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ARAUJO, M. S. Efeitos da adigdo do IGF-1 ou IGF-LongR3 sobre aspectos celulares
e moleculares de complexos cumulus-oodcito durante a maturagdo oocitaria in vitro
em bovinos. Botucatu, 2015. 72p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O fator de crescimento semelhante a insulina-1 recombinante-3 (IGF-LongR3), um
analogo sintético do IGF-1 de maior biodisponibilidade, ainda néo foi utilizado no
meio de maturagéao in vitro (MIV) de complexos cumulus-odcito (CCOs). Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar e comparar os efeitos da adi¢do de IGF-LongR3 e
do fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) na MIV de CCOs bovinos,
sobre a progressao meiotica, apoptose e expressao de genes nos oodcitos (GDFY,
BMP15, BAX, BCL2, OOSP1, IGFBP2, IGBFP4 e IGFBP5) e respectivas células do
cumulus (AREG, EGFR, FSHR, COX2, BAX, BCL2, IGFBP2, IGFBP4 e IGFBPS).
Ovarios bovinos foram coletados em abatedouro, sendo selecionados 739 CCOs
apos aspiracao de foliculos de 2-8mm de diametro. A MIV foi realizada em meio
base de maturagdo contendo IGF-1 (100ng/mL), IGF-LongR3 (100ng/mL), e dois
grupos controles: 0,1% de alcool polivinilico (PVA) ou 10% de soro fetal bovino
(SFB), durante 22-24 horas em estufa a 38,5°C e 5% de CO,. Posteriormente os
oocitos foram desnudados e preparados para a técnica de TUNEL, coloragao
Hoechst 33342 e RT-gPCR, intencionando-se avaliar a apoptose, maturagao nuclear
e a expressao génica, respectivamente. A analise estatistica foi realizada por um
modelo linear de efeitos mistos, o qual relacionou a mudanca de estadio de
metafase 1 para metafase 2 e a auséncia de apoptose entre os grupos
experimentais, pelo programa Imer4. Os testes ANOVA e Tukey foram utilizados
para analise dos resultados obtidos pelo RT-gPCR. Ao final de dez réplicas de MIV
foram avaliados 339 (n= 5 réplicas) odcitos quanto a progressao meidtica e apoptose
e 400 (n= 5 réplicas) quanto a expressao génica. Nao foi observada diferenca
significativa (P<0,05) entre os grupos experimentais com relacdo a progressao
meidtica e apoptose. Foi possivel detectar a expressdao de mRNA para todos os
genes avaliados nos odcitos e respectivas células do cumulus em todos os grupos
experimentais. Houve diferenca estatistica (P<0,05) entre o grupo 10% de SFB e os
grupos IGF-1 e IGF-LongR3 para a expressdo do gene IGFBP4 nas células do



cumulus. A expressédo do gene COX2 também foi estatisticamente diferente entre o
grupo 0,1% de PVA e os grupos IGF-1 e IGF-LongR3. Houve diferenga estatistica
para a expressado do gene BCLZ2 nos odcitos entre os grupos IGF-1, 10% de SFB e
0,1% de PVA e para a expressao do gene IGFBP4 entre os grupos IGF-LongR3,
0,1% de PVA e 10% de SFB. N&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos
experimentais para os demais genes avaliados nos odcitos e células do cumulus. Os
resultados obtidos neste estudo demonstram que é possivel realizar a MIV de
oocitos bovinos na presengca do IGF-LongR3, possibilitando sua utilizagdo em

substituicdo ao IGF-1 e ao SFB.

Palavras-chave: Odcito, fertilizagdo in vitro, fator de crescimento semelhante a

insulina, expressao génica.



ARAUJO, M. S. Addition effects of IGF-1 or LongR3-IGF-1 on cellular and molecular
aspects of cumulus-oocyte complexes during in vitro oocyte maturation in cattle.
Botucatu, 2015. 72p. Dissertation (Master's Degree) — College of Veterinary

Medicine and Animal Science, Botucatu Campus, State University of Sdo Paulo.
ABSTRACT

The insuline like growth factor-1 recombinant-3 (LongR3-IGF-1) a synthetic analogue
of IGF-1 with greater bioavailability has not yet been used in in vitro maturation
medium of cumulus-oocyte complexes (COCs). Therefore the aim of this study was
to evaluate and compare the effects of LongR3-IGF-1 and insulin-like growth factor-1
(IGF-1) addition in the IVM of bovine oocytes on meiotic progression, apoptosis, and
genic expression COCs (GDF9, BMP15, BAX, BCL2, OOSP1, IGFBP2, IGBFP4 e
IGFBPS5) and their respectively cumulus cells (AREG, EGFR, FSHR, COX2, BAX,
BCL2, IGFBP2, IGFBP4 e IGFBPS5). Bovine ovaries were collected in slaughterhouse
being selected 739 oocytes after aspiration of follicles from 2-8mm diameter. /n vitro
maturation (IVM) was performed on basic maturation medium containing IGF-1 (100
ng/ml), LongR3-IGF-1 (100ng/ml), and two control groups: 0.1% polyvinyl alcohol
(PVA) or 10% fetal bovine serum (FBS), for 22-24 hours in an incubator at 38.5°C
and 5% COj. Subsequently oocytes were denuded and prepared for TUNEL
technique, staining Hoechst 33342 and RT-qPCR, intending to evaluate apoptosis,
nuclear maturation and gene expression, respectively. Statistical analysis was
performed using a linear mixed effects model, which correlated the change in
metaphase stage 1 to 2 and the absence of apoptosis among the experimental
groups. ANOVA and Tukey tests were used to analyze the results obtained by RT-
gPCR. After ten replicas of IVM, 339 oocytes (n=5 pools) were evaluated for meiotic
progression and apoptosis and 400 (n=5 pools) for gene expression. There was no
statistical difference (P>0,05) between the experimental groups with respect to
meiotic progression and apoptosis. It was possible to detect mMRNA expression of all
evaluated genes in the oocyte and its cumulus cells in all experimental groups. There
was statistical difference between the group 10% FBS and IGF-1 and LongR3-IGF-1
groups for the expression of gene IGFBP4 in cumulus cells. The expression of COX2
gene was also statistically different (P<0,05) between 0.1% PVA group and IGF-1
and LongR3-IGF-1 groups. Statistical difference was found for the expression of



BCL2 gene in oocytes between IGF-1 groups, 10% FBS and 0.1% PVA and for the
expression of IGFBP4 gene between LongR3-IGF-1, 0.1% PVA and 10% FBS
groups. There was no statistical difference between the experimental groups for
other genes evaluated in oocytes and cumulus cells. The results obtained of this
study show that is possible to perform IVM of bovine oocytes in the presence of

LongR3-IGF-1, allowing its use in replacement of IGF-1 and FBS.

Key-words: Oocyte, in vitro fertilization, insuline-like growth factor, genic expression.



CAPITULO 1



INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil € um dos paises que mais produz e utiliza a tecnologia de
fertilizacdo in vitro (FIV) no mundo. No ano de 2012 o pais produziu 349.171
embrides in vitro de um total de 355.205 embrides produzidos na América do Sul,
representada pela Argentina, Brasil e Panama, a partir de oocitos adquiridos pela
técnica de aspiracgao folicular transvaginal guiada por ultrassom (“ovum pick-up”). A
industria brasileira de produgéo in vitro (PIV) de embrides esta crescendo, operando
atualmente em varios outros paises da América do Sul, Africa do Sul e mais
recentemente na Russia (PERRY, 2013; HASLER, 2014).

No entanto, apesar de 80% dos odcitos maturados in vitro serem fertilizados
com sucesso, apenas 30 a 40% de blastocistos desenvolvidos sdo obtidos apds a
maturagao in vitro (MIV), fertilizagdo e cultivo dos embrides (MERMILLOD et al.,
1999; SIRARD et al.,, 2006). Acredita-se que estes resultados se devem
principalmente ao baixo potencial de desenvolvimento da competéncia dos odcitos
destinados a PIV (WATSON, 2007). Assim, as tecnologias reprodutivas assistidas
tais como a FIV, transferéncia de embrides, transgenia e clonagem, ainda tem um
impacto limitante devido a falta de odcitos aptos a fertilizagdo (VAN DEN HURK;
ZHAO, 2005; DE BEM et al., 2014).

Na tentativa de aumentar a eficiéncia do desenvolvimento de odcitos cultivados
in vitro, pesquisas tem focado a adicdo de substancias promotoras de crescimento
aos meios de maturacdo, e na simulacdo de forma fidedigna das condigbes
intrafoliculares (GOTTARDI; MINGOTI, 2009). Dentre as substancias promotoras do
crescimento, destaca-se a familia dos fatores de crescimento semelhantes a insulina
(IGFs), composta pelos ligantes IGF-1 e IGF-2, os quais sao polipeptideos
estruturalmente relacionados a proé-insulina (JONES; CLEMMONS, 1995; KANE et
al., 1997). O IGF-1 parece ser de grande importancia para a fungao oocitaria, uma
vez que seus receptores estdo presentes nos complexos cumulus-odcito (CCOs), e
grande quantidade desse fator é particularmente produzida pelas células do cumulus
(ZHOU et al., 2000; NUTTINCK et al., 2004). Além disso, componentes do sistema
IGF expressos em odcitos participam acelerando o processo de maturagao nuclear,
favorecendo a competéncia oocitaria (SAKAGUCHI et al., 2002; WALTERS et al.,
2006).



O fator de crescimento semelhante a insulina-1 recombinante-3 (IGF-LongR3)
€ um analogo sintético do IGF-1 com habilidade de se ligar ao seu receptor com
maior biodisponibilidade (PRELLE et al., 2001; PAMPUSCH et al., 2005). Desta
forma, o IGF-LongR3 tem sido amplamente utilizado em sistemas de cultivo de
foliculos e células da granulosa (GUTIERREZ et al., 2000; THOMAS, F. et al., 2007).
Embora a adicdo do IGF-LongR3 ao meio de maturagdo de oocitos bovinos néo
tenha sido realizada até o presente momento, a acdo deste hormdnio sobre a
producéo de embrides in vitro nesta espécie ja foi avaliada. A adigdo de 100ng/ml de
IGF-LongR3 ao meio de cultivo de embrides bovinos estimulou o desenvolvimento
embrionario inicial e aumentou o numero de células nos blastocistos (PRELLE et al.,
2001).

Rotineiramente, a qualidade dos odcitos € avaliada imediatamente apds a sua
coleta, sendo restrita apenas a avaliagdo visual n&do invasiva da morfologia dos
CCOs, que inclui a homogeneidade do citoplasma e o numero de camadas de
células do cumulus compactas ao redor do odcito. Esta avaliacdo permite eliminar
oocitos nos quais a maturagao ja foi iniciada in vivo, ou aqueles que apresentam
sinais de atresia tanto no seu citoplasma quanto nas suas células do cumulus.
Porém, estudos recentes tem demonstrado que analises mais acuradas em nivel
celular e molecular podem representar um critério novo e mais objetivo para acessar
a qualidade oocitaria (ALBERTINI et al., 2003; NICHOLAS et al., 2005).

Sabe-se que os odcitos de mamiferos precisam acumular todos os fatores
maternos necessarios durante a foliculogénese para se prepararem para os eventos
que vao ocorrer apos a fertilizacdo (LEQUARRE et al., 2005; SONG; WESSEL,
2005). Portanto, a competéncia oocitaria pode estar relacionada a grande
quantidade de transcritos especificos presentes no “pool” de RNA mensageiro
(mRNA) que é acumulada durante o crescimento do odcito e na fase final da
foliculogénese (SIRARD et al., 2006; SANCHEZ; SMITZ, 2012). Sendo assim,
diferencas entre odcitos competentes e incompetentes podem estar relacionadas
com a diferenga nos padroes de expressao génica (CAIXETA et al., 2009).

Apesar de alguns genes ja terem sido identificados como sendo relacionados a
competéncia oocitaria, os mecanismos envolvidos com a aquisigdo desta
competéncia ainda n&do estdo bem estabelecidos. Portanto, a ampliacdo dos
conhecimentos sobre os aspectos celulares e moleculares € necessaria para o

entendimento global dos mecanismos envolvidos na competéncia dos odcitos, bem



como para fornecer marcadores moleculares relacionados a sua capacidade de
desenvolvimento (CAIXETA et al., 2009; HUSSEIN et al., 2011).

Uma vez demonstrado que o IGF-1 durante a MIV de varias espécies animais
aumentou a taxa de maturagdo, favoreceu a competéncia oocitaria (SAKAGUCHI et
al., 2002; QUIRK et al., 2004; KIAPEKOU et al., 2005; WALTERS et al., 2006;
SIROTKIN et al.,, 2011) e inibiu a ocorréncia de apoptose em odcitos bovinos
(WASIELAK; BOGAKI, 2007), espera-se que o IGF-LongR3, quando adicionado
diretamente ao meio de maturacédo, também aumente a taxa de odcitos em estadio
de metafase 2 apés a MIV, porém de forma mais eficiente que o IGF-1; reduzindo o
numero de od6citos em apoptose e aumentando a expressao de genes relacionados
a competéncia oocitaria nos odécitos e nas suas respectivas células do cumulus.
Desta forma, podera aumentar o numero de odcitos aptos a fertilizagdo e que
posteriormente completardao o seu desenvolvimento, produzindo maior numero de

embrides viaveis in vitro.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar os efeitos promovidos pela
adicdo do IGF-LongR3 ou IGF-1 sobre a progressdo meidtica, apoptose e expressao
dos genes em oocitos (GDF9, BMP15, BAX, BCL2, OOSP1, IGFBP2, IGBFP4 e
IGFBPS5) e suas respectivas células do cumulus (AREG, EGFR, FSHR, COX2, BAX,
BCL2, IGFBP2, IGFBP4 e IGFBP5) de CCOs bovinos, apés a MIV na presenca

desses hormonios.

REVISAO DE LITERATURA

1. O papel dos IGFs durante a foliculogénese
A familia dos fatores de crescimento semelhantes a insulina € composta pelos
polipeptideos estruturalmente relacionados a proé-insulina, os fatores IGF-1 e IGF-2,

0s quais apresentam receptores especificos expressos na superficie celular (IGFR-1



e IGFR-2) e seis proteinas de ligagdo aos fatores de crescimento semelhantes a
insulina (IGFBP-1, -2, -3, -4, -5, -6) (JONES; CLEMMONS, 1995; KANE et al., 1997;
NUTTINCK et al., 2004; MAGALHAES et al., 2012). Estes fatores atuam sobre o
metabolismo intermediario, o crescimento, a proliferagdo e a diferenciagao celular
(JONES; CLEMMONS, 1995).

O IGF-LongR3 é um analogo sintético do IGF-1, o qual possui menor afinidade
em se ligar as IGFBPs, sendo amplamente utilizado em cultivos de foliculos e de
células da granulosa (FRANCIS et al., 1992; THOMAS, et al., 2007). E
estruturalmente composto de uma sequéncia de aminoacidos que compéem o IGF-
1, com substituicdo da glicina ou da arginina pela glutamina na posicédo 3,
apresentando 13 aminoacidos na porgao N-terminal. Esta modificacdo reduz a
ligacédo deste IGF as IGFBPs, permitindo o aumento da concentracéo de IGF livre
disponivel para se ligar aos seus receptores celulares (FRANCIS et al., 1992).

O figado é o 6rgao responsavel pela maior produgédo de IGF-1 do organismo,
exercendo a funcdo de horménio enddcrino. Sua produgcdo € estimulada pelo
horménio do crescimento (GH), e sua secrecdo € concomitantemente a sua
producdo, uma vez que nao ha um 6rgao de armazenamento especifico. Na espécie
bovina, o IGF-1 enddcrino esta associado a varios eventos reprodutivos, os quais
compreendem a taxa de concepg¢ao ao primeiro servico (PATTON et al., 2007),
ovulagdes duplas (ECHTERNKAMP et al., 2004), e ao desenvolvimento embrionario
antes da implantacao (VELAZQUEZ et al., 2005).

O IGF-1 também pode ser sintetizado pelos tecidos-alvos como ovarios, tubas
uterinas, utero e pelo préprio embrido, atuando, neste caso, de forma paracrina e
autécrina (SPICER; ECHTERNKAMP, 1995; WATSON et al.,, 1999; DAFTARY;
GORE, 2005; MAGALHAES et al., 2012). O sistema paracrino/autdcrino
intraovariano do IGF regula o desenvolvimento folicular e a esteroidogénese, tanto
sozinho quanto em sinergismo com as gonadotrofinas (GIUDICE, 1992;
ARMSTRONG et al., 2002; THOMAS, et al., 2007; MAGALHAES et al., 2012).

A maioria das agdes do IGF-1 e do IGF-2 é mediada pelo receptor IGFR-1. A
afinidade deste receptor ao IGF-1 € um pouco maior do que ao IGF-2 e muito maior
em relacdo a insulina. Ja o receptor IGFR-2 se liga ao IGF-1 e ao IGF-2 com menos
afinidade, porém néo se liga a insulina (IZADYAR et al.,, 1998; SPICER, 2004;
MAGALHAES et al., 2012).



As IGFBPs regulam a biodisponibilidade dos IGFs, apresentando grande
afinidade a estes fatores e estdo presentes em todos os fluidos bioldgicos. Os IGFs
circulam no plasma associados as IGFBPs, que sao responsaveis por carrea-los até
as suas células-alvo, podendo inibir ou potencializar a acdo dos IGFs. A inibicdo da
acao dos IGFs ocorre devido a sua grande afinidade de ligagdo as IGFBPs; porém
quando estas proteinas se encontram ligadas a matriz extracelular ou quando
sofrem protedlise pela proteina sérica A associada a prenhez (PAPP-A), a inibigdo
nao acontece (KANE et al., 1997; SPICER, 2004; SILVA et al., 2009).

De um modo geral, as IGFBPs desempenham quatro importantes fun¢dées na
regulagdo das atividades dos IGFs, as quais incluem a atuagdo como proteinas de
transporte no plasma, prolongam a meia-vida dos IGFs por meio da regulagdo de
sua depuragdo metabdlica, proporcionam um meio de ligagao a tecidos ou a células
especificas, e modulam diretamente a interagdao dos IGFs com seus receptores,
controlando indiretamente a sua biorreatividade (SILVA et al., 2009; MAGALHAES et
al., 2012). As IGFBPs sao de grande importancia para a regulagdo do
desenvolvimento folicular, uma vez que seus niveis se alteram com o decorrer da
foliculogénese, modulando a acdo dos IGFs e, consequentemente, as agbes das
gonadotrofinas (MONGET et al., 1989). Quatro dentre os seis tipos de IGFBPs
(IGFBP-2, -3, -4 e -5) foram identificadas no fluido folicular de bovinos. (BAXTER,
2000; MIHM et al., 2000; MONGET et al., 2002).

O desenvolvimento folicular ovariano é regulado por mecanismos enddcrinos,
autécrinos e paracrinos que coordenam a proliferacao e diferenciagdo das células
somaticas. Os fatores de crescimento, peptideos e hormdnios estdo intimamente
relacionados a estes mecanismos de desenvolvimento e diferenciacdo folicular,
embora as exigéncias foliculares para cada uma das fases da foliculogénese sejam
diferentes quanto a substancia requerida e as concentragdes necessarias (VAN DEN
HURK; ZHAO, 2005; MAGALHAES et al., 2012). Estudos in vitro com células da
granulosa de bovinos indicaram que o IGF-1 aumentou a sensibilidade ao horménio
foliculo estimulante (FSH), e estimulou a producdo de estradiol, progesterona,
androstenediona, ativina-A, inibina-A e folistatina (GLISTER et al., 2001).

O IGF-1 e outros fatores de crescimento tem sido relacionados a varios
processos que acontecem em diferentes estadios do desenvolvimento folicular, da
maturagdo oocitaria (DEMEESTERE et al., 2004) e do subsequente

desenvolvimento embrionario em varias espécies, incluindo os bovinos (PALMA et



al.,, 1997), suinos (SIROTKIN et al., 2011), coelhos (HERRLER, et al., 1998),
camundongos (SIROTKIN et al., 2000) e humanos (LIGHTEN et al., 1998).

O papel exato dos IGFs na regulagdo do desenvolvimento oocitario durante a
foliculogénese inicial ainda nédo esta elucidado (THOMAS et al., 2007). Durante a
fase pré-antral, apesar dos foliculos serem responsivos as gonadotrofinas, os
maiores responsaveis pela regulacdo da foliculogénese s&o os fatores
intraovarianos. Durante esta fase na espécie bovina, os IGFs apresentam acao
enddcrina, uma vez que os foliculos pré-antrais expressam apenas o IGFR1 e a
IGFBP2 nas células da granulosa, a IGFBP3 nos o6citos, mas ndo expressam o
MRNA para os IGFs ligantes (IGF1 e IGF2) (GONG et al., 1996; ARMSTRONG et
al., 2000; ARMSTRONG et al., 2002; MAGALHAES et al., 2012). No entanto, a
presenca do mRNA codificador /IGF1 nas células da granulosa em bovinos parece
ser controversa, com estudos demonstrando sua presencga (SPICER et al., 1993;
SPICER; ECHTERNKAMP et al.,, 1995; SCHAMS et al., 2002), enquanto outros
demonstraram sua auséncia (PERKS et al., 1999; ARMSTRONG et al., 2000; SILVA
et al., 2009).

Embora Gutierrez et al. (2000) tenham relatado um estimulo do crescimento
folicular e oocitario até a fase de foliculo antral inicial de foliculos pré-antrais bovinos
cultivados in vitro na presenca de FSH, EGF e IGF-LongR3, sem prejuizo a sua
morfologia, acredita-se que o IGF-1 esteja relacionado com a atresia folicular
durante a fase de transigdo de foliculos primordiais para foliculos primarios (SILVA
et al., 2009). Segundo Armstrong et al. (2002), o sistema IGF parece nao estar
envolvido com o inicio do crescimento dos foliculos primordiais bovinos, mas sim,
com eventos subsequentes. Fortune et al. (2004) relataram que, em vacas, 0s
estadios iniciais do desenvolvimento folicular sdo regulados, pelo menos em parte,
pela concentragao de IGF no microambiente do foliculo. Entretanto, de acordo com
Wand;ji et al., (1996), o IGF-1 em concentragdes de 1, 10, e 100ng/ml nao estimulou
a transicdo de foliculos primordiais para primarios durante o cultivo de cortex
ovariano bovino e aumentou a atresia folicular.

Em ensaio realizado por Thomas et al. (2007), foliculos pré-antrais
(144,8+£0.6um) bovinos cultivados durante seis dias na presenca do IGF-LongR3
(5ng/ml, 10ng/ml, 50ng/ml) e do IGF-1 (10ng/ml, 50ng/ml, 100ng/ml, 1000ng/ml),
aumentaram o didmetro folicular e a producao de estréogeno acima do observado no

grupo controle para ambos os tipos de IGF. Porém, foliculos tratados com IGF-



LongR3 ou com a maior concentragdo de IGF-1 (1000ng/ml) no meio de cultivo
apresentavam uma redugao na proporcao do tamanho entre o odcito e o foliculo, e
uma alteragdo da morfologia do odécito, promovendo efeito negativo no
desenvolvimento oocitario. Foliculos tratados com doses fisiologicas de IGF-1
mantinham a propor¢ao odcito/foliculo e a qualidade oocitaria como as observadas
no grupo controle. O mMRNA e a proteina do IGFBP2 e IGFBP3 foram detectadas nas
células da granulosa e no odcito dos foliculos pré-antrais cultivados. Assim, os
autores concluiram que, uma vez que o IGF-1 e o IGF-LongR3 diferem apenas na
sua afinidade as IGFBPs, a regulagédo da biodisponibilidade dos IGFs por estas
proteinas € crucial para a coordenagao do desenvolvimento oocitario e folicular
inicial.

Durante o inicio do desenvolvimento dos foliculos antrais até a fase de
dominancia em bovinos, 0 mMRNA que codifica o IGF-2, o qual € o principal ligante de
IGF intrafolicular nos ruminantes, foi detectado apenas nas células da teca. Em
foliculos pré-antrais e antrais, o mMRNA que codifica o IGFR-1 esteve presente nas
células da teca e da granulosa, enquanto que nao foi possivel detectar mMRNA que
codifica o IGF-1 nestas células em nenhuma das fases do desenvolvimento folicular.
O IGFR-2 também esta presente nas células da granulosa e da teca de foliculos
antrais bovinos. Em cultivo in vitro de células da granulosa e da teca o mRNA do
IGF1 foi detectado em maior quantidade no tecido luteal, e 0 mRNA para o IGF-2 foi
detectado tanto em células da teca, quanto em células da granulosa (ARMSTRONG
et al.,, 2000; SCHAMS et al., 2002; SPICER; AAD, 2007). Os IGFBP-2 e -4 séo
produzidos pela granulosa e pela teca, respectivamente, regulando a
biodisponibilidade intrafolicular de IGF durante a foliculogénese (ARMSTRONG et
al., 2001).

Antes do inicio do desvio folicular, eventos bioquimicos intrafoliculares
envolvendo o sistema IGF, o estrégeno e os receptores de LH, asseguram a futura
dominancia do foliculo selecionado (BEG; GINTHER, 2006). As concentragdes de
IGF-1 livre permanecem altas e ndo aumentam no maior foliculo em associagdo com
o desvio folicular, mas comegam a cair no segundo maior foliculo antes do inicio do
desvio, demonstrando que a queda do IGF-1 do segundo maior foliculo € a maior
diferenga observada entre este e o foliculo dominante (BEG et al., 2002). As altas
concentragdes de IGF-1 livre no maior foliculo proximo do inicio do desvio folicular

sdo temporariamente associadas a alta degradacao proteolitica do IGFBP-3 e -5



pelas proteases PAPP-A. Neste momento, as concentracbes de IGFBP-2, -4, e -5
sdo maiores no segundo maior foliculo (BEG et al., 2001; RIVERA; FORTUNE,
2003). Schams et al. 2002 demonstraram que houve um relativo aumento na
expressao do IGF-1 na teca interna antes da selecao folicular, enquanto apds a
selegao, a expressdo do mRNA nas células da granulosa aumentou.

Quando a ablagdo do maior foliculo no momento do inicio do desvio folicular
em bovinos foi realizada, o didmetro e as concentragdes de IGF-1 livre do segundo
maior foliculo aumentaram apés 12 horas (BEG et al., 2002). Ao injetar IGF-1 no
segundo maior foliculo no momento do desvio folicular, as concentragbes de
estradiol do fluido folicular se elevaram 6 horas apods a inje¢édo. Portanto, a ativagéao
do sistema IGF via IGF-1 pelas proteases PAPP-A, promove a manutencdo ou
aumento do IGF-1 livre, do estradiol e dos receptores de LH no maior foliculo antes
do inicio do desvio folicular, sendo responsavel pelo inicio do desvio folicular na
espécie bovina. Concomitante a este mecanismo, as concentracdes intrafoliculares
de IGF-1 livre diminuem no segundo maior foliculo (BEG; GINTHER, 2006).

Além das influéncias exercidas durante a foliculogénese, os IGFs atuam no
tecido luteal em diferentes espécies (TALAVERA; MENON, 1991; SAUERWEIN et
al., 1992; KHAN-DAWOOD et al., 1994; YUAN, et al., 1996). Os IGFs promovem
efeito estimulatério sobre a produgao de progesterona por meio dos IGF-1 e IGF-2,
exercem influéncia sobre a angiogénese e sobre a apoptose na espécie bovina
(AMSELGRUBER et al., 1994; CHUN et al., 1994; SCHAMS et al., 2002).

O sistema IGF é importante principalmente para o desenvolvimento inicial do
corpo luteo pela sua acao na luteinizagdo das células foliculares e pela estimulagéo
da ocitocina e produgao de progesterona (SCHAMS, 1987; MCARDLE; HOLTORF,
1989; EINSPANIER et al.,, 1990). Uma vez que as proteinas de IGF-1
(AMSELGRUBER et al., 1994) e IGFR-1 (SCHAMS et al., 2002) se localizam
principalmente nas células luteais grandes, a regulacdo parece ser ao menos em
parte autécrina (SCHAMS et al., 2002). O IGF-2 foi localizado apenas na regido dos
fibroblastos perivasculares de grandes vasos e na periferia de capilares presentes
no corpo luteo, atuando como fator de crescimento autécrino/paracrino que afeta a
proliferacao e a diferenciagcao destes tipos celulares (AMSELGRUBER et al., 1994;
SCHAMS et al., 2002). As maiores expressdes de mRNA para IGF-1, IGF-2 e IGFR-
1 foram observadas durante o inicio da fase luteal (dias 1-4), seguidas de um
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decréscimo nas suas expressoes, promovendo um baixo platd no corpo luteo ciclico,
mantendo-se baixas durante a gestagdo (SCHAMS et al., 2002).

De acordo com Schams et al. (2002), todas as seis IGFBPs foram detectadas
no corpo luteo de bovinos, porém, a expressdo das IGFBP-1, -2 e -6 foram muito
fracas. Sayre et al., (2000) observaram um pequeno aumento do mRNA de IGFBP-1
em vacas apos a inducdo da lutedlise pela prostaglandina. Ainda no trabalho de
Schams et al. (2002), as IGFBP-3, -4 e -5 foram altamente expressas com claras
mudancgas nas IGFBP-3 e -4. A IGBBP-3 é a principal carreadora e armazenadora
de IGFs dentro do compartimento intravascular e, provavelmente por este motivo,
alta expressao de IGFBP-3 esta correlacionada com maior expressao de IGF-1, IGF-
2 e IGFR-1 durante o inicio da fase luteal (dias 1-4). H& um decréscimo na
expressao da IGFBP-3 durante a metade do estadio luteal, permanecendo baixa
durante a gestacdo. Em contraste, IGFBP-4 é significantemente mais regulada no
final do periodo de angiogénese (dias 5-7) com tendéncia a queda apds a regressao
do corpo luteo e durante a gestacao. A IGFBP-5 demonstra uma expressao relativa
constante durante todos os estadios do corpo luteo com tendéncia para uma alta

expressao durante os dias 3 e 4.

2. O papel dos IGFs durante a maturagao oocitaria e apoptose

Apos a formagado do antro folicular, o que corresponde ao final da fase de
crescimento oocitario, as células da granulosa se diferenciam em duas distintas
linhagens celulares, as células da granulosa murais, que formam a parede do
foliculo e sdo importantes para a esteroidogénese, e as células do cumulus, que
mantém um intimo contato com o odcito. As células do cumulus possuem projegcdes
citoplasmaticas altamente especializadas que penetram a zona pelucida, dando
origem as jungdes comunicantes (“‘gap junctions”). As jungdes comunicantes
mantém intimo contato com o odcito, formando uma estrutura elaborada
denominada complexo cumulus-oécito (ALBERTINI et al., 2001).

As células do cumulus norteiam o od6cito durante as fases finais do seu
desenvolvimento, entretanto, ha um limitado conhecimento sobre a natureza e a
diversidade dos componentes que sao transferidos entre estes tipos celulares e o
o0cito, via jungdes comunicantes, durante o desenvolvimento antral. Nao se sabe se

mudangas na dindmica desta comunicagdo ou na extensdo da transferéncia de
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moléculas, podem impactar a aquisicdo da competéncia do desenvolvimento do
oocito (ALBERTINI et al., 2001; THOMAS et al., 2004).

Durante o crescimento do foliculo antral, o oécito adquire de forma gradual e
sequencial sua competéncia meidtica e de desenvolvimento (EPPIG, 1992;
LONERGAN et al., 1994; GILCHRIST et al., 1997). E nesta fase da oogénese que o
oo6cito adquire o maquinario molecular e celular necessarios para suportar o
desenvolvimento embrionario, sendo este processo denominado de capacitacao
oocitaria (HYTTEL et al., 1997; BREVINI-GANDOLFI; GANDOLFI, 2001; SIRARD et
al., 2006).

E cada vez mais evidente que o odcito é o principal mediador da fungdo
folicular, sendo essencial para a regulagdo da oogénese, taxa de ovulagdo e
fertilidade (EPPIG, 2001; GILCHRIST et al., 2004; MCNATTY et al.,, 2004;
GILCHRIST; THOMPSON, 2007). Os fatores de crescimento soluveis secretados
pelo oécito atuam na vizinhanga dos foliculos regulando varias fungbes das células
da granulosa e das células do cumulus. Desta forma, hd um eixo de comunicagao
entre os odcitos e suas células somaticas, com moléculas especificas sendo
secretadas pelo odcito, que formam a base deste eixo de comunicagéo (GILCHRIST
et al., 2008).

Um dos fatores que forma o eixo de comunicagao entre o odcito e suas células
do cumulus é o IGF. Varios estudos foram realizados para investigar a expressao do
sistema IGF na parede folicular em bovinos, porém poucos foram realizados em
CCOs (NUTTINCK et al., 2004). A presenga do IGF-1 no meio de maturagéo
promove a progressao da meiose em odcitos bovinos, sugerindo que o sistema IGF
folicular pode influenciar a fisiologia das células somaticas, bem como das células
germinativas (SAKAGUCHI et al., 2002; NUTTINCK et al., 2004).

Nuttinck et al. (2004) detectaram a expressao de mRNA para IGF-1, IGFR-1,
IGFBP-2, IGFBP-4 e FSHR em CCOs isolados de foliculos antrais. Os mRNAs para
IGF-1, IGFBP-4 e FSHR foram detectados nas células do cumulus, o mRNA para
IGFR-1 e IGFBP-2 foram expressos tanto no odcito quanto nas células somaticas
dos CCOs, e o0 mRNA para o receptor de LH n&o foi detectado nos CCOs. Este
modelo de expressao permaneceu inalterado apos a MIV, porém quando os CCOs
foram cultivados na presencga de 10ng/ml de EGF, a expressao da IGFBP-2 e FSHR
cairam. De acordo com estes autores, uma vez que a expressao do IGF-1 ligante
parece estar restrita ao compartimento somatico, esta observacéao reforca a atuacao
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de forma paracrina e autécrina do IGF-1 nos CCOs. Além disso, as baixas
concentragdes de IGFBP-2 e FSHR podem ter levado a maior biodisponibilidade de
IGF-1 no microambiente oocitario, promovendo um estimulo intrafolicular adicional
para a esteroidogénese durante a fase final da diferenciacéo folicular. Desta forma, a
regulagdo do IGF-1 livre pela concentragdo das IGFBPs no microambiente dos
foliculos € um parametro chave na influéncia exercida pelo sistema IGF ovariano na
fisiologia folicular.

O IGF-1 parece exercer um efeito benéfico na maturagéo oocitaria nos estagios
iniciais dos foliculos, ligando-se aos receptores da superficie celular muito antes da
competéncia oocitaria ser estabelecida, estimulando a maturacdo nuclear dos CCOs
e melhorando o desenvolvimento embrionario inicial (PAWSHE et al., 1998;
THOMAS, et al., 2007). Yoshida et al. (1997) detectaram transcritos de IGFR-1
durante todo o periodo da MIV de odcitos bovinos, enquanto os transcritos de IGF-1
foram detectados apenas em odécitos imaturos e em blastocistos apds o estagio de
duas células.

A morte celular programada, também denominada de apoptose, € um processo
de autodestruigdo celular que envolve uma grande variedade de eventos biolégicos
(KERR et al., 1972). O trato reprodutivo feminino tem recebido consideravel atencéo
como modelo de pesquisa para avaliar a morte celular, sendo a génada, o 6rgao
mais estudado neste contexto (TILLY, 1998; PEREZ et al., 1999). Entretanto, a
pesquisa sobre a apoptose na fungdo ovariana comegou a mudar a partir de uma
analise mais profunda da morte das células da granulosa durante o processo de
atresia folicular, com o intuito de melhor compreender o papel da apoptose na
degeneragao das células germinativas femininas (PEREZ et al., 1999).

O estudo da apoptose e sua influéncia na qualidade oocitaria e embrionaria
tem sido de grande relevancia, especialmente para as tecnologias in vitro, as quais
dispdem de uma populagcdo heterogénea de odcitos em diferentes estagios de
crescimento e atresia para a producdo de embrides. E possivel que certos genes
oocitarios que controlam a apoptose sejam transferidos aos embrides, prejudicando
a qualidade embrionaria e o seu subsequente desenvolvimento (HANSEN, 2006;
ANGUITA et al., 2007).

Estudos da literatura mostram resultados contraditérios no que diz respeito a
incidéncia de apoptose em odcitos bovinos. Yuan et al. (2005) ndo detectaram
apoptose em odcitos antes e apds a sua maturacao, enquanto Warzych et al. (2006)
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e Matwee et al. (2000) observaram apoptose em odcitos maturos (11,2% e 23%
respectivamente) e imaturos (1,4% e 7% respectivamente). Também ha estudos que
nao correlacionaram o efeito negativo da MIV com a qualidade oocitaria em termos
de incidéncia de apoptose, os quais reportaram uma reducdo da incidéncia de
apoptose apos a maturagado dos odcitos (VAN BLERKOM; DAVIS, 1998; ANGUITA
et al., 2007). Esta discrepancia entre os autores sobre o efeito da MIV na incidéncia
de apoptose pode estar relacionada a diferenga na composicdo dos meios de
maturacédo (WARZYCH et al., 2006).

De fato, a adi¢do de 100ng/ml de IGF-1 ao meio de MIV de odcitos bovinos, no
ensaio realizado por Wasielak e Bogacki (2007), atuou como fator antiapoptético
durante a maturacao, reduzindo a zero o numero de odcitos em apoptose, quando
avaliados pela técnica de TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated
dUTP nick end labeling assay). Quando avaliados pelo método de marcagédo das
caspases ativas, o numero de odécitos em apoptose também foi menor apés a MIV,
porém nao zero. Os autores sugeriram que a inibicdo da apoptose pelo IGF-1 nos
oo6citos acontece no estadio de ativagdo das caspases, bloqueando as caspases
ativas, prevenindo maior avango da apoptose e da fragmentagdo do DNA terminal

dos odcitos.

3. Genes relacionados a competéncia oocitaria expressos em odcitos e células do
cumulus

Além da maturacgao nuclear e citoplasmatica, os odcitos também necessitam
passar por mudangas moleculares para garantir a competéncia para o seu completo
desenvolvimento (FAIR et al.,, 1996; ARAUJO et al., 2014). O controle genémico
materno-embrionario ocorre apenas no estagio de quatro células em embrides
bovinos e, portanto, o odcito € o principal coordenador dos mRNAs e o principal
responsavel pelas proteinas que forem acumuladas durante a sua fase de
crescimento (FAIR et al., 2007; HAMATANI, et al., 2008).

Vias distintas e variagdes no numero de genes de odcitos bovinos maturados in
vitro e in vivo tem sido observadas, podendo levar a alteragbes do desenvolvimento
embrionario apés a fertilizagdo (KATZ-JAFFE et al., 2009; MAMO et al., 2011). Desta
forma, técnicas de analise de mRNA podem ser utilizadas para identificar genes

envolvidos com o processo de maturagao nuclear e citoplasmatico, e para identificar
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locais especificos que regulam a aquisi¢do da competéncia oocitaria (ASSOU et al.,
2006). Alguns genes expressos em o0o0citos e suas respectivas células do cumulus
tais como GDF9, BMP15, COX2, OOSP1, BAX, BCL2, EGFR, FSHR e AREG, tem
sido relacionados com o processo de aquisicdo da competéncia oocitaria
(NUTTINCK et al., 2002; YANG; RAJAMAHENDRAN, 2002; CONTI et al., 2006;
TREMBLAY et al., 2006; PAULINI; MELO, 2011; ASSIDI et al., 2013).

Dois membros da superfamilia dos fatores de transformagao do crescimento B
(TGFB), o GDF9 e o BMP15, sdo expressos durante todo o desenvolvimento
folicular, participando da ativagdo dos foliculos primordiais e de todos os demais
estadios de desenvolvimento dos foliculos, e também em odcitos (EPPIG, 2001;
PAULINI; MELO, 2011). Estes fatores atuam sinergicamente e ja foram identificados
em oocitos bovinos, estando envolvidos com os eventos finais que ocorrem durante
a maturacéo e a ovulagdo, como a expansao das células do cumulus (GALLOWAY
et al., 2000; DRAGOVIC et al., 2007; PAULINI; MELO, 2011). Em ovinos o GDF9 é
expresso exclusivamente no odcito, enquanto que em bovinos, humanos e ratos
também é expresso nos testiculos (FITZPATRICK et al. 1998; SADIGHI et al., 2002;
PENNETIER et al. 2004; FAURE et al. 2005; FARNWORTH et al. 2006; NICHOLLS
et al. 2009; WANG et al. 2009).

Diferente do GDF9, a proteina BMP15 ja foi encontrada na hipdfise, nos
testiculos e em varios outros tecidos em diferentes espécies, demonstrando que sua
atividade nao esta restrita aos ovarios (OTSUKA; SHIMASAKI, 2002). Este fator esta
envolvido com a manutengdo da baixa incidéncia de apoptose nas células do
cumulus, além de se ligar as células da granulosa, estimulando sua proliferacéo e
modulando a expressdo dos horménios esteroides (OTSUKA; SHIMASAKI, 2002;
HUSSEIN et al., 2005). Apdés a maturagao oocitaria, ha um pico de expressao do
BMP15, o qual ocorre durante a expansado das células do cumulus (LAN et al.,
2003).

A manutencdo da expressao dos niveis de BMP15 e GDF9 em odcitos é
essencial para assegurar a fertiidade das fémeas e para o adequado
desenvolvimento folicular (LIAO et al., 2003). O GDF9 é necessario para otimizar o
microambiente oocitario, o crescimento e a atresia dos foliculos ovarianos, a
ovulacao e a fertilizagdo (ORISAKA et al., 2009). A auséncia do GDF9 em ratas leva
ao bloqueio do desenvolvimento de foliculos pré-antrais, a infertilidade e a auséncia
e disposi¢cao anormal das organelas do odcito (DONG et al., 1996; ELVIN et al.,
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1999). Este fator também induz a expressdo de outros genes nas células do
cumulus, tais como a COX2, as quais sdo de grande importancia para sua expansao
durante a maturagéo oocitaria antes da ovulagdo (PANGAS; MATZUK, 2005).

A expressdo de mRNA e da proteina COX2 ja foram demonstradas em células
da granulosa murais de foliculos pré-ovulatérios e em células do cumulus em
bovinos (LIU; SIROIS , 1998; NUTTINCK et al., 2002). Altos niveis de gonadotrofinas
sao responsaveis pela expressdo da COX2 nas células do cumulus e nas células da
granulosa murais horas antes da ovulagdo (RICHARDS, 1997; NUTTINCK et al.,
2002). Tanto na MIV quanto na maturacéo in vivo a COX2 é expressa nos CCOs,
porém o seu padrao de expressao pode se modificar conforme a condicdo do cultivo
in vitro a qual os CCOs forem submetidos (NUTTINCK et al., 2002).

Além da expansao das células do cumulus, a COX2 parece estar envolvida
com o processo de maturagao oocitaria, uma vez que foi observada maior proporgao
de cumulus expandido e de odécitos em estadio de metafase 2 apds vinte e quatro
horas de MIV de CCOs bovinos, os quais apresentavam maior expressao de COX2.
Desta forma, o nivel de expressdo de COX2 apds a MIV de CCOs pode representar
um bom marcador de melhoria das condigdes de maturagdo (NUTTINCK et al.,
2002).

A familia dos fatores de crescimento epidermais € composta pelo fator de
crescimento epidermal (EGF) e pelos peptideos semelhantes ao EGF, os quais séo
a ampiregulina (AREG), a epiregulina (EREG) e a betacelulina (BTC) (PARK et al.,
2004; CONTI et al., 2006). As células da granulosa murais dos foliculos ovarianos
produzem e liberam estes peptideos em reposta a onda pré-ovulatoria de horménio
luteinizante (LH) (CONTI et al., 2006; SHIMADA et al., 2006; BEN-AMI et al., 2011).
Desta forma, os fatores de crescimento epidermais amplificam e propagam o sinal
transmitido pelo LH aos CCOs, atuando como mediadores paracrinos das agdes do
LH, uma vez que nao foram detectados receptores de LH nas células do cumulus e
em oocitos bovinos (PARK et al., 2004; NUTTINCK et al., 2004; SHIMADA et al.,
2006; BEN-AMI et al., 2011). Em humanos, a ativagao das células da granulosa
murais pelo LH induz a expressédo de AREG e EREG, as quais ativam os receptores
de EGF nos CCOs, levando a maturagao oocitaria, aquisicdo da competéncia de
desenvolvimento e expansao do cumulus (BEN-AMI et al., 2011).

O horménio foliculo estimulante (FSH) exerce varias fungdes em ovarios de

mamiferos, tais como a proliferacao celular, prevencao de apoptose, producéo de



16

estradiol e regulacdo da expressao de varios genes (RICHARDS, 1994; SIRARD et
al., 2007; ASSIDI et al., 2013). O FSH e o EGF induzem a expressdo de AREG,
EREG e BTC pelas células do cumulus, desencadeando a retomada da meiose
oocitaria e a expansao das células do cumulus in vitro (GILCHRIST; THOMPSON,
2007; CAIXETA et al., 2009; RICHANI et al., 2013). Devido a limitada presenga de
receptores para LH nos CCOs cultivados in vitro, o FSH tem sido a maior
gonadotrofina utilizada durante a MIV, uma vez que as células do cumulus possuem
receptores para FSH, substituindo ao menos em parte os efeitos promovidos pelo
LH, levando ao desenvolvimento da competéncia oocitaria in vitro (NUTTINCK et al.,
2004; SIRARD et al., 2007; ASSIDI et al., 2013). Entretanto, quando a ampiregulina,
a epiregulina e a betacelulina sdo adicionadas isoladamente ao meio de MIV,
estimulam a atividade mitocondrial de forma significativa em relagdo ao FSH e ao
EGF, além de induzirem maior consumo de glicose em odcitos de ratas (RICHANI et
al., 2014).

A apoptose ou morte celular programada € um dos principais responsaveis pela
degeneragao das células germinativas femininas (PEREZ et al., 1999). A apoptose
pode levar a fragmentacdo do DNA, a degeneragao oocitaria e, consequentemente,
a queda da fertilidade dos odcitos utilizados na producdo de embrides in vitro
(TAKASE et al., 1995; FUJINO et al., 1996; MATWEE et al., 2000; DE BEM et al.,
2014). A analise dos genes BAX (pro-apoptético) e BCL2 (anti-apoptotico) pode ser
realizada em odcitos e células do cumulus para avaliagao da apoptose, uma vez que
esses genes sao de grande importancia para o processo de morte celular
programada de células germinativas femininas (YANG; RAJAMAHENDRAN, 2002;
KIM; TILLY, 2004; DE BEM et al., 2014).

Em estudo realizado por Yang e Rajamahendran (2002) foi demonstrado que
oocitos e embrides de boa qualidade apresentam maior concentracdo de proteina
BCL2 do que a proteina BAX, enquanto que em odcitos de menor qualidade ha
maior concentracdo de BAX do que BCL2. A expressdao da BCLZ2 bloqueia
especificamente as caracteristicas morfolégicas da apoptose, incluindo a formacéao
de bolhas na membrana plasmatica, a fragmentacdo do DNA e a condensacao do
nucleo (OLA et al.,, 2011). Esta proteina desempenha um papel importante na
sobrevivéncia celular, inibindo a apoptose induzida por varios estimulos, como

agentes quimioterapicos e o choque térmico (OLA et al., 2011).
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A proteina BAX é a principal responsavel pelo desenvolvimento de poros e
degeneragdo da membrana externa das mitocondrias celulares, o que leva a
liberacdo dos componentes do espaco da intermembrana mitocondrial para o
citoplasma (BROOKS et al., 2007). As proteinas mitocondriais liberadas ativam
caspases, as quais promovem varias reagdes em cascata que clivam proteinas
essenciais por toda a célula (WEI et al., 2001; OLA et al., 2011). A BCL2 interage
com o BAX impedindo a sua oligomerizagdo e, assim, bloqueando a apoptose
(YOULE; STRASSER, 2008). Em geral, a propor¢ao relativa de proteinas
antiapoptoticas (BCL2) e pro-apoptoticas (BAX) parece determinar a resisténcia
celular ao estimulo apoptotico (OLA et al., 2011).

O gene OOSP1 é produzido apenas nos odcitos em bovinos, no entanto, seu
padrao de expressao € similar ao padrao de expressao dos genes GDF9 e BMP15
em oocitos e embrides. Seus niveis encontram-se aumentados durante a fase de
vesicula germinativa dos odcitos e gradualmente declinam durante o estagio de
blastocisto, ndo sendo mais detectados a partir de entdo (PENNETIER et al., 2004;
TREMBLAY et al., 2006). Anadlises realizadas em ovarios de ratos demonstraram
que o gene OOSP1 é especificamente expresso em odcitos primarios até o estagio
de foliculos antrais, sugerindo uma participacao deste gene no desenvolvimento
folicular e oocitario (YAN et al., 2001).
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Abstract

Addition effects of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and its synthetic analogue
LongR3-IGF-1 after in vitro maturation (IVM) of cattle cumulus-oocyte complexes
(COCs) was compared and evaluated on meiotic progression, apoptosis and profile
genes of oocyte competence in oocytes (GDF9, BMP15, BAX, BCL2, OOSP1,
IGFBP2, IGBFP4 and IGFBPS5) and their respective cumulus cells (AREG, EGFR,
FSHR, COX2, BAX, BCL2, IGFBP2, IGFBP4 and IGFBP5). Bovine ovaries were
collected in slaughterhouses, being selected 739 COCs (n= 10 pools). The
maturation occurred in the presence of IGF-1 (100ng/mL), LongR3-IGF-1
(100ng/mL), and two control groups, 0.1% polyvinyl alcohol (PVA) or 10% fetal
bovine serum (FBS), for 22-24 hours in an incubator at 38.5 °C and 5% CO2.
Statistical analysis was performed by a linear mixed effects model, ANOVA and
Tukey tests. There was no statistical difference between experimental groups with
respect to meiotic progression and apoptosis (P>0.05). There were statistical
differences (p<0.05) between 10% FBS, IGF-1 and LongR3-IGF-1 groups for IGFBP4
gene expression and between 0.1% PVA, IGF-1 and LongR3-IGF-1 for COX2 gene

expression in cumulus cells. Statistical difference was found for BCL2 gene
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expression between IGF-1, 10% FBS and 0.1% PVA groups and for IGFBP4 gene
expression between LongR3-IGF-1, 0.1% PVA and 10% FBS in oocytes. There was
no statistical difference between experimental groups for other genes evaluated. It
was possible to perform VM of bovine oocytes in the presence of LongR3-IGF-1 in
replacement of IGF-1 and FBS.

Key-words: Oocyte, cumulus cells, in vitro fertilization, insuline-like growth factor,

gene expression.

Introduction

In an attempt to simulate in vivo intrafollicular conditions and to increase
developmental competence of oocytes to improve in vitro blastocysts production
rates, researchs has focused on addition of growth promoting substances in
maturation media such as the family of insuline-like growth factors (IGF) (Sirard et al.,
2006; Watson, 2007). The use of these factors in replacement of fetal bovine serum
(FBS) in culture media has also been proposed. Thus, the harmful effects caused by
FBS embryos like spread of disease and increased animal mortality after birth, can
be avoided (Abe et al., 1999; Raty et al., 2011; Del Collado et al., 2014).

The IGFs family comprises IGF-1 and IGF-2 polypeptide ligands, IGFR-1 and
IGFR-2 receptors and six IGFs binding proteins such as IGFBP-1, -2, -3, -4, -5 and -6
(Jones; Clemmons, 1995; Kane et al., 1997; Magalhaes et al., 2012). IGF-1 and IGF-
2 has great binding affinity to IGFR-1 receptor, wich is the main mediator of IGF
ligands actions expressed on cells surface (Spicer, 2004; Magalhaes et al, 2012).
IGFBPs have high binding affinity to IGFs, carrying up to their target cells, inhibiting
or enhancing their actions and regulating bioavailability (Spicer, 2004; Silva et al.,
2009).

In bovine IGF system componentes are related to various reproductive events,
such as folliculogenesis (Magalhdes et al., 2012) conception rate to first service
(Patton et al., 2007), early corpus luteum development (Schams et al., 2002) and
early embryonic development (Velazquez et al., 2005). The IGF-1 seems to be of
great importance to the oocyte function, since their receptors are present in cumulus-
oocyte complexes (COCs) and large amount of this factor is particularly produced by
cumulus cells (Zhou et al., 2000; Nuttinck et al., 2004). IGF-1 in IVM increased

nuclear maturation rate and favored oocyte competence in addition to inhibit
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apoptosis in oocytes and embryos of different species (Kiapekou et al., 2005; Walter
et al., 2006; Wasielak; Bogaki, 2007; Sirotkin et al., 2011; Pereira et al., 2011; Meiyu
et al., 2014).

The insuline-like growth factor-1 recombinant-3 (LongR3-IGF-1) is a synthetic
analogue of IGF-1, which has an amino acid sequence comprising the IGF-1 in its
structure, replacement of glycine or arginine for glutamine in position 3 and 13 amino
acids at the N-terminal portion (Francis et al., 1992). This structural modification
decreases its binding to the IGFBPs, making it more bioavailable to bind to the IGF-1
receptor. The LongR3-IGF-1 has been widely used in follicles and granulosa cells
culture, but has not yet been added to IVM culture medium (Francis et al., 1992;
Thomas et al., 2007). However the action of this growth factor on the in vitro embryo
production in cattle has been assessed promoting a stimulus of early embryonic
development and increasing the number of blastocyst cells (Prelle et al., 2001).

Beyond nuclear and cytoplasmic maturation oocytes also need undergo
molecular changes to ensure the developmental competence until embryonic stage
(Fair et al., 1996; Araujo et al., 2014). Distinct pathways and variation in the number
of bovine oocyte in vitro and in vivo matured genes has been observed and may lead
changes in embryonic development after fertilization (Katz-Jaffe et al., 2009; Mamo
et al., 2011). Therefore mRNA analysis techniques may be used to identify genes
involved in the process of nuclear and cytoplasmic maturation, and to identify specific
locations that regulate acquisition of oocyte competence (Assou et al., 2006).

Some genes expressed in oocytes and their cumulus cells such as GDF9,
BMP15, COX2, OOSP1, BAX, BCL2, EGFR, FSHR and AREG, has been related to
the acquisition of oocyte competence (Paulini et al., 2001; Nuttinck et al., 2002;
Yang; Rajamahendran, 2002; Conti et al., 2006; Tremblay et al., 2006; Assidi et al.,
2013). Therefore, this study aimed to evaluate and compare the addition effects
promoted by LongR3-IGF-1 and IGF-1 in bovine COCs after IVM on meiotic
progression, apoptosis and profile of genes IGFBP2, IGFBP4 and IGFBP5, GDF9,
BMP15, OOSP1, AREG, EGFR, FSHR , COX2, BAX and BCL2.

Ethical Standards
The authors assert that all procedures contributing to this work comply with the
ethical standards of the Etics Committee on Animal Use from College of Veterinary
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Medicine and Animal Science of Sdo Paulo State University with protocol number
166/2013.

Material and Methods

Utilized products

Modified Dullbecco Flush (DMPBS), Nutricell, Campinas, SP, Brazil.

Polyvinyl alcohol (PVA), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. P8136.

TCM Hepes, Gibco, Langley, OK, EUA, cat. 12340-03.

Petri dish 60x16 mm, TPP, Trasadingen, Schaffhausen, Switzerland, cat.
93060.

Sterile mineral oil, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. M8410-1L.
LongR3-IGF-1, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. [1271-0.

TCM 199, Gibco, Langley, OK, EUA, cat. 11150-059.

Piruvate, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. P3662-25G.

FSH, Folltropin-V®, Bioniche, Bellevile, Ontario, Canada.

LH, Lutropin-V®, Bioniche, Bellevile, Ontario, Canada.

Streptomycin and Penicillin, Gibco, Langley, OK, EUA, cat.15140-122.

IGF-1, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. SRP3069.

In situ cell death detection kit fluorescein, Roche®, cat.11684795910.

Hoechst 33342, Invitrogen, SP, Brazil, cat. H1399.

Polyvinylpyrrolidone (PVP), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. P0930.
8% paraformaldehyde, EMS, Hatfield, Filadélfia, EUA, cat. 157-8.

Triton X-100, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. T8787.

Sodium citrate, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. S4641.

DNAse | — Amplification Grade, Invitrogen, SP, Brazil, cat. 18068-015.
RNeasy Mini Kit®, Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada, cat. 74104.
SuperScript Ill Reverse Transcriptase®, Invitrogen, SP, Brazil, cat. 18080-
051.

RNAseOUT™ Recombinant RNAse Inhibitor®, Invitrogen, SP, Brazil,
cat.10777-019.

Power SYBR®Green PCR Master Mix, Applied Biosystem, SP, Brazil, cat.
4368702.
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e High Capacity cDNA Archive Kit, Life Technologies Coporation, Carlsbad®,
CA, EUA, cat. 4322171.

Ovaries collection, oocyte aspiration and selection

Bovine ovaries were collected at Modelli® (latitude 22°18’18”S, longitude
49°02'42”W) and Frigol® (latitude 22°3542”S, longitude 48°47'6”W)
slaughterhouses. Ovaries were carried out to laboratory in thermo bottles containing
saline soution (NaCl 0.9%) at 38°C. The average time between ovaries collection and
follicles aspiration was 2 hours. Before follicular aspiration, ovaries were washed with
NaCl 0.9% at 38°C. Follicles between 2-8 mm in diameter were aspirated with 10 mL
syringe and needle 40x12mm. Only COCs with homogeneous cytoplasm,
surrounded by at least three layers of compact cumulus cells were selected for the
experiment. The selection was carried out using a stereomicroscope (Leica®,
Wetzlar, Germany, S8AP0O model) in DMPBS 0.1% PVA supplemented medium.

Selected oocytes were transfered to 60x16mm petri dishes with TCM Hepes at 38°C.

In Vitro Maturation

All maturation medium were prepared one hour before ovaries collection and
maintained in incubator at 38.5°C and 5% CO. untill maturation. The basic maturation
medium was composed by TCM199, 0.011g/mL pyruvate, 1000ug/mL FSH, 5ug/mL
LH and 100ug/mL streptomicyn and penicillin. The two control groups were
composed by basic medium plus 0.1% PVA or 10% FBS. The IGF-1 and LongR3-
IGF-1 groups were composed by basic medium plus 100ng/mL IGF-1 and 100ng/mL
LongR3-IGF-1, respectively.

Oocytes matured in the presence of IGF-1, LongR3-IGF-1 or PVA were
subsequently washed in three 90ul basic medium droplets before being transferred to
maturation dishes. Oocytes matured in the presence of FBS were washed in three
90ul basic medium plus 10% FBS droplets. The IVM was performed in petri dishes
(60x16mm) with 90ul droplets of the respective medias, covered with sterile mineral
oil. An additional 90ul basic medium plus 10% FBS drop was added to the plate for
maturation of oocytes from positive and negative TUNEL technique control. Oocytes
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were maintained in incubator (Forma™ Series Il 3110 Water-Jacketed CO,
incubator) with 5% CO, and 38,5°C temperature atmosphere for 22-24 hours.

After 22 hours of maturation a group of oocytes was randomly chosen to be
denuded, while the others remained in the incubator until denudation. The time
required for denude all oocytes was 2 hours. At the beginning of each routine a
rotation of oocytes groups to be denuded was performed in order to switch the group
remaining in the incubator until maximum period of 24 hours of maturation.
Therefore, oocytes did not remain for a period greater than 24 hours in the incubator,
which could lead to degeneration. Ten replicates were carried out, being added 23
oocytes in each maturation drop, since after conducting various pilot replicates was
observed a loss of approximately 10% of oocytes during denudation and handling

processes. Thus we increased the number of oocytes added to maturation droplets.

TUNEL assay and Hoechst 33342 staining

After maturation, cumulus cells from all oocytes were mechanically removed
by repeated pipetting (Fig. 1). The denuded oocytes were washed in DMPBS plus
0.1% PVP and fixed in the final solution of 4% paraformaldehyde (8%
paraformaldehyde) in DMPBS for one hour at room temperature. After fixation they
were permeabilized with Triton X-100 solution and 0.1% sodium citrate in DMPBS
for a further hour at room temperature. Finally, the oocytes were washed in
DMPBS solution plus 0.1% PVP.

Positive and negative Oocytes controls were subjected to pre-incubation in
DNase solution at 37°C for 1 hour in a humid chamber in the dark and then
washed in DMPBS solution plus 0.1% PVP. Then all oocytes were submitted to
Mix TUNEL solution for 1 hour at 37°C in a humidified chamber in the dark, except
for the negative control oocytes, which were incubated in the absence of the
enzyme terminal transferase. Finally oocytes were washed in DMPBS plus 0.1%
PVP.

For visualization of oocytes genetic material they were deposited on slides
containing 5ul of Hoechst 33342 solution (1mg/mL) covered by coverslip. The
visualization of fluorescent genetic material in blue (Hoechst 33342 dyestuff) was
checked by epifluorescence microscopy (Leica® DM/ 300B, 365nm excitation filter
and 420nm emission filte) indicating meiotic cells stages, which were subdivided
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into metaphase 1 and metaphase 2. Metaphase 2 oocytes had two fluorescent
genetic material in blue (one from polar body and another from oocyte) and were
considered mature, while oocytes in metaphase 1 had only one fluorescent
genetic material being considered immature (Fig. 1).

In TUNEL assay, visualization of fluorescent genetic material in green
(Leica® type DMI, 450-490nm excitation filter and 515 nm emission filter) indicated
cells with fragmented DNA, and were classified as TUNEL-positive oocytes, while
those who had only green fluorescent cytoplasm with no fluorescent genetic
material in green were considered TUNEL-negative oocytes (Fig. 2). Oocytes
TUNEL-positive showing a single green fluorescent genetic material was found in
metaphase 1, while those showing two fluorescent green genetic materials were

considered in metaphase 2.

Figure 1. Oocytes stained with Hoechst 33342 viewed in an epifluorescence microscope and
classified into metaphase 1 stage for presenting only one fluorescent genetic material (red arrow) or
metaphase 2 stage, when presenting two fluorescent genetic materials (white arrows).
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Figure 2. Oocytes viewed with an epifluorescence microscope after TUNEL assay and classified as
TUNEL-negative oocyte (A), metaphase 1 TUNEL-positive oocyte with a single fluorescent genetic
material (red arrow) (B) and metaphase 2 TUNEL-positive oocyte with two fluorescent genetic material
(white arrow) (C).

Abundance quantification of mRNA in cumulus-oocyte complexes

Pools of 20 oocytes and their cumulus cells (n = 5 pools/experimental group)
were mechanically separated by repeated pipetting in DMPBS with 0.1% PVA after
maturation. Denuded oocytes and their respective cumulus cells were washed three
times in DMPBS and stored separately in sterile tubes of 1.5ml with 350ul of Lysis
RLT Buffer (RNeasy Micro Kit ®) and maintained at -80°C freezer.

Total RNA extraction of oocytes pools and their corresponding cumulus cells
was performed using the RNeasy Micro Kit® following the manufacturer's
specifications. The total RNA concentration of cumulus cells samples was measured
using the NanoDrop spectrophotometer ND® 1000 (Thermo Scientific, Wilmington,
DE, USA). At the end of extraction, the total RNA samples were solubilized in 20uL
distilled and autoclaved water and stored in -80°C freezer until the completion of the
reverse transcription (RT).

In order to prevent a possible contamination by genomic DNA interfering with
the results, 8l of total RNA from oocytes and 100 ng of total RNA from cumulus cells
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were treated with DNase before being subjected to RT-qPCR, as instructed by
protocol DNase | - Amplification Grade. A 1ul of DNAse buffer, 1yl of DNase | (1CD /
microl) and water "RNase free" enough to complete 50mL were added to the final
volume. This solution stood at room temperature for 15 minutes and then was added
1yl of EDTA (25 mM) and incubated at 65 ° C for 10 minutes to inactivate the
enzyme. After this procedure, the samples were transferred to ice and immediately
subjected to the reverse transcription reaction.

In order to prevent a possible contamination by genomic DNA, 8ul of oocytes
total RNA and 100ng of cumulus cells total RNA were treated with DNase before
being subjected to RT-qPCR, as instructed by protocol DNase | - Amplification
Grade. Was added 1pl of DNAse buffer, 1ul of DNAse | (1unit/ul) and “RNAse free”
watter enough to complete 50yl to the final volume. This solution remained at room
temperature for 15 minutes and then was added 1ul of EDTA (25 mM) and incubated
at 65°C for 10 minutes to inactivate the enzyme. After this procedure, the samples
were transferred to ice and immediately subjected to the reverse transcription
reaction.

For the reverse transcription reaction, the High Capacity cDNA Archive Kit
system was used according to manufacturer's specifications. Quantitation of the
relative abundance of the target mRNA by RT-gPCR was performed in the
equipment StepOne Plus SystemsTM Real Time PCR (Applied Biosystems), using
the system power SYBR®Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) together with
bovine specifics oligonucleotide primers. The GDF9, BMP15, BAX, BCL2, OOSP1,
IGFBP2, IGFBP4 and IGFBP5 mRNA abundance was measured on oocytes pools,
and the AREG, EGFR, FSHR, COX2, BAX, BCL2, IGFBP2, IGFBP4 and IGFBP5
was measured on corresponding cumulus cells.

Genes abundance differences were normalized by frequency of expression of
what was considered the best endogenous control for each cell type (GAPDH,
H2FAZ or PPIA). To select the most stable endogenous gene, the three
aforementioned genes had their expression pattern compared using the geNorm
software for Microsoft Excel (medgen.ungent.be/genorm)[36]. For both cell types
PPIA proved to be the best endogenous gene. The relative expression of analyzed
genes was determined by AAct method using the equation described by Pfaffl (Pfaffl,
2001).
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Statistical Analysis

Statistical analysis of data obtained after performing TUNEL and staining with
Hoechst 33342 techniques was performed by a linear mixed effects model, which
related change in metaphase 1 stage to metaphase 2 stage and the absence of
apoptosis among experimental groups, since oocytes in apoptosis that reached
metaphase 2 stage will not be able to fertilization. Binomial variable response with
logit link function of the R program by tool "Imer" from Ime4 package was considered
(Bates et al., 2011). For statistical analysis of gene expression we used the test for
analysis of variance (ANOVA) and Tukey test to compare means. All relevant results

were considered significantly when P<0.05.

Results

At the end of five replicates 339 oocytes were evaluated (Table 1) for meiotic
progression and apoptosis after IVM bovine COCs in the presence of 10% SFB,
0.1% PVA, 100 ng/mL IGF-1 or 100 ng/mL LongR3-IGF-1. Of these, 63.09% (53/84)
65.06% (54/83) 61.79% (55/89) and 75.90% (63/83) were in metaphase 2 stage
without apoptosis while 36.90% (31/84) 34.93% (29/83) 38.20% (34/89) and 24.09%
(20/83) were in metafase 1 stage with no apoptosis or metaphase stage 2 with
apoptosis, respectively (Graph 1 and Graph 2). There was no statistical difference
between experimental groups concerning meiotic progression and occurrence of
apoptosis (P>0.05).

Table. 1. Amount of oocytes in metaphase 1 stage with and without apoptosis or metaphase 2 with
apoptosis and metaphase 2 without apoptosis, after performing TUNEL and Hoechst 33342 staining
techniques for each experimental group compared to LongR3-IGF-1 group at the end of five replicates
of IVM.

Experimental M1 (with and without M2

% apoptosis) or M2 (with | (without | Total

roups - .
apoptosis) apoptosis)

10% FBS 31 53 84
0.1% PVA 29 54 83
IGF-1 34 55 89
LongR3-IGF-1 20 63 83
Total 114 225 339

M1: Metaphase 1 oocytes
M2: Metaphase 2 oocytes
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Graph 1. Percentage of metaphase 2 stage oocytes without apoptosis for each experimental groups
after TUNEL and Hoechst 33342 staining techniques at the end of five replicates of IVM.
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Graph 2. Percentage of metaphase 1 stage oocytes with and without apoptosis or metaphase 2 stage
with apoptose for each experimental groups after TUNEL and Hoechst 33342 staining techniques at
the end of five replicates of IVM.
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For gene expression assessment in oocytes and their cumulus cells, 400 COCs

were used after completion of five replicates of IVM as described previously. It was

possible to detect the mRNA expression of all the genes evaluated in oocytes and

their cumulus cells in all experimental groups (Fig. 3 and Fig. 4). There was statistical

difference between the 10% FBS group and the IGF-1 and LongR3-IGF-1 groups for

IGFBP4 gene expression in cumulus cells (Fig. 3). The expression of COX2 gene

was also statistically different between 0.1% PVA group and both IGF’s groups (Fig.

3). Statistical difference was found for BCL2 gene expression in oocytes between
IGF-1, 10% FBS and 0.1% PVA groups (Fig. 4) and for IGFBP4 gene expression
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between LongR3-IGF-1, 0.1% PVA and 10% FBS groups (Fig. 4). There was no
statistical difference between experimental groups for remaining genes evaluated in

oocytes and cumulus cells.
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Figure 3. Relative abundance (mean + S.E.M.) of AREG, EGFR, FSHR, COX2, BAX, BCL2, IGFBP2, IGFBP4, and IGFBP5 mRNA in bovine cumulus cells
after 22-24 hours of IVM. Data were obtained after five replicates of IVM for each treatment (n = 20 COCs/replicate). Bars with different letters indicate
statistical difference (P<0.05).
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Figure 4. Relative abundance (mean + S.E.M.) of GDF9, BMP15, BAX, BCL2, OOSP1, IGFBP2, IGFBP4, and IGFBP5 mRNA in bovine oocytes after 22-24
hours of IVM. Data were obtained after five replicates of IVM for each treatment (n = 20 COCs/replicate). Bars with different letters indicate statistical
difference (P<0.05).
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Discussion

In the present study no significant differences were observed in IVM rates when
oocytes were cultured in the presence of FBS, LongR3-IGF-1 or IGF-1 and even in
the absence of growth factors (control group - 0.1% PVA). These results agree with
Warzych et al. (2007a) who observed that although quality of in vitro produced
blastocysts is directly related to the type of additive added during maturation, meiotic
competence and incidence of apoptosis in oocytes were not affected by PVA, FBS or
BSA.

Although statistical similarity between groups the results achieved with LongR3-
IGF-1 during maturation were numerically higher (75.90%). LongR3-IGF-1 is a
synthetic analogue of IGF-1, which has reduced affinity to bind to the IGFBPs
therefore have greater bioavailability (Thomas et al., 2007). Therefore we expected a
beneficial effect by addition of this growth factor over the other groups which was not
observed in this study. Meiyu et al. (2014) did not observed increased number ofl
oocytes in metaphase 2 stage or apoptosis reduction when oocytes were matured in
the presence of 100 ng/mL of IGF-1 at 38.5°C for 22 hours compared to 10% FBS
group. In contrast, Zhandi et al. (2009) found greater number of oocytes in
metaphase 2 stage when matured in the presence of 100 ng/mL of IGF-1 at 38.5°C.

The IGF-1 has a number of metabolic effects including glucose and amino acids
transport stimulation and synthesis of proteins and nucleic acids resulting in cellular
proliferation (Fabian et al., 2004). In a study carried out by Thomas et al. (2007),
bovine preantral follicles (144.8 + 0.6um) cultured for six days in the presence of
LongR3-IGF-1 (5ng/mL, 10ng/mL, 50ng/mL) and IGF-1 (10ng/mL, 50ng/mL,
100ng/mL, 1000ng/m), increased follicular diameter and estrogen production above
that seen in the control group for both types of IGF. However follicles treated with
LongR3-IGF-1 or with the highest concentration of IGF-1 (1000ng/mL) in the culture
medium showed a reduction in the proportion of size between oocyte and follicle, and
a change in oocyte morphology promoting negative effect in oocyte development. As
opposed to noted by these authors, in our study was not observed negative effect on
oocyte development when COCs were cultured in the presence of LongR3-IGF-1
perhaps because this has only been added in the final stages of oocyte maturation

when oocyte growth is already complete.
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In the present experiment the presence of IGF-1 or LongR3-IGF-1 in the
maturation medium does not statistically affect the occurrence of apoptosis in COCs.
These results corroborate with those obtained by Wasielak and Bogaki (2007), which
found no oocyte apoptosis when cultured in the presence of 100 ng/mL IGF-1 after
TUNEL analysis. These authors found apoptosis only in a small number of oocytes
evaluated by labeling method of active caspase. Kdlle et al. (2003) also observed a
small number of oocytes undergoing apoptosis after maturation in 100 ng/mL IGF-1
alone or associated with growth hormone (GH). Apoptosis detection in bovine
oocytes during in vitro maturation is not yet fully consolidated. Yuan et al. (2005)
found no apoptotic oocytes after IVM as Matwee et al. (2000) observed 23% of
apoptosis in vitro matured oocytes corroborating with results of this experiment. This
discrepancy on the effect of IVM in the incidence of apoptosis may be related to the
difference in composition of the maturation media used and the methodology of
analysis (TUNEL, caspase detection, etc.) (Amstrong et al., 1998).

During embryo culture IGF-1 significantly reduces the number of apoptotic
embryo cells, making this substance being considered anti-apoptotic (Makarevich;
Markkula, 2002; Fabian et al., 2004). BAX (pro-apoptotic) and BCLZ2 (anti-apoptotic)
proteins are antagonists and operate opening mitochondria ion channels, which
results in possible release of cytochrome C and activation of cell death caspase
mediated (Yang; Rajamahendran, 2002; Kim; Tilly, 2004; De Bem et al., 2014). In the
present experiment BAX (pro-apoptotic) and BCL2 (anti-apoptotic) genes analysis
were performed in both oocytes and cumulus cells. Lower expression of mRNA for
BCL2 gene in IGF-1 group on oocytes in relation to 10% FBS and 0.1% PVA groups
was observed. Armstrong et al. (1998) demonstrated that good quality oocytes and
embryos have a higher of BCL2 protein then BAX protein, while in lower quality
oocytes BAX protein concentration is greater than BCL2. Moreover Warzych et al.
(2007b) indicated that supplementation of IVM medium with BSA, FBS or PVA did
not affect levels of BAX and BCL2 transcripts for both oocytes and bovine embryos
produced in vitro.

It was not found in literature an analysis of the direct effect of IGF-1 or LongR3-
IGF-1 on relative abundance of BCL2 and BAX in cattle oocytes, however BCL2
mMRNA expression was significantly lower in IGF-1 treated oocytes in relation to FBS
and PVA. This result agrees with that observed in TUNEL analysis, where greater
number of oocytes not completed meiosis or were in apoptosis in IGF-1 group
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compared to LongR3-IGF-1 although it was not observed statistical difference. An
increase in apoptosis rates in the presence of IGF-1 was also observed by Zhandi et
al. (2009) in bovine oocytes subjected to thermal stress at 41°C.

Only four of the six types of IGFBPs (IGFBP2, -3, -4 and -5) were identified in
bovine follicular fluid, regulating IGF-1 and IGF-2 bioavailability (Baxter 2000; Mihm
et al., 2000; Monget et al., 2002; Spicer, 2004; Silva et al., 2009). The inhibiting
action of IGFs is due to its high binding affinity for IGFBPs (Kane et al., 1997; Spicer,
2004; Silva et al., 2009). Low concentrations of /IGFBP-4 and -5 allows greater
bioavailability of IGF promoting follicular growth, increasing the effects of FSH and
estradiol synthesis (Mihm et al., 2000; Fortune et al., 2004).

The IGFBP2 and IGFBP4 seem to be the most produced binding proteins in the
follicular cells of ruminants (Amstrong et al., 1996; Amstrong et al., 1998). The
IGFBP4 plays an important role in the establishment of dominance of ovarian follicles
in cattle, with a significant reduction in its concentration in the final phase of
folliculogenesis (Stewart et al., 1996; Rivera et al., 2001). Satrapa et al. (2013)
detected mRNA for IGFBP4 in immature oocytes from Nellore and Holstein cows,
however Nuttinck et al. (2004) only detected expression of this gene in cumulus cells
of bovine COCs bovine before and after IVM. In women, high concentrations of
IGFBP-1 and -4 associated with low levels of IGF-1 in the follicular fluid were
correlated with late embryonic development (Wang et al., 2005).

In our work, COCs matured in the presence of both IGF-1 and LongR3-IGF-1
showed lower mRNA expression for IGFBP4 in cumulus cells relative to 10% FBS
group. Similar result was observed in oocytes, where IGFBP4 expression was
statistically lower for LongR3-IGF-1 group compared to 10% FBS and 0.1% PVA
groups. The presence of LongR3-IGF-1 in IVM medium promoted a reduction in
IGFBP4 expression, which can be correlated to the number of oocytes in metaphase
2 stage after IVM in this group compared to the others, although statistical
differences between treatments were not evidenced.

The expression of COX2 mRNA and protein have already been demonstrated in
granulosa mural cells of preovulatory follicles and bovine cumulus cells and oocytes
(Liu; Sirois, 1998; Nuttinck et al., 2002; Calder et al., 2005). COX2 is an important
enzyme which controls synthesis of prostaglandin E2, which stimulates cumulus cells
expansion (Calder et al., 2001). In addition to cumulus cells expansion COX2
appears to be involved with oocyte maturation process. Thus the level of COX2
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expression after IVM of COCs may represent a marker of maturation improving
conditions (Nuttinck et al., 2002). Oocytes matured in the presence of IGF-1 and
LongR3-IGF-1 expressed more COX2 mRNA in 0.1% PVA group, however was no
statistical difference in meiotic progression of COCs matured in the presence of IGFs
in relation to other groups.

Several studies have proposed that mMRNA expression levels of various genes
can be used as markers of embryo quality (Kuzmany et al., 2011; Stinshoff et al.,
2011). However in this experiment there were no differences between treatments in
the levels of transcripts of other genes studied. Gardner and Lane (2005) suggested
that although oocyte maturation stage is the most sensitive to stress conditions
established during in vitro culture the answer to environmental conditions often are

only observed later during embryonic development.

Conclusion

In the present study it was possible to perform IVM of bovine oocytes in the
presence of LongR3-IGF-1 and IGF-1 in replacement of FBS. The addition effects
promoted by LongR3-1Gf-1 during IVM on subsequent embryonic development still

needs to be studied.
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22. RNAseOUT™ Recombinant RNAse Inhibitor®, Invitrogen, Sao Paulo, Brasil,

ANEXO

LISTA DE PRODUTOS UTILIZADOS

. Dullbecco Modificado Flush (DMPBS), Nutricell, Campinas, SP, Brasil.

. Alcool Polivinilico (PVA), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. P8136.
. TCM Hepes, Gibco, Langley, OK, EUA, cat. 12340-03.

. Placa de Petri 60x16 mm, TPP, Trasadingen, Schaffhausen, Suiga, cat. 93060.
. Oleo mineral estéril, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. M8410-1L.
. IGF-Long R3, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. 11271-0.

. TCM 199, Gibco, Langley, OK, EUA, cat. 11150-059.

. Piruvato, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. P3662-25G.

. FSH, Folltropin-V®, Bioniche, Bellevile, Ontario, Canada.

. LH, Lutropin-V®, Bioniche, Bellevile, Ontario, Canada.

. Estreptomicina e Penicilina, Gibco, Langley, OK, EUA, cat.15140-122.

. IGF-1, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. SRP3069.

. In situ cell death detection kit fluorescein, Roche®, cat.11684795910.

. Hoechst 33342, Invitrogen, Sao Paulo, Brasil, cat. H1399.

. Polivinilpirrolidona (PVP), Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. P0930.
. 8% paraformaldehyde, EMS, Hatfield, Filadélfia, EUA, cat. 157-8.

. Triton X-100, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. T8787.

. Citrato de sédio, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA, cat. S4641.

. DNAse | — Amplification Grade, Invitrogen, Sao Paulo, Brasil, cat. 18068-015.

. RNeasy Mini Kit®, Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada, cat. 74104.
. SuperScript Il Reverse Transcriptase®, Invitrogen, Sao Paulo, Brasil, cat.
080-051.

cat.10777-019.
23. Power SYBR®Green PCR Master Mix, Applied Biosystem, Sao Paulo, Brasil, cat.
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24. High Capacity cDNA Archive Kit, Life Technologies Coporation, Carlsbad®, CA,

68702.

EUA, cat. 4322171.
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