaturos (n= 2.250) que
apresentaram citoplasma homogéneo com no minimo duas a trés camadas
compactas de células (VIANA et al., 2004). Grupos de 30-40 estruturas foram
distribuidos aleatoriamente em pocos de placas tipo Nunc com 400 pyL de meio TCM
199 suplementado com 2 ug de hormbnio foliculo estimulante (FSH; Pluset,
Barcelona, Espanha), e maturados in vitro de acordo com o0s grupos experimentais,
em atmosfera com umidade de 95%, a 38,5 °C por 24 horas. Apds a maturagao trés
pools de 10 odcitos de cada grupo tiveram suas células do cumulus removidas com
1% de hialuronidase (Sigma), em meio Talp Hepes, congelados em nitrogénio (N3)
liguido e mantidos armazenados em freezer -80°C até o momento da extragcdo do
RNA total.

O restante dos odcitos foi utilizado para a avaliacdo da maturagao nuclear,
viabilidade das células do cumulus e fertilizados in vitro a fim de se avaliar o

potencial de desenvolvimento até o estagio de blastocisto.
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4.3 Avaliagcao da taxa de maturagao nuclear

ApoOs a maturacao in vitro, odcitos de cada grupo foram desnudados por
agitagdo em vortex, fixados em ldmina em solugdo de metanol e acido acético (3:1)
por 12 horas e, posteriormente, corados com orceina acética a 1% (Sigma). As
ldminas com os odcitos foram observadas sob microscopia oOptica de imersao
(1000x) (Nikon, 1.25, Tokio, Japao), imediatamente apds a coloragao e classificados
como: metafase Il (MIl) - cromossomos haploides condensados, com a presenga do
corpusculo polar; metafase | (MI) — cromossomos bivalentes condensados; né&o
identificados (NI) - odcitos ndo identificados na fase da meiose; Degenerado (DG) -

o6citos vacuolizados, nao sendo possivel a visualizagdo dos cromossomos.

4.4 Avaliagao da viabilidade celular do cumulus

AplOs a maturagéo in vitro, as células do cumulus de cada grupo foram
removidas com 1% de hialuronidase em meio Talp-Hepes. As células do cumulus
foram separadas dos oécitos desnudos, lavadas duas vezes em Talp-Hepes
acrescido de 0,1% de PVA e submetidas a coloragdo com o Azul de Tripan (Sigma).
Foi diluida 250 yL de suspensao celular com 250 uL do Azul de Tripan a 0,04% em
um tubo Falcon de 15 mL (1:1). Este tubo foi mantido em banho-maria por 20
minutos a 37°C. Em seguida, foi realizada a centrifugagao por 5 minutos a 1800 rpm,
o sobrenadante foi retirado e as células lavadas com Talp- Hepes até o pellet ficar
claro. Foram utilizados 5 uL do pellet e transferidos para um eppendorf com 95 L de
agua destilada para o calculo da concentragdo (1:20). O corante Azul de Tripan
avalia a integridade da membrana celular (JEWGENOW et al., 1998), nas células do
cumulus nao viaveis (membranas danificadas) ocorreu a penetragdo do corante. As
células coradas foram visualizadas e contadas com auxilio de microscoépio 6ptico
(Nikon). Foi contado o numero de células em azul e o de células brancas. O numero

de células coradas em azul representou o numero de células inviaveis da amostra.
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4.5 Fecundagao in vitro dos odécitos e cultivo in vitro dos embrides

Apos 24 horas de maturagdo in vitro, os odcitos de cada grupo foram
fecundados in vitro com sémen descongelado de touro da raga Gir. O sémen
utilizado foi testado previamente no laboratério quanto a capacidade de
desenvolvimento de embrides de fertilizagdo in vitro (FIV), de modo que, durante
todo o experimento foi utilizada a mesma partida de sémen do mesmo touro. Para a
selecao dos espermatozoides foi usado o método do gradiente de Percoll (Nutricell)
com as concentragdes de 45% e 90% (PARRISH et al., 1995). A FIV foi realizada em
gotas de 100 pl de meio Fert-Talp (GORDON, 2004) acrescido de 10 Ul/mL de
heparina (Sigma). As gotas continham uma concentracdo espermatica de 2,0x10°
espermatozoides/mL, e foram cobertas com 6leo mineral e mantidas por periodo
aproximado de 22 horas em estufa incubadora com 5% de CO,, umidade de 95% a
38,5 °C. Posteriormente, os possiveis zigotos foram totalmente desnudados em
meio Talp-Hepes com 1% de hialuronidase, e em seguida, transferidos para placas
de tipo Nunc contendo 400 uL de meio de cultivo CR2aa (WILKINSON et al., 1996)
acrescido de 2,5% de soro fetal bovino (SFB) sob dleo mineral. O cultivo foi
realizado em estufa incubadora a 38,5°C, 5% de O, 5% de CO, e umidade de 95%.

A avaliagcédo da taxa de clivagem foi realizada 72 horas apo6s a fecundacgao. A
taxa de producado de blastocistos foi avaliada no sétimo (D7) e oitavo (D8) dia do
cultivo. No D8 foi feita a classificagdo morfologica dos embrides, utilizando
estereomicroscopio (Olympus, SZ40, Washington, EUA), segundo Manual da
Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrido (IETS) (STRINGFELLOW e
SEIDEL, 1998). (Tabela 1).
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Tabela 1: Descrigdo da qualidade embrionaria (adaptado de STRINGFELLOW e SEIDEL, 1998).
Classificagao Descrigcédo

Grau | Excelente ou bom: massa embrionaria simétrica com blastdmeros individuais, que s&o
uniformes em tamanho, cor e densidade. Este embrido é consistente com seu estadio
esperado de desenvolvimento. Irregularidades devem ser relativamente menores e ao
menos 85% do material celular devem ser de massa embrionaria viavel intacta. A zona

pelucida deve ser lisa e nao ter superficies cdbncavas ou planas.

Grau Il Regular: irregularidades moderadas na forma geral de massa embrionaria ou no
tamanho, cor e densidade das células individuais. Ao menos 50% do material celular

devem compor uma massa embrionaria viavel, intacta.

Grau lll Pobre: irregularidades maiores na forma da massa embrionaria ou no tamanho, cor e
densidade das células individuais. Ao menos 25% do material celular devem formar uma

massa embrionaria viavel, intacta.

Grau IV Morto ou degenerado: embrides em degeneracdo, odcitos ou embrides de uma célula:

nao viaveis.

4.6 Avaliacao do indice apoptoético dos embrides

A fragmentacdo do DNA foi avaliada como indicador de apoptose em células
embrionarias, utilizando o Kit comercial Dead End Fluorimetric TUNEL System
(Promega, Madison, WI, EUA). Apdés o D8 de cultivo, blastocistos provenientes dos
quatro grupos de maturacao foram separadamente lavados em gotas de 100 ul de
solugédo salina fosfatada (Nutricell) acrescida de 0,1% de albumina sérica bovina
(bovine serum albumin — BSA; Sigma), fixados em formaldeido 4%, lavados
novamente e armazenados em criotubos com solugao salina fosfatada acrescida de
0,1% BSA por 1 semana a 4°C.

Para a confecg¢ao das laminas, os embrides foram inicialmente permeabilizados
por imersao em solugao de 0,2% de Triton X-100 em solucdo salina fosfatada, e
incubados em gotas de tampao de equilibrio, mix de nucleotideos, enzima rTdT e
corante de fluoresceina—12-dUTP, que cora o DNA fragmentado, onde
permaneceram a 37°C por 1 hora em camara umida coberta com papel aluminio. No
controle negativo, os embrides foram incubados com tampao de equilibrio sem

enzima rTdT. No controle positivo, os embrides foram incubados com tampéao de
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equilibrio, enzima DNAse (para promover a degradagdao do DNA nas células do
embrido) e a enzima fluoresceina—12—dUTP. Passada esta etapa, os embrides foram
transferidos para ladmina, corados com 4’6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) em
Vectashield (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, EUA), um corante de
fluorescéncia, e recobertos com laminula.

Todos os blastdbmeros embrionarios foram marcados pelo DAPI e visualizados
em azul no filtro de 460 nm do microscopio de epifluorescéncia (BX 52, Olympus,
Washington, EUA). As células embrionarias em apoptose foram identificadas no filtro
de 520 + 20 nm corando-se de cor verde pela fluoresceina. As laminas foram
observadas em microscépio de epifluorescéncia e as imagens foram capturadas
utilizando o programa Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA).
Posteriormente, o numero total de células e o numero de células apoptoticas foram
analisados utilizando o programa Image J (versédo 1.42e, dezembro de 2008).

O indice apoptético foi calculado a partir da relagcdo do numero total de células

e 0 numero de células contendo corpos apoptéticos (KIDSON et al., 2004).

4.7 Quantificagao dos transcritos

Os primers (HSP70.1, BAX, BCL-2, ZAR1, MATER, HMGN1, GDF9 e -
ACTINA) foram desenhados a partir de sequéncias disponiveis no banco de dados
do GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov) utilizando o programa Primer3 (ROZEN e
SKALETSKY, 2000), e os primers (PRDX1 e Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase -
GAPDH) foram produzidos de acordo com Mourot et al. (2006). Todos os primers

foram sintetizados pela Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, EUA) e estédo

descritos na Tabela 2.
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Tabela 2: Sequéncia dos primers especificos, temperaturas de pareamento, tamanho dos produtos e
fonte de acesso as sequéncias no GenBank

Produto Sequéncia do primer Temperatura Tamanho N° de acesso
de pareamento do no GenBank/
produto Referéncia
(pb)
F 5ATGCCAGATGGTCAGTTCAAGS’ .
PRDX1 R 5CCTTGTTTCTTGGGTGTGTTG3 53°C 224 M°gggg; al.
F 5’AACAAGATCACCATCACCAACG3' .
HSP70.1 R 5TCCTTCTCCGCCAAGGTGTTGS' b9°C 27 NM174550
BAX F 5TTTGCTTCAGGGTTTCATCCAGGA3' s4C 174
R 5'CAGCTGCGATCATCCTCTGCAGS' NM173894
F 5TGGATGACCGAGTACCTGAA3'
S R 5'CAGCCAGGAGAAATCAAACAS’ 53°C 120 XM_586976
F 5TGCCGAACATGCCAGAAGS’ . NM_00107620
ZAR1 R 5TCACAGGATAGGCGTTTGCS’ 53°C 188 3
F 5TAATGACGACGCTGTGTTCTGS' . NM_00100781
MATER R 5GCGGTTCTCAGGTTCTTCAGS 53°C 206 4
F 5GTGGCCAACCAGGAGACTAAZ
HMGN1 R 5AAACAGGGACCACTGACAGG3' 53°C 147 NM_003598
F 5GACCCCTAAATCCAACAGAASZ
GDF9 R 5AGCAGATCCACTGATGGAAZ 53°C 120 NM_174681
B-ACTINA F 5GACATCCGCAAGGACCTCTA3' s30C 205
(endégeno) R 5ACATCTGCTGGAAGGTGGAC3' NM_173979
GAPDH F 5CCAACGTGTCTGTTGTGGATCTGA3' s30C 037 Mourot et
(endégeno) R 5GAGCTTGACAAAGTGGTCGTTGAGS' 2008)

4.7.1 Extracao de RNA e sintese de DNA complementar (cDNA)

A extracao do RNA foi realizada utilizando-se o kit comercial RNeasy Micro kit

(Qiagen, Hilden, Alemanha). A lise das células foi feita com tamp&o RLT acrescido de
10% de B-Mercaptoetanol (B-ME; Gibco Brl Life Technologies, Nova York, EUA). O

lisado foi homogeneizado, acrescido de etanol a 70% e transferido para uma coluna

de obtencdo do RNA. Para lavagem foi adicionado tampao RW1, e posteriormente

foi realizada a incubagdo com solucdo de DNAse por 15 minutos. Apds este periodo

ocorreu novamente a lavagem com o tampdo RW1 e com o tampdo RPE. Em
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seguida, foi feita a adigdo de etanol a 80% na coluna e centrifugagédo para secar a
membrana onde estava contido o RNA. Para eluicado, foram utilizados 12 uL de agua
RNAse-free, gerando um volume final de aproximadamente 11 uL (~55 ng).

A transcricéo reversa foi obtida com o kit comercial SuperScript Il First-Strand
Synthesis Supermix (Invitrogen, Califérnia, EUA). Brevemente, 6 pyL (~30ng) de RNA
foram utilizados em cada reagao de sintese de cDNA. Uma reacdo contendo RNA,
primer oligo dT, tampao de pareamento e agua livre de RNAse/DNAse foi incubada
por 5 minutos a 65°C. Em seguida, 12 pL de um mix (2X First-Strand reaction mix e
SuperScript [l RNaseOUT Enzyme mix) foi adicionado a reagao e esta foi incubada
a 50°C por 50 minutos, seguido de 85°C por 5 minutos. O volume final foi de 20 pL
(~14.000 ng) de cDNA por reacgao.

Apos a extragao e transcrigédo reversa, 1 yL do RNA e cDNA de cada amostra
foram avaliados em espectrofotémetro (Nanodrop ND-1000, Wilmington, EUA), para
analise da concentragao e pureza do material. O cDNA de cada grupo experimental

permaneceu estocado em freezer a -80°C até posterior utilizagao.

4.7.2 PCR em tempo real

Antes da quantificagdo dos transcritos pela PCR em tempo real, as
concentragbes dos primers e de cDNA foram padronizadas. Foram utilizadas
quantidades de cDNA associadas as concentragées de primers que produzissem
reagcdes de PCR em tempo real com as maiores eficiéncias (de acordo com as
concentragdes de cDNA e primers escolhidas). Foram testadas trés quantidades de
cDNA (50, 100 e 200 ng) em uma diluicdo de primer de 400 nM para cada um dos
genes (PRDX1, HSP70, BAX, BCL-2, GDF9, HMGN1, TEAD2, MATER, ZAR1,
GAPDH e B-ACTINA). Adicionalmente, para os genes (PRDX1, HSP70, BAX, BCL-2)
foram testadas mais duas concentragdes de cDNA (400 e 600 ng) em uma diluigdo
de primer de 100 nM. A eficiéncia de cada reacgao foi calculada utilizando o software
LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003). Os valores logaritmicos de fluorescéncia em

cada ciclo foram utilizados para obtencao da inclinagcado da reta, calculada a partir de
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regressao linear simples, e para o calculo do coeficiente de correlagdo de Pearson.
Na analise de cada reagao, somente os pontos com coeficiente de correlacao entre
0,999 e 1 foram utilizados para o calculo da eficiéncia. Desta forma foi possivel obter
a eficiéncia de cada reacgédo individualmente. O valor de inclinagdo da reta foi
empregado na féormula: Eff = 1055°P®l onde Eff = 1, transcricdo minima e Eff = 2,
transcricdo maxima ou eficiéncia maxima (RAMAKERS et al., 2003).

Apoés padronizacao, foram feitas reagdes com o kit comercial Power SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A reagao
contendo cDNA, par de primers, Master Mix (dNTPs, referéncia passiva-ROX,
SYBER Green) e 0,1 U de Tag DNA Polimerase, em um volume final de 25 pL, foi
incubada a 95°C por 10 minutos, seguido de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos,
temperatura de pareamento especifica para cada primer (tabela 2) por 30 segundos
e extensdo a 60°C por 30 segundos. Controles negativos foram preparados em que
o cDNA foi omitido durante a reacdo. Foram feitas reagdes em ftriplicata para cada
amostra (de todos os grupos) das respectivas repeticbes em placas Opticas de
reagao de 96 pocos (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), seladas com filme
adesivo oOptico e amplificadas no aparelho de PCR em tempo real (ABI Prism 7300
Sequence Detection Systems, Applied Biosystems).

A quantificacao relativa foi realizada utilizando-se o método do Cr
comparativo, com o0s resultados expressos em relagdo a genes de referéncia
enddégena e um grupo calibrador (grupo controle). Os genes de referéncia endégena
foram GAPDH e B-ACTINA, pois estes genes sao utilizados em varios trabalhos de
expressao génica em oocitos bovinos (MOUROT et al., 2006; SAGIRKAYA et al.,
2007) e tém fornecido bons resultados por apresentar pouca variagdo nos niveis de
MRNA durante a MIV (BETTEGOWDA et al., 2006). Como grupo calibrador foi
utilizado o sistema de maturagao padrao (suplementagdo com SVC em 20% de O,),
normalmente utilizado nos laboratoérios de PIVE.

Os produtos amplificados foram analisados também em gel nativo de
poliacrilamida a 8% e corados com nitrato de prata, para a verificagao dos tamanhos
dos fragmentos dos genes estudados e validagao dos resultados obtidos pela PCR
em tempo real. As analises da quantificagao relativa dos genes PRDX1, HSP70,
BAX, BCL-2, ZAR1, MATER, HMGN1 e GDF9 foram realizadas de acordo com o
método descrito por Pfaffl, Horgan e Dempfle (2002) que utiliza o seguinte modelo

matematico:
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Quantidade Relativa = (Ealvo) ACTaIVO(medla do controle — média da amostra)

E ACT _ ( média do controle — média da amostra)
(ERef) ™ Ref

Onde:

Eano = Eficiéncia da PCR dos genes alvo.

Controle = grupo controle.

Amostra = grupo teste.

Erer = Eficiéncia da PCR do gene controle enddgeno.

A partir deste método foi desenvolvido o Relative Expression Software Tool
(REST®) (PFAFFL, HORGAN e DEMPFLE, 2002) que possui o0 modelo estatistico
Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation TEST® (versdo 384 - Beta, 2005) o
qual foi utilizado para analisar os dados obtidos da quantificacéo relativa da PCR em
tempo real. Esse modelo foi desenvolvido com base em testes de permutacao, que
sao uma alternativa a ser utilizada quando testes paramétricos nao podem ser
usados. Esses testes obtém resultados a partir de permutagdes aleatérias dos dados

do experimento.

4.8 Analises estatisticas

Para a analise das taxas de maturacdo nuclear, viabilidade das células do
cumulus, taxas de clivagem, producdo de blastocistos, qualidade morfolégica dos
embrides, numero total de células embrionarias, numero de células apoptoticas e
indice apoptético foi utilizada a analise de variancia (ANOVA). As diferengas entre
médias foram comparadas pelo teste de Student Newman Keuls (SNK) através do
procedimento GLM do programa Sistema de analises estatisticas (Statistical Analysis
System - SAS). Os valores de P menores que 0,05 foram considerados
significativos. Os valores foram apresentados como médias * erro padrao (EP) da

média.



5 RESULTADOS

5.1 Avaliagado da taxa de maturagao nuclear em odcitos maturados in vitro em

meio livre de soro e em baixa tensao de O,

Utilizando a coloragdo com orceina acética foi analisada a progressao da
meiose em odcitos submetidos a diferentes sistemas de MIV (Fotografia 1). Nao

houve diferenga entre os grupos (P>0,05) quanto as taxas de metafase Il e metafase

| (Tabela 3).

;

Fotografia 1. Micrografia de odcito
em metafase Il (C-MIl -
Cromossomos hapléides em
metafase Il; CP- corpusculo polar).
Aumento: 1000X.

Tabela 3: Efeito da suplementacao e tensdo atmosférica nas taxas de maturagdo nuclear de
oocitos maturados in vitro.

Tensdo  Suplemento N Mil MI Nao Degenerados
de O, (%) (%) (%) Identificados (%)
(%)
20 (ar) SVC 42  72,53+0,12  11,86+0,22 6,98+0,91 8,62+0,86
20 (ar) PVA 36 74,89+0,20 7,20%0,73 8,14+0,93 9,76+0,77
5 SvVC 38 72,39+0,06 6,73+0,72 3,70+1,41 17,7+£0,27
5 PVA 35 72,22+0,08 12,22+0,46  10,00+0,86 5,66+0,75

Valores nao diferem entre os grupos (Anova; P>0,05). Os resultados estdao demonstrados

em média e erro padrdo. SVC (soro de vaca no cio); PVA (alcool polivinilico).
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5.2 Avaliagao da viabilidade das células do cumulus apés maturagao in vitro

em meio livre de soro e em baixa tensao de O..

Observou-se, mediante avaliagdo morfolégica, que apds maturagdo os odcitos
suplementados com SVC em alta (20%) ou em baixa (5%) tensdo de O
apresentaram uma maior expansao das células do cumulus do que os odcitos que

receberam PVA (Fotografia 2).

Fotografia 2. Expansao das células do cumulus apés maturagao in vitro de odcitos
previamente selecionados com mais de trés camadas de células e citoplasma
homogéneo. Grupos — A: SVC (soro de vaca no cio) em 20% O,. B: PVA (alcool
polivinilico) em 20% O,; C: SVC em 5% O,; D: PVA em 5% O,. Aumento: 40X.

Quando as células do cumulus foram submetidas a coloragdo com o corante
Azul de Tripan nao foram encontradas diferengas (P>0,05) na viabilidade das células

entre os diferentes grupos (Grafico 3).

Viabilidade das células do cumuius
100

H vidwvois

M ndo vidveis

S5VC- 20%02[ar}) PVA-20%02(ar} 5VC-5%02 PVA-5%02

Grafico 3. Viabilidade das células do cumulus apds maturagéo in vitro em diferentes condigoes.
Grupos — SVC (soro de vaca no cio) em 20% O,; PVA (alcool polivinilico) em 20% O,; SVC em
5% O,; PVA em 5% O,. Nao houve diferenga significativa entre os grupos (Anova; P>0,05).
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5.3 Efeito do meio sem soro e baixa tensdao de O, na maturagao in vitro de

odcitos sobre o desenvolvimento pré-implantacional.

Apos fertilizacdo in vitro ndo foram encontradas diferengas significativas
(P>0,05) nas taxas de clivagem nos diferentes grupos (Tabela 4). Quando os odcitos
foram maturados em alta tensdo de O, (20%), a taxa de producéo de blastocistos no
D7 e D8 em meio suplementado com SVC foi superior (P<0,05) aquele com PVA.
Contudo, quando foi avaliada a taxa de blastocistos dos odcitos maturados em baixa
tensdo de Oz (5%) n&o houve diferenga entre os meios com ou sem soro (P>0,05)
(Tabela 4).

Tabela 4: Efeito dos suplementos e atmosfera de maturagédo nas taxas de clivagem
e producao de embrides bovinos in vitro.

Tensdo de  Suplemento N Clivagem Blastocisto Blastocisto
0, (%) (%) Dia 7 (%) Dia 8 (%)
20 (ar) SvC 452 58,9+4,05°  22,7+2,00° 22,2+2,00°
20 (ar) PVA 470 51,3+4,28°  14,7+1,44° 14,4+1,53°

5 SsvC 447 56,7+3,44°  20,6+1,97°  20,3+2,18%
5 PVA 478 55,3%3,52°  18,9+0,99%°  19,2+0,99%

2% | etras diferentes apresentam diferencas significativas entre os grupos (Anova;
P<0,05). Os resultados estdo demonstrados em média e erro padrdo. SVC (soro
de vaca no cio); PVA (&lcool polivinilico).

O Grafico 4 mostra os dados da qualidade morfolégica dos blastocistos
provenientes dos quatro grupos de MIV, avaliada no D8. Quando os odcitos foram
maturados em alta tensédo de O2 (20%), o grupo suplementado com SVC foi superior
(P<0,05) ao grupo com PVA, em relagao a porcentagem de embrides de Grau 1.
Porém, em baixa tens&do de O3 (5%) n&o houve diferenga nos meios suplementados
com SVC ou PVA (P>0,05). Com relagdo aos embrides de Grau 2 e Grau 3 néo

foram observadas diferengas significativas entre os grupos (P>0,05).
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Qualidade morfolégica dos embrides

HGraul
M Grau 2
MGrau 3

SVC-20%02 (ar} PVA- 20%02 (ar} SVC-5%02 PVA-5%02

Grafico 4. Efeito dos suplementos e atmosfera de maturagdo na qualidade morfolégica de
embrides bovinos produzidos in vitro. Grupos — SVC (soro de vaca no cio) em 20% O,; PVA
(alcool polivinilico) em 20% O,; SVC em 5% O,; PVA em 5% O.. 3P | etras diferentes
apresentam diferencas significativas entre os grupos (Anova; P<0,05).

Utilizando a técnica de TUNEL foi analisado o numero total de células
embrionarias, o numero de células apoptdticas e indice apoptético dos embrides
oriundos dos diferentes sistemas de MIV. Na Fotografia 5 estdo representadas as

imagens de blastocistos submetidos a técnica de TUNEL.

Fotografia 5. Detecgéo da fragmentacdo do DNA pela técnica de TUNEL em blastocistos
bovinos oriundos de diferentes sistemas de maturagdo in vitro. llustragbes A, B, C e D -
Blastocistos com blastdmeros marcados pelo DAPI e visualizados em azul no filtro 460nm.
llustragdes A, B’, C' e D’ - Blastocistos com blastdmeros corados pela fluoresceina
apresentando coloragdo verde no filtro 520+20nm, indicando apoptose. Grupos — A/A
(SVC: soro de vaca no cio em 20% O,); B/B’ (PVA: alcool polivinilico em 20% O,); C/C’
(SVC em 5% O,); D/D’ (PVA em 5% O;) — Aumento: 100X.
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Com relagao ao numero total de células, o grupo de maturacédo suplementado

com PVA em alta tensao de O, (20%) originou blastocistos com numero de células
inferior (P>0,05) aos outros trés grupos. Quando foi avaliado o numero de células
apoptéticas o grupo com PVA em baixa tensdo de O, (5%) apresentou um menor
numero de células apoptéticas (P<0,05) em relagdo aos outros trés grupos que nao
apresentaram diferencgas significativas entre si (P>0,05).

O indice apoptético no grupo com PVA em alta tensdo de O, (20%) foi maior
gue nos outros grupos (P<0,05). Por outro lado, o grupo de PVA em baixa tensao de
02 (5%) apresentou o menor indice apoptético comparado com os outros trés grupos
(P<0,05) (Tabela 5).

Tabela 5: Efeito dos suplementos e atmosfera de maturagdo dos odcitos no n° total de células
embrionarias, n° de células apoptéticas e indice apoptético em embrides bovinos
produzidos in vitro.

Tensdo de O, Suplemento N N° total de Células N° de células indice apoptdtico
(%) apoptoticas
20 (ar) SvC 22 116,90+2,60° 20,95+1,29° 0,18+0,011°
20 (ar) PVA 18 85,77+2,49° 19,50+1,42° 0,22+0,015°
5 SvC 19 112,73+2,87° 21,73+1,29° 0,19+0,009°
5 PVA 18 111,11+2,67° 10,72+1,25" 0,09+0,011°

*b |etras diferentes apresentam diferencas significativas entre os grupos (Anova; P<0,05). Os
resultados estdo demonstrados em média e erro padréo. SVC (soro de vaca no cio); PVA (alcool
polivinilico).

5.4 Quantificagdo de transcritos armazenados em oécitos bovinos maturados
sob diferentes condigoées in vitro

Apoés a padronizagdo da PCR em tempo real foram obtidas as temperaturas
de dissociagao (Tabela 6) e eficiéncia da reagao para cada gene avaliado (Tabela 7).
Para a analise da quantificagao relativa utilizou-se como referencia endégena o gene
da B-ACTINA, cujo coeficiente de variagdo entre as amostras foi o menor (2,35%),
quando comparado com o GAPDH (3,48%).
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Tabela 6: Quantidade de cDNA, concentragdo de primers, temperatura de pareamento e
temperatura de dissociacao

(TD) dos genes estudados nas condigdes
padronizadas da PCR em tempo real.

Gene cDNA (ng) Primer (nM) Temperatura de Temperatura de

pareamento (°C) dissociacao (°C)
PRDX1 600 100 53°C 78,9°C
HSP70.1 600 100 59°C 86,3°C
BAX 600 100 64°C 84,4°C
BCL-2 600 100 53°C 84,5°C
ZAR1 200 400 53°C 81,5°C
MATER 200 400 53°C 84,9°C
HMGNA1 200 400 53°C 79,5°C
GDF9 200 400 53°C 83,5°C
GAPDH 200 400 53°C 83,7°C
B-ACTINA 200 400 53°C 86,2°C

Tabela 7: Eficiéncia da reagao e coeficiente de
correlagdo (r) para cada gene nas
condigdes padronizadas da PCR em

tempo real.

Gene Eficiéncia r
PRDX1 1,91 1
HSP70.1 1,72 1
BAX 1,56 1
BCL-2 1,71 1
ZAR1 1,86 1
MATER 1,94 1
HMGN1 1,91 1
GDF9 1,96 1
GAPDH 1,88 1
B-ACTINA 1,87 1

Quando foi avaliada a influéncia da suplementacdo com SVC ou PVA em

oocitos maturados em alta tensdo de O, (20%), observou-se uma maior abundéancia
de transcritos (P<0,05) de reposta ao estresse (PRDX1, HSP70.1), apoptose (BCL-

2), transicdo materno-zigética (ZAR1) e maturagdo (GDF9) nos odcitos

suplementados com PVA (Grafico 6).
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Grafico 6. Abundancia relativa de transcritos relacionados ao estresse celular (PRDX1,
HSP70.1), apoptose (BAX e BCL-2), transicdo materno-zigética (ZAR1, MATER, HMGN1) e
maturagado (GDF9) em odcitos bovinos maturados in vitro suplementados com SVC (soro de
vaca no cio) ou PVA (alcool polivinilico) em 20% de O,. Os resultados estdo demonstrados
em média e erro padrdo, utilizando-se como calibrador o grupo SVC-20% de O, (valor igual a
1). Diferencgas significativas entre os grupos s&o indicados por * P<0,05.
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O transcrito de HMGN1 foi sub-regulado (P<0,05) nos odcitos maturados com

SVC e PVA em 5% de O, comparados com os odcitos suplementados com SVC em
20% de O, (Graficos 7 e 8).
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Grafico 7. Abundancia relativa de transcritos relacionados ao estresse celular (PRDX1,
HSP70.1), apoptose (BAX e BCL-2), transicdo materno-zigoética (ZAR1, MATER, HMGN1) e
maturagdo (GDF9) em odcitos bovinos maturados in vitro suplementados com SVC (soro de
vaca no cio) em 20% ou 5% de O,. Os resultados estdo demonstrados em média e erro padrao,
utilizando-se como calibrador o grupo SVC-20% de O, (valor igual a 1). Diferencgas significativas

entre os grupos sao indicados por * P<0,05.
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Gréfico 8. Abundancia relativa de transcritos relacionados ao estresse celular (PRDX1,
HSP70.1), apoptose (BAX e BCL-2), transicdo materno-zigotica (ZAR1, MATER, HMGN1) e
maturagdo (GDF9) em od6citos bovinos maturados in vitro suplementados com SVC (soro de
vaca no cio) em 20% ou PVA (alcool polivinilico) em 5% de O,. Os resultados estdo
demonstrados em média e erro padrao, utilizando-se como calibrador o grupo SVC-20% de O,
(valor igual a 1). Diferengas significativas entre os grupos sao indicados por ** P<0,001.

As analises das curvas de dissociagdo dos genes estudados mostraram n&o
haver picos referentes a dimeros de primers ou produtos inespecificos da PCR
(Graficos 9 a 11). A auséncia destes picos € uma das condi¢cbes para validar a
quantificacdo de transcritos por PCR em tempo real, quando se utiliza o corante
Syber Green, ja que este se liga a qualquer dupla fita de DNA podendo levar a uma

alteracao nos valores de quantificacdo, e com isso, a um erro de interpretagao.
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Gréfico 9. Curvas de dissociagao dos genes PRDX1 (A), HSP70.1 (B), BAX (C), BCL-2 (D)
obtidas apés amplificagdo por PCR em tempo real.

Disocain Cur: Dssodzantoe
E = F
/ "
: &
\ i
1z
m
|
|
. '
T o B
g H
i i
i i
HE owm
m
wm
m
w
m
o n
[ [ n 7 & [ El [ bl [ n [ il [ t %
G Temzerawe 5} H Temozr. e (€)
Cnisaciton Coe Ceaten g
= "
1 [T
12
]
. U8 v
2 2
H ¥
: i
Foam é
]
w
" ——— ¥
an
0 ® n r L] ® L ® L] *® n L] L] L] ] 5

Temoetunt i

Grafico10. Curvas de dissociagdo do gene ZAR1 (E), MATER (F), HMGN1 (G) e GDF9 (H)
obtidas apés amplificagdo por PCR em tempo real.
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Dl

Tomparatae ]
Grafico 11. Curva de dissociagdo do gene -
ACTINA obtidas apés amplificagdo por PCR em
tempo real.

Além da analise das curvas de dissociagao, os produtos da PCR em tempo
real também foram submetidos a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
para confirmagao da presenca e tamanho dos produtos e validagado dos resultados.
Todos os transcritos dos genes estudados foram identificados e apresentaram o

tamanho esperado (Fotografias 12 e 13).
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Fotografia 12. Gel de poliacrilamida mostrando a presenga dos transcritos dos genes
PRDX1, HSP70.1, BAX, BCL-2 e B-ACTINA em odcitos maturados in vitro apés PCR em
tempo real. S-20 (SVC: soro de vaca no cio em 20%0,); P-20 (PVA: alcool polivinilico em
20%0,); S-5 (SVC em 5%0,); P-5 (PVA em 5%0,); CN (controle negativo). PM: peso
molecular.
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- GDF9 MATER ZAR1 HMGN1 B-ACTINA
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Fotografia 13. Gel de poliacrilamida mostrando a presenga dos transcritos dos genes GDF9,
MATER, ZAR1, HMGN1 e B-ACTINA em odécitos maturados in vitro apés PCR em tempo
real. S-20 (SVC: soro de vaca no cio em 20%0,); P-20 (PVA: alcool polivinilico em 20%0,);
S-5 (SVC em 5%0,); P-5 (PVA em 5%0,); CN (controle negativo). PM: peso molecular.
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6 DISCUSSAO

O soro e a alta tensdo de oxigénio durante o cultivo in vitro de blastocistos
prejudicam o desenvolvimento embrionario e fetal (KRUIP, BEVERSE e KEMP, 2000;
GUERIN, MOUATASSIM e MENEZO, 2001; McEVOY, 2003; CALDER et al., 2005).
Contudo, pouco se sabe sobre o efeito da interagao da suplementagdo com soro e
tensdo de O, na maturagao in vitro sobre a competéncia de desenvolvimento de
o6citos bovinos. Dados do presente estudo fornecem evidéncias que essa interagao
altera o potencial de desenvolvimento dos odcitos in vitro. Odécitos maturados em
baixa tensao de O, (5%) e em meio sem soro (suplementado com PVA) produziram
blastocistos com baixo indice apoptético quando comparados aos outros sistemas
de maturacgao in vitro.

A progressao da meiose até MIl nao foi afetada pelas combinag¢des de tensao
de O3 (20 ou 5%) e macromoléculas (SVC ou PVA). Nossos resultados corroboram
com estudos que ndo observaram diferencas nas taxas de metafase | (Ml) e Ml
quando os odcitos foram maturados com PVP40 ou SFB (ALl e SIRARD, 2002;
WARZYCH et al., 2007), apesar desses autores ndo terem avaliado a tensao de O..
Porém, nossos resultados discordam de Mingoti et al. (2009) que encontraram
baixas taxas de MIl quando os odcitos foram maturados com PVA em 5% de O,
comparados com SFB ou PVA em 20% de O,. Esses mesmos autores né&o
encontraram alteragdo na taxa de blastocistos, além de nao terem analisado a
qualidade dos embrides produzidos. Algumas diferencas nos meios de maturagéo
entre os estudos podem explicar esses resultados contrastantes. Apesar de ter sido
utilizado o meio base TCM 199, o presente experimento empregou somente FSH,
enquanto Mingoti et al. (2009) adicionou outros hormoénios como a gonadotrofina
coribnica humana (hCG) e estradiol. Interacbes entre esses hormbnios com
diferentes macromoléculas e tensdes de O, podem ter interferido na meiose.

Os CCOs maturados com SVC tanto em baixa (5%) quanto em alta (20%)
tensdo de O, tiveram maior expansao das células do cumulus comparados com 0s
oocitos maturados com PVA. Contudo, a menor expansao dessas células no grupo
com PVA em 5% de O; ndo prejudicou o desenvolvimento pos-fertilizacdo. A

expansao das células do cumulus é mais intensa durante a maturacgao in vivo do que
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in vitro (HENDRIKSEN et al., 2000) sendo um processo importante para a FIV.
Porém, Ali e Sirard (2002) e Russell et al. (2006) observaram que, in vitro, a
expansao do cumulus ndo € fundamental para a melhora da competéncia de
desenvolvimento do odcito até o estagio de blastocisto.

Apos avaliagdo com Azul de Tripan ndo foi encontrada diferenca na
viabilidade das células do cumulus entre os grupos. A presenca de células do
cumulus viaveis € importante, pois constitui a ponte entre 0 odcito e o ambiente in
vitro (TANGHE et al., 2002). Assim, oocitos com pouca expansdo das ceélulas do
cumulus, desde que estas se mantenham viaveis, ndo prejudica o desenvolvimento
embrionario. Apesar do transcrito de GDF9 estar mais abundante nos odcitos
maturados com PVA e em 20% de O, este fato ndo aumentou a expansao das
células do cumulus quando comparado aos oocitos que receberam soro. Fatores
presentes no soro estimulam a expansao das células do cumulus in vitro (SENBON
et al., 2004) assim como a proteina de GDF9 secretada pelo o6cito no ambiente de
maturacao (SHIMASAKI et al., 2003). Portanto, é provavel que na auséncia de soro
e na presenga de alta tensdo de oxigénio seja necessario uma maior producao de
GDF9 por parte do oécito visando a expansao, mesmo que parcial, das células do
cumulus, possivelmente para suprir a deficiéncia de fatores que seriam fornecidos
pelo soro.

Em alta tensdo de O, (20%), os odcitos maturados com SVC produziram
maior taxa de blastocitos, embrides de grau 1 e numero total de células, porém,
embrides com baixo indice apoptético quando comparado com PVA. O soro tem
acao antioxidativa em meios de CIV (BAVISTER, 1995; ALI, BILODEAU e SIRARD,
2003) e podem proteger os oocitos contra a produ¢cdo de ROS em alta tensédo de
oxigénio (ZHANG et al., 2006; TAMURA et al., 2008). Desta forma, é possivel que
em ambiente com 20% de O,, o soro tenha favorecido o desenvolvimento dos
oocitos. Por outro lado, os odcitos maturados com PVA e 20% de O, produziram
blastocistos com alto indice apoptético quando comparado com os outros grupos.
Provavelmente, esse sistema de maturacdo pode ter causado danos ao DNA ou
disturbios a componentes citoplasmaticos que atuam no reparo do DNA. Zheng et al.
(2005) observaram que alteragdes na expressao de fatores maternos que atuam no
reparo do DNA em odcitos podem afetar o desenvolvimento pré-implantacional.
Esses autores, também observaram que os sistemas de cultivo in vitro podem levar

a falha na regulacédo de genes importantes de reparo do DNA. Danos ao DNA, RNA
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e proteinas contidos no odcito podem determinar se o embrido ira se desenvolver
até o estagio de blastocisto (BAUMANN et al., 2007). Além disso, lesées ao DNA
podem interromper o ciclo celular, levando a morte da célula por apoptose
(YOSHIDA e MIKI, 2004). Desta forma, apesar dos odcitos possuirem enzimas
antioxidantes, a elevada tensdo de O, associada ao meio sem soro pode ter
prejudicado a integridade do DNA, resultando em blastocistos com mais células
apoptoticas.

O sistema de maturacgéo in vitro com PVA e baixa tensdo de oxigénio (5%)
resultou em taxas de blastocistos semelhantes as outras combinagdes de
macromoléculas e tensdes de O,. Todavia, os odcitos maturados nessa condi¢cao
produziram blastocistos com baixo indice apoptético. Como discutido acima, isto
pode ter ocorrido devido a melhores condi¢cdes de maturagao in vitro, resultando em
menor estresse oxidativo e, consequentemente, poucos danos ao DNA. Assim,
mesmo o soro tendo acido anti-oxidativa, sua presenca pode ser suprimida em
sistemas de maturagao in vitro que utilizem baixa tensdo de O,. Isto é interessante,
visto que o soro pode ser fonte de variagao na produgédo de embrides (RIZOS et al.,
2003; CALDER et al., 2005; LIM et al., 2007; WRENZYCKI, HERRMAN e NIEMMAN,
2007) e conter substancias toxicas que podem reduzir a viabilidade celular (BYRNE
et al., 1999; KRISHER, LANE e BAVISTER, 1999; ABE e HOSHI, 2003). Essa agao
nociva do soro pode justificar o alto indice apoptdtico em blastocitos oriundos de
oocitos maturados com SVC em 5% de O; quando comparado com PVA nas
mesmas condigdes de oxigénio.

Foram encontrados mais blastocistos de grau 1 a partir de odcitos maturados
com SVC em 20% de O, que de odcitos maturados com PVA e 5% de O,.
Entretanto, mais células apoptéticas foram encontradas em blastocistos derivados
de odcitos maturados com SVC em 20% de O,. Estes resultados estdo de acordo
com um trabalho desenvolvido em embrides humanos, onde ndo foi encontrada
relacdo entre o grau de qualidade morfologica, observada visualmente, dos
blastocitos e danos ao DNA (STURMEY et al., 2009). Embrides produzidos in vitro
com elevada degradacdo do DNA, geralmente, degeneram-se (JURISICOVA,
VARMUZA e CASPER, 1996; ANTUNES et al.,, 2008). Porém, esta degeneracéo,
nos seus estadios iniciais, pode ndo ser morfologicamente identificada sobre

estereomicroscopio, prejudicando a classificagao visual dos embrides. Desta forma,
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a classificagcdo morfolégica dos blastocistos pode ndo estar associada com a
integridade do DNA e indice apoptdotico em embrides bovinos.

Odcitos maturados com PVA em 20% de O, apresentaram maior quantidade
de transcritos relacionados com estresse oxidativo (HSP70.1 e PRDX1) e com
mecanismos anti-apoptoticos (BCL-2). No cultivo embrionario, um dos efeitos da
elevada tensao de oxigénio é a maior formagao de radicais livres (BAVISTER, 1995;
GUERIN, MOUATASSIM e MENEZO, 2001) e que podem interferir na expressao de
genes (RINAUDO et al., 2006; CORREA et al., 2008). O estresse oxidativo causa um
aumento nos niveis de HSP70.1 em embrides cultivados in vitro (BETTS e KING,
2001; CHRISTIANS et al., 2003). Eritrocitos de camundongos nocautes para o gene
de PRDX1 apresentaram mais danos ao DNA causados pelo estresse oxidativo do
que eritrécitos de camundongos selvagens (NEUMANN et al., 2003). O estresse
oxidativo induz a apoptose (BETTS e KING, 2001; STONE e YANG, 2006), enquanto
0 gene BCL-2 tem acao anti-apoptoética produzindo uma proteina que pode se ligar a
proteina do gene BAX prevenindo a liberacdo do citocromo C da mitocdndria apds
estimulo apoptotico (VAN DELFT e HUANG, 2006). Células tratadas com H,O,
tiveram alta expressédo de proteinas BCL-2 (CHEN, LIU e MERRETT, 2000) que
também atuam na redugdo dos niveis de ROS (SUSNOW et al., 2009). Portanto, é
provavel que quantidades elevadas dos transcritos de HSP70.1, PRDX1 e BCL-2
nos oocitos maturados com PVA em 20% O, seja necessario para minimizar o
estresse oxidativo nessas condigdes de maturagao in vitro.

Odécitos maturados com PVA em 20% de O, também apresentaram alta
abundancia do transcrito de ZAR1, mas baixa taxa de blastocistos e niumero de
células embrionarias quando comparados com odcitos maturados com SVC. ZAR1 é
um gene de efeito materno que atua na TMZ (WU et al.,, 2003; BEBBERE et al.,
2008), porém, Mota et al. (2009) sugerem que alteragées nos niveis de expressao
de ZAR1 em odcitos bovinos pode nao estar associadas a competéncia de
desenvolvimento. Nossos resultados com PCR em tempo real reforcam essa idéia,
uma vez que, a elevada quantidade de transcritos de ZAR1 ndo ocasionou melhora
na competéncia de desenvolvimento dos odcitos, avaliada pelas taxas de producao
de blastocistos e numero total de células embrionarias.

Blastocistos derivados de odcitos maturados em 5% de O, com SVC ou PVA
exibiram baixa abundancia dos transcritos de HMGN1 quando comparado com

oocitos maturados com SVC em 20% O,. Porém, a produgao de blastocitos nesses
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grupos nao foi comprometida. HMGN1 é uma proteina cromossomal nao histénica
que se liga ao nucleossomo, reduzindo a compactagao da cromatina favorecendo a
transcrigdo (WEST, 2004). Contudo, o transcrito de HMGN1 parece regular poucos
genes. Fibroblastos de camundongos nocautes para o gene de HMGN1
apresentaram expressao alterada de 4 do total de 12 genes avaliados (LIM et al.,
2004), sendo necessarios outros estudos avaliando um niumero maior de genes para
confirmar essa hipotese. Furusawa et al. (2006) sugerem que o transcrito de
HMGN2 pode compensar a auséncia de HMGN1. Desta forma, € possivel que os
transcritos maternos para HMGN1 podem ter pouca influéncia na competéncia de
desenvolvimento de odécitos maturados in vitro.

O transcrito de MATER néao apresentou alteragdes nos diferentes sistemas de
maturagao in vitro. Em camundongos, os transcritos maternos para MATER parecem
ter efeito importante na ativagdo do genoma embrionario (TONG et al., 2000).
Porém, o papel desse gene ainda nao esta totalmente esclarecido (BEBBERE et al.,
2008), sendo necessaria a realizagao de mais estudos que possam contribuir para o

entendimento de sua fungdo em odcitos e embrides bovinos.



57
7 CONCLUSAO

o A maturagdo com PVA em 5% O, fornece um eficiente ambiente de maturacéo

in vitro para os odcitos produzindo blastocitos com baixo indice apoptético;

° A presenca de soro durante a maturagao in vitro € importante para o
desenvolvimento embrionario quando os odcitos sdo maturados em 20% de
Oo;

o A classificacdo morfologica realizada visualmente nos blastocistos néo
representa um bom indicador de qualidade em relagdo aos indices de

apoptose.
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