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RESUMO

LIMA, R. S. O papel do fator de crescimento semelhante a insulina-l sobre os
efeitos deletérios do choque térmico em oé6citos bovinos no estadio de
vesicula germinativa. [The role of insulin-like growth factor-l on germinal vesicle
oocytes exposed to heat shock]. 2012. 137 f. Dissertacdo (mestrado em Ciéncias

Biologicas)- Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2012.

O estresse térmico materno compromete a fertilidade de vacas leiteiras. Os
o0citos nas fases de vesicula germinativa (VG) e maturacdo séo susceptiveis aos
efeitos deletérios causados pelo estresse térmico, entretanto 0s mecanismos
celulares desencadeados pela temperatura elevada sdo pouco conhecidos. Os
danos celulares induzidos pelo estresse térmico podem ser manipulados por amplo
espectro de fatores bioldgicos, incluindo o fator de crescimento semelhante a
insulina- | (IGF-1). Dessa forma, os objetivos gerais desta proposta foram caracterizar
as alteracdes celulares e de desenvolvimento induzidas pela temperatura elevada
em oocitos na fase de VG e avaliar o papel termoprotetor do IGF-I neste contexto.
Para tanto, os experimentos 1 e 2 visaram estabelecer o modelo de bloqueio
meidtico in vitro. No primeiro experimento foram avaliadas concentracdes crescentes
(50; 75; 100; 150 e 200 uM) do blogueador meidtico roscovitina. A porcentagem de
odcitos em VG (taxa de blogueio meidtico) foi baixa em todas as doses de
roscovitina testadas. No segundo experimento foram avaliadas diferentes
concentragbes de butirolactona (0; 12,5; 25; 50 e 100 pM) em meio de inibicao
meiotica contendo O ou 3 mg/ml de albumina sérica bovina (BSA) na porcentagem
de odcitos em VG e na porcentagem de odcitos em metafase Il (taxa de reverséo do
bloqueio meiotico apds a maturacao in vitro). A eficiéncia do blogueio meiotico foi
alta para todas as doses de butirolactona avaliadas, exceto 12,5 uM de butirolactona
com BSA. De maneira similar, a porcentagem de odcitos em MIl foi alta para todos
os tratamentos, exceto para dose de 100 uM de butirolactona sem BSA, indicando
possivel efeito toxico desta concentracdo. Com base nestes resultados o modelo de
inibicdo meidtica utilizado para todos os demais experimentos fez uso de 12,5 uM de
butirolactona na auséncia de BSA. O experimento 3 avaliou o efeito de diversas
concentragbes de IGF-1 (0; 12,5; 25; 50 e 100 ng/ml) na fragmentacdo de DNA

induzida pelo choque térmico em odcitos bovinos no estadio de VG. Na auséncia de



IGF-I, o choque térmico de 41°C por 14 horas aumentou a incidéncia de odcitos
TUNEL-positivo. As concentracdes de 12,5 e 25 ng/ml de IGF-I tenderam a diminuir
a porcentagem de odécitos TUNEL-positivo induzida pela temperatura elevada. O
choque térmico também diminuiu a porcentagem de odcitos em Ml ap6s 10 horas de
maturacdo, independente do IGF-l. Os experimentos 4 e 5 visaram determinar o
efeito de 0; 12,5 e 100 ng/ml de IGF-I na atividade de enzimas caspases do grupo Il
e na competéncia de odcitos bovinos no estadio de VG submetidos ao choque
térmico. A exposicao de odcitos bovinos ao choque térmico e ao IGF-I ndo alterou a
porcentagem de odcitos com alta atividade de caspases. No entanto, o choque
térmico reduziu as taxas de clivagem e blastocisto. A adicdo de 12,5 ng/ml de IGF-I
reverteu os efeitos deletérios causados pelo choque térmico no desenvolvimento a
blastocisto. O choque térmico e a adi¢cdo de IGF-I no meio de cultivo de odcitos VG
ndo alteraram a porcentagem de blastdmeros TUNEL-positivo e nem o numero total
de blastdmeros por blastocisto. O experimento 6 visou determinar o efeito de 0 e
12,5 ng/ml de IGF-I na atividade mitocondrial de odcitos bovinos no estadio de VG
submetidos ao choque térmico. O choque térmico diminuiu a atividade mitocondrial
guando comparado ao controle. A dose de 12,5 ng/ml de IGF-I reverteu os efeitos
negativos causados pelo choque térmico na atividade mitocondrial. Este trabalho
permite concluir que a exposi¢cdo de oocitos bovinos no estadio de VG ao choque
térmico 41°C por 14 horas altera a funcdo do odcito VG: reduz a atividade
mitocondrial, desencadeia a cascata de apoptose possivelmente por via caspase-
independente e reduz a competéncia de desenvolvimento do oo0cito. Em
concentragOes fisiologicas o IGF-I reverteu os efeitos negativos causados pelo

choque térmico no odcito VG.

Palavras-chave: Apoptose. Choque térmico. IGF-I. Odcito. Vesicula germinativa.
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ABSTRACT

LIMA, R. S. The role of insulin-like growth factor-l on germinal vesicle oocytes
exposed to heat shock. [O papel do fator de crescimento semelhante a insulina-|
sobre os efeitos deletérios do choque térmico em odcitos bovinos no estadio de
vesicula germinativa.] 2012. 137 f. Dissertacdo (mestrado em Ciéncias Bioldgicas)-

Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2012.

Maternal heat stress compromises fertility of lactating dairy cows. Germinal
vesicle stage (GV) and mature oocytes are susceptible to deleterious effects of
maternal heat stress. However, the cellular mechanisms triggered by elevated
temperature are not well known. The cellular damage induced by heat stress can be
manipulated by a wide range of biological factors, such as insulin-like growth factor-I
(IGF-I). Therefore, overall objectives of this proposal were to characterize cellular and
developmental changes induced by elevated temperature on GV oocytes and
evaluate the role of IGF-I in this context. Experiments 1 and 2 aimed to establish an
in vitro meiotic arrest model. The first study evaluated the effect of increasing
concentrations (50, 75, 100, 150 and 200 uM) of the meiotic inhibitor roscovitine. The
percentage of GV oocytes (rate of meiotic arrest) was low at all roscovitine doses
tested. In the second experiment different butyrolactoneconcentrations (0, 12.5, 25,
50 and 100 uM) were evaluated in meiotic inhibition medium containing O or 3 mg/mL
bovine serum albumin (BSA) in percentage of GV oocytes and percentage of
metaphase Il oocytes (rate of meiotic arrest reversibly after in vitro maturation).
Meiotic arrest efficiency was high for all butyrolactone doses tested, except 12.5 uM
butyrolactone with BSA. Similarly, the percentage of MIl oocytes was high for all
doses, except for 100 uM butyrolactone without BSA, indicating a possible toxic
effect of this concentration. Based on these results the meiotic arrest model used for
all subsequent experiments used 12.5 uM butyrolactone in the absence of BSA. The
third experiment evaluated the effect of various IGF-I concentrations (0, 12.5, 25, 50
and 100 ng/ml) on heat-induced DNA fragmentation on GV oocyte. In the absence of
IGF-I, heat shock of 41°C for 14 hours increased the incidence of TUNEL-positive
oocytes. The concentrations of 12.5 and 25 ng/ml IGF-I tended to decrease the

percentage of heat-induced TUNEL-positive oocytes. Heat shock also decreased the



11

percentage of MI oocytes after 10 hour maturation, regardless of IGF-I. Experiments
4 and 5 aimed to determine the effects of 0, 12.5 and 100 ng/ml IGF-I on group Il
caspase activity and developmental competence of bovine GV oocytes subjected to
heat shock. Exposure of bovine oocytes to heat shock and IGF-I did not affect the
percentage of oocytes with high caspase activity. However, heat shock reduced
cleavage and blastocyst rates. Addiction of 12.5 ng/ml IGF-I reversed the detrimental
effects of heat shock on blastocyst development. Heat shock and IGF-I did not affect
the percentage of TUNEL-positive blastomeres and total blastocyst cell number. The
objective of experiment 6 was to determine the effect of 0 and 12.5 ng/ml IGF-1 on
mitochondrial activity of bovine GV oocytes subjected to heat shock. Heat shock
decreased mitochondrial activity as compared to control. The concentration of 12.5
ng/ml IGF-I reversed the negative effects induced by heat shock on mitochondrial
activity. In conclusion, exposure of bovine GV oocytes to heat shock at 41°C for 14
hours altered GV oocyte function: decreased mitochondrial activity, triggered
apoptotic cascade possibly by caspase-independent mechanisms and decreased
oocyte developmental competence. Physiological IGF-I concentrations reversed

negative effects caused by heat shock on GV oocytes.

Key words: Apoptosis. Heat shock. IGF-I. Oocyte. Germinal vesicle.
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1 INTRODUCAO

Ha mais de 2000 anos atras o filosofo Aristoteles previu que as condicbes
climaticas e do ambiente seriam determinantes na vida dos seres humanos e dos
animais domeésticos. A pertinéncia dessa antiga previsao torna-se evidente nos dias
de hoje pelo aparecimento de problemas relacionados ao aquecimento global e ao
crescimento da populacao. Além disso, ¥ da populacdo mundial esta distribuida fora
da zona temperada, em areas onde a temperatura ambiente frequentemente
ultrapassa os 38°C, temperatura acima da zona de conforto tanto para humanos
como para a maioria dos animais. Nestas regifes a adaptacdo climatica é dificil
mesmo para 0 animal mais produtivo. A razdo populacao/alimento é desfavoravel
para o bem estar nutricional humano, pois 0 aumento da populacdo costuma ser
maior do que o aumento na producéo de alimentos (Campbell e Lasley, 1985).

O Brasil € o sexto produtor mundial de leite bovino (ANUALPEC, 2007).
Entretanto, por apresentar clima tropical e subtropical esta vulneravel aos efeitos
sazonais sobre a eficiéncia reprodutiva em vacas leiteiras (West, 2003). A exposicéo
de vacas lactantes a temperatura e umidade elevadas causa aumento da
temperatura corporal interna, resultando em estresse térmico e diminuicdo dos
indices de gestacdo. A baixa fertilidade causada pelo estresse térmico esta
associada a alteracbes no padréo de secrecdo hormonal (De Rensis e Scaramuzzi,
2003), no crescimento folicular (Badinga et al.,, 1993), na capacidade de
desenvolvimento do odcito (Rocha et al., 1998; Al- Katanani et al., 2002; Ju et al.,
2005) e do embrido (Putney et al., 1988, Ealy et al., 1993).

Apesar do estresse térmico em vacas em lactacdo ser um fator de grande
impacto econdmico na industria de leite em regides de clima quente, sdo poucas as

estratégias disponiveis a fim de contornar este problema. As modificagbes no
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manejo, como o0 uso de ventiladores e aspersao de agua, permitem apenas uma
melhora parcial na eficiéncia reprodutiva do rebanho além de resultar em alto custo
para propriedade (Hansen et al.,, 2001). Dessa forma, o desenvolvimento de
alternativas visando contornar os efeitos negativos da temperatura e umidade
elevada na reproducdo de gado de leite é de suma importancia para o melhor
aproveitamento da capacidade produtiva deste setor no pais.

A susceptibilidade de odcitos bovinos a temperatura elevada pode ser
constatada tanto durante a fase de vesicula germinativa (VG) como durante o
periodo de maturacdo oocitaria. O o6cito bovino no estadio de VG permanece no
foliculo antral por 42 dias (Lussier et al., 1974) e durante este longo periodo o animal
exposto ao estresse térmico ambiental pode sofrer oscilacbes de temperatura
corporal acima de 40-41°C (Ealy et al., 1993) comprometendo a funcéo oocitaria
antes da maturacdo. Consequentemente torna-se imprescindivel determinar os
efeitos deletérios do estresse térmico em odcitos na fase de VG.

Uma alternativa a fim de reverter o efeito deletério do choque térmico na
funcdo oocitaria seria 0 uso de fatores de crescimento/sobrevivéncia, tais como, o
fator de crescimento semelhante a insulina- | (IGF-1). RNAm para receptores de IGF-
| estdo expressos em odécitos e células do cumulus (Yoshida et al., 1998; Nuttinck et
al., 2004) sugerindo a importancia deste fator de crescimento na funcao oocitéria.
Estudos in vitro demonstraram o papel benéfico do IGF-I em embrides expostos ao
choque térmico. Em bovinos, a adicdo de 100 ng/ml de IGF-I durante o cultivo de
embribes expostos ao choque térmico resgatou o desenvolvimento embrionario até o
estadio de blastocisto (Jousan e Hansen, 2004). E possivel que o IGF-I exerca um

papel termoprotetor em odcitos VG expostos a temperatura elevada, reduzindo
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danos celulares como a morte celular e promovendo o desenvolvimento embrionario
pré-implantacional.

N&o obstante a O6bvia importancia dos mecanismos desencadeados pela
temperatura elevada, pouco se sabe sobre os eventos celulares ativados pelo
choque térmico em odcitos bovinos, bem como 0s mecanismos de sobrevivéncia
celular em reposta ao choque. Os conhecimentos destes mecanismos bem como a
identificacdo de fatores de termotolerancia celular possibilitardo o desenvolvimento
de estratégias aplicadas a sobrevivéncia celular frente aos varios tipos de estresses,
minimizando efeitos deletérios. Com base nestas evidéncias o0s objetivos gerais
desta proposta séo caracterizar as alteracdes celulares e de desenvolvimento
induzidas pela temperatura elevada em odcitos bovinos no estadio de VG e avaliar o

papel termoprotetor do IGF-1 em odcitos bovinos submetidos ao choque térmico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTRESSE TERMICO

O estresse térmico pode ser definido como o0 aumento na quantidade de calor
corporal e suas consequéncias fisiologicas, metabdlicas, celulares e moleculares.
Sendo o calor corporal, uma funcdo da quantidade de calor produzido pelo animal e
da quantidade de calor trocado com o ambiente (Armstrong, 1994). Os bovinos sao
animais homeotérmicos que regulam a temperatura corporal interna pelo balanco
entre a quantidade de calor metabdlico e a dissipacdo de calor para o ambiente, a
fim de manter a temperatura corporal constante (Hansen, 2004). A zona de conforto
térmico para bovinos varia entre -13°C e +25°C. Dentro deste intervalo de
temperatura o conforto animal é 6timo e a temperatura retal estd em torno 38,4°C e
39,1°C (Lefebvre e Plamondon, 2003). Acima de 25°C a vaca sofre de estresse
térmico.

Nesta revisdo sera utilizada a terminologia previamente descrita por Hansen
et al. (2001) onde o aumento da temperatura in vivo € chamado de estresse térmico
e 0 aumento da temperatura in vitro € chamado de choque térmico.

A exposicdo de vacas lactantes a temperatura e umidade elevadas causa
aumento da temperatura corporal interna, resultando em estresse térmico e
diminuicdo dos indices de gestacdo. Varios estudos demonstraram que a fertilidade
do gado leiteiro € drasticamente reduzida quando ha aumento na temperatura
ambiental (Dunlap e Vicent, 1971; Badinga et al., 1985; Al-Katanani et al., 1999;
Pires et al., 2002). Dunlap e Vicent (1971) relataram que o aumento da temperatura
retal de novilhas hereford de 38.5°C para 40°C, 72 h apds a inseminacéo artificial,
diminuiu a taxa de gestacédo de 48 para 0%. Em outro estudo realizado na Flérida -
Estados Unidos, as taxas de concepc¢édo de vacas Pardo Suico, Jersey e Holandesas
em lactacdo também diminuiram de 52 para 32% quando a temperatura maxima do
ar aumentou de 23,9°C para 32,2°C no verdo (Badinga et al., 1985). Al-Katanani et
al.(1999) relataram que a taxa de néo retorno ao cio 90 dias apds a inseminacao foi
mais baixa quando a temperatura foi maior que 20°C no dia -10 (dia 0= estro), no dia
do estro e no dia +10. Demonstrando que o estresse térmico antes, depois e no dia

da inseminagéo é associado com uma menor taxa de ndo retorno ao cio 90 dias da
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inseminac¢do. No Brasil, vacas Holandesas, confinadas em free stall, tiveram uma
gueda na taxa de gestacdo de 71,2% no inverno para 45,7% no verdo (Pires et al.,
2002).

A selecdo genética de vacas Holandesas visando a alta producédo de leite
esta associada ao aumento na quantidade de calor metabdlico (Berman et al., 1985;
Martello et al., 2004), de maneira que a magnitude dos efeitos deletérios causados
pelo estresse térmico na fertilidade animal € mais acentuado em animais de alta
producao de leite (Al-Katanani et al., 1999). West (2003) revisou que vacas em
lactacdo produzem uma grande quantidade de calor metabdlico e, adicionalmente,
acumulam calor de energia radiante. Este incremento calorico associado com a
capacidade de resfriamento comprometida por causa das condices ambientais (alta
temperatura e umidade) faz com que a temperatura corporal se eleve, diminua o
consumo de alimentos e o desempenho produtiva e reprodutivo.

Apesar do estresse térmico em vacas em lactacdo ser um fator de grande
impacto econdmico na industria leiteira em regides de clima quente com perdas
financeiras de até 422 €/vaca (St-Pierre et al., 2003), sdo poucas as estratégias
disponiveis a fim de contornar este problema. O uso de aspersores de agua e
ventiladores sdo as estratégias mais usadas para aliviar os efeitos do estresse
térmico nesses animais. Apesar de essas ferramentas reduzirem a temperatura
corporal e aumentarem a producao de leite, os seus efeitos na fertilidade durante o
verdo sao limitados (Hansen, 2004). Dessa forma, o desenvolvimento de alternativas
visando contornar os efeitos negativos da temperatura e umidade elevada na
reproducdo de gado leiteiro é de suma importancia para o melhor aproveitamento da
capacidade produtiva deste setor nessas regides de clima quente.

A baixa fertilidade causada pelo estresse térmico é um problema de ordem
multifatorial, pois afeta as fun¢des fisioldgicas e celulares em varios tecidos. No que
diz respeito a funcdo reprodutiva, ja foi demonstrado que o estresse térmico
compromete o desenvolvimento e a fungao folicular, a secre¢cao hormonal (Badinga
et al., 1993; Wilson et al.,1998; Roth et al., 2000) a capacidade de desenvolvimento
do odcito (Rocha et al., 1998; Al- Katanani et al., 2002; Ju et al.,, 2005) e o
desenvolvimento embrionario pré-implantacional (Putney et al., 1988; Ealy et al.,
1993).
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2.1.1 Efeito do estresse térmico na qualidade e competéncia oocitaria

Os efeitos da temperatura elevada na funcao oocitéria ja foram demonstrados
em estudos conduzidos tanto in vitro quanto in vivo.

Alta temperatura e umidade ambiental durante o verdo resultam em declinio
na qualidade e no niamero de odcitos obtido de vacas holandesas (Rocha et al.,
1998; Al-Katanani et al., 2002; Gendelman et al., 2010; Ferreira et. al., 2011). Em
estudo pioneiro Putney et al. (1989) demonstraram que quando novilhas Holandesas
foram submetidas ao estresse térmico em camara climatica de 42°C por 10 h entre o
estro e inseminacao artificial (Gltimos estadios de maturacdo do od0cito) houve
diminuicdo do numero de embriées normais quando comparados ao grupo controle
(24°C).

O efeito deletério do estresse térmico na funcdo oocitaria ja foi bem
caracterizado em estudos sazonais. Nestes experimentos o numero de foliculos,
o0citos e a proporcao de partenotos que clivaram até o estadio de 2 ou 4 células foi
mais alta para os odécitos coletados na estacdo fria quando comparados a estacao
quente (Gendelman et al., 2010). Rocha et al. (1998) conduziram experimento em
que vacas Bos taurus (Holandesas) e Bos indicus (Brahman) superovuladas foram
submetidas a aspiracao folicular simples durante a estacédo quente e a estacéo fria.
Todos os odcitos recuperados foram submetidos a maturacéo, fecundacéo e cultivo
in vitro independente da morfologia. As vacas Bos taurus apresentaram uma menor
porcentagem de o0citos normais na estacado quente (24,5%) em relagdo a estacdo
fria (80%), uma menor porcentagem de odcitos fertilizados que atingiram o estadio
de 8 células e nenhum embrido chegou a moérula ou blastocisto. Para vacas Bos
indicus ndo foi visto diferenca na porcentagem de o00citos normais ou no
desenvolvimento embrionario pré-implantacional entre as esta¢des. Os o00citos de
morfologia anormal aspirados de vacas Bos taurus na estagdo quente exibiam um
ooplasma escuro degenerado, cavidade oolémica incompletamente preenchida e
células do cumulus dispersas. Nos animais Bos indicus os odécitos anormais tinham
poucas ou nenhuma célula do cumulus mas um ooplasma normal.

Recentemente um estudo sazonal realizado no Brasil dividiu animais da raca
Holandesa em categorias: novilhas, vacas repetidoras de cio (animais subférteis
sem qualquer alteracdo anatémica ou infeccdo, que ndo emprenham até o terceiro

servico ou mais) e vacas em pico de lactacdo. Neste estudo foi observada uma
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gueda no nimero de odcitos recuperados por aspiracao folicular no verdo em todas
as categorias. Houve também gueda na taxa de blastocisto em todas as categorias e
na porcentagem de blastdbmeros TUNEL-positivo apenas nas vacas repetidoras de
cio durante o verdo. As altas temperaturas também causaram queda no nimero total
de blastbmeros em todas as categorias. Esse experimento demonstrou a maior
susceptibilidade das vacas repetidoras de cio ao efeito negativo e sazonal do verao
(Ferreira, et. al., 2011).

Al-Katanani et al. (2002) conduziram estudo objetivando avaliar os efeitos da
variagdo sazonal na competéncia de o0citos de vacas Holandesas e se o
resfriamento desses animais por 42 dias (tempo necessario para um foliculo crescer
do estadio antral até o periodo pré-ovulatério) antes da coleta do o6cito amenizaria
os efeitos deletérios causados pelo estresse térmico do verdo. O uso de sistema de
resfriamento com aspersores de agua e ventiladores, 42 dias antes da coleta do
odcito de vacas Holandesas durante o verdo, ndo aumentou a proporcao de odcitos
gue desenvolveram para o estadio de blastocisto (Al-Katanani et al., 2002). No
entanto, a temperatura retal dos animais submetidos ao sistema de resfriamento
durante o verdo da Flérida néo foi diferente do grupo controle (sombra). Isso sugere
gue ou o sistema de resfriamento ndo foi eficiente ou os odécitos j4 estavam
comprometidos antes mesmo do periodo de coleta.

Ja foi demonstrado que o efeito sazonal do estresse térmico do verdo se
prolonga até o outono subsequente (Badinga et al., 1985; Roth et al.,, 2001)
sugerindo efeito cumulativo ou tardio do estresse térmico na funcdo reprodutiva.
Roth et al. (2001) realizaram estudo visando caracterizar o efeito tardio do estresse
térmico e minimizar os danos causados na funcdo oocitaria pela remocdo dos
foliculos danificados no verdo anterior. Para isso, vacas Holandesas foram
submetidas ao estresse térmico sazonal (verdo) e foi realizada aspiracéo folicular via
transvaginal (OPU) durante os meses frios do outono subsequente. Nesse estudo 0s
animais foram distribuidos no grupo tratado (OPU dias 4, 7,11 e 15 do ciclo) e
controle (OPU no dia 4 do ciclo). Os odcitos coletados por OPU no dia 4 foram
avaliados morfologicamente e ativados partenogeneticamente. O niumero de 00citos
grau 1 aumentou no ciclo 2 para o grupo tratado enquanto esse aumento s6 foi
observado no ciclo 3 para o grupo controle. No grupo tratado houve um aumento na
taxa de clivagem e no niumero de embrides em todas as fases do desenvolvimento

nos ciclos 3 e 4, enquanto esse aumento nao foi observado no grupo controle (Roth
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et al., 2001). Torres-Junior et al. (2008), avaliaram os efeitos imediatos e tardios do
estresse térmico em camara climéatica em animais da raga Gir (Bos indicus). Esses
animais foram expostos ao estresse térmico de 38°C e 80% de umidade relativa
(UR) durante o dia e 30°C e 80% UR durante a noite por 28 dias. Foram realizadas
OPUs semanais e 0s o0citos submetidos a producao in vitro de embrides durante o
periodo de estresse térmico (efeito imediato) e por aproximadamente 4 meses apos
o final do tratamento de estresse térmico (efeito tardio). A exposi¢cdo de animais da
raca Gir ao estresse térmico ndo causou efeitos imediatos (primeiros 28 dias) na
funcdo reprodutiva, porém foi observada uma reducéo na proporcdo de embrides
gue atingiram o estadio de blastocisto e blastocisto expandido quando os o0d0citos
foram coletados ap6s o periodo de estresse (Torres-Junior et al., 2008).

Os efeitos da temperatura elevada na funcdo oocitaria também podem ser
vistos durante o choque térmico e podem afetar o sucesso das técnicas de producao
de embrides in vitro. Roth e Hansen (2004 (a) (b) demonstraram que a exposi¢cao de
o0citos a temperaturas amenas (40°C e 41°C) durante as primeiras 12 h de
maturacdo in vitro (MIV), reduziu a taxa de clivagem no dia 3 e o numero de od6citos
gue atingiu o estadio de blastocisto no dia 8 apds a fecundacdo in vitro (FIV).
Entretanto, o choque térmico moderado de 40,5°C e 41,5°C quando aplicado por um
curto periodo de tempo (30 e 60 minutos) na maturagdo oocitaria ndo levou a uma
diminuicdo na taxa de clivagem e formacdo de blastocisto. Quando odcitos foram
expostos ao choque térmico severo de 43°C por 45 e 60 minutos durante a MIV
houve uma reducao na taxa de blastocisto e blastocisto expandido (Ju et al., 1999).

Os od6citos de mamiferos estdo bloqueados no dipléteno da profase | e
adquirem competéncia de desenvolvimento meiético e potencial para serem
fecundados de uma forma gradual durante o desenvolvimento folicular. Apés retirada
do odcito do foliculo antral ou apés a ovulacao, ocorre a progressao espontanea do
mesmo até o estadio de metafase Il (MIl) (Pincus e Enzmann, 1935; Hyttel et al.,
1986). Esse processo € denominado de maturagdo nuclear. Os o6citos em vesicula
germinativa (VG) permanecem no foliculo antral por aproximadamente 42 dias, e
durante esse periodo podem ser expostos as flutuacdes diarias de temperatura
corporal acima de 41°C. Em 2004, Payton et al. realizou estudo com o objetivo de
avaliar os efeitos diretos da temperatura elevada em odcitos VG. Para tanto os
oécitos foram cultivados na presenca de um inibidor p34°®?cyclin B quinase
(roscovitina- 50 uM). Quando o choque térmico in vitro foi aplicado a odcitos em VG
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por 6 e 12 h, foi observada uma reducdo no desenvolvimento embrionario até os
estadios de 8 a 16 células e blastocistos, respectivamente. A exposicdo desses
oocitos em VG a 41°C por 12h também reduziu a proporcdo de od0citos que
progrediram até MIl apdés a MIV. Isso comprova que a susceptibilidade de odcitos
bovinos aos efeitos diretos da temperatura elevada pode ser constatada tanto
durante a fase de VG como durante o periodo de maturacao oocitaria.

Essa diminuicdo da competéncia e qualidade oocitaria vistas em od0citos
expostos ao estresse térmico estdo relacionadas a alteracBes celulares tais como
diminuicAo da maturacdo nuclear, apoptose (Roth e Hansen, 2004; 2005) e
desorganizacao do citoesqueleto (Ju et al., 2005; Roth e Hansen, 2005).

2.1.2 Alteracdes celulares causadas pelo choque térmico na funcao oocitaria

2.1.2.1 Alteracdes na maturacdo nuclear

O bloqueio da progressdo meiotica até o estadio de Mll é uma das alteracdes
nucleares causadas pelo choque térmico em odcitos bovinos. Quando o choque
térmico de 41°C, por 6 e 12 h, foi aplicado em odcitos VG (Payton et al., 2004) ou
durante a MIV (Lenz et al., 1983; Roth e Hansen, 2005, Paula-Lopes et al., 2008)
ocorreu diminuicdo da proporcdo de odcitos que progrediram para MIl depois da
MIV. Odcitos que sofreram choque térmico foram bloqueados na metéafase | (Ml).

Edwards et al. (2005) encontraram resultados contrastantes em que o cultivo
de (complexo cumulus-o0citos) CCOs a 41°C néao reduziu a taxa de oocitos em Mll,
acelerando, porém, a cinética da maturacdo nuclear. Nesse estudo, a exposi¢ao de
oQcitos a temperatura elevada aumentou a proporcdo de odcitos em MIl apés 16-18
h de maturacdo quando comparado a 21 h no grupo nédo estressado. Os autores
sugeriram, que nessas condicfes de choque térmico, a fertilizacdo quando realizada
5 h mais cedo (com 19 h de MIV) poderia atenuar os efeitos deletérios do choque
térmico sobre o desenvolvimento do odcito.

Outra alteracéo nuclear observada em odcitos submetidos ao choque térmico
é a fragmentacdo de DNA caracteristica de apoptose. O choque térmico de 41°C
durante as primeiras 12 h de MIV aumentou a propor¢ao de o6citos TUNEL-positivo

(Roth e Hansen 2004; 2005; Ispada et al., 2011) e a proporcao de odcitos com alta
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atividade de enzimas caspases do grupo Il (caspases 2, 3 e 7) apdés o choque
térmico (Roth e Hansen, 2004 (a).

Experimentos realizados com o0citos de animais majoritariamente Bos indicus
indicou que a exposi¢do de odcitos ao choque térmico moderado (41°C) durante as
primeiras 12 h de maturacdo reduziu a competéncia oocitaria sem aumentar a
proporcdo de od6citos em estadios avancados de apoptose determinado por
alteracbes na permeabilidade da membrana plasmatica. O choque térmico
moderado durante a MIV reduziu a maturacédo nuclear, taxa de clivagem e taxa de
blastocisto. Quando odcitos foram expostos ao choque térmico severo (44°C) por 12
h a reducdo na maturacdo nuclear foi similar a observada no choque térmico
moderado de 41°C, porém foi observado aumento na proporcdo de o0d0citos
marcados para apoptose por alteracbes de permeabilizacdo da membrana
plasmatica, aumento na proporcao de odcitos positivo para necrose e bloqueio na
clivagem e desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto (Paula-Lopes
et al., 2008).

O aumento da fragmentacdo de DNA (TUNEL-positivo) induzida pelo choque
térmico em od6citos bovinos durante a maturagcdo pode ser controlada pela
suplementacdo do meio de MIV com o inibidor de caspases z-DEVD-fmk (Roth e
Hansen, 2004 (a), esfingosina-1-fosfato (S1P) (Roth e Hansen, 2005) ou IGF-I
(Ispada et al., 2010).

2.1.2.2 Alteracdes na maturacéao citoplasmatica

Entre as alteracbes citoplasmaticas induzidas pelo aumento da temperatura
durante a maturacdo oocitaria destacam-se as alteracdes no citoesquelo (Tseng et
al., 2004; Ju e Tseng, 2004; Ju et al.,, 2005; Roth e Hansen, 2005). J&a foi
demonstrado que o choque térmico altera a estrutura organizada dos microtabulos
do odcito. Em consequéncia, o fuso meiotico torna-se disforme na Ml e MIl e os
cromossomos desalinhados (Tseng et al., 2004; Roth e Hansen, 2005). Nesses
cromossomos o0 eixo da largura foi menor que o do comprimento, o tamanho foi
reduzido e foram considerados como morfologicamente anormais (Tseng et al.,
2004; Tseng et al., 2006). Foi observada também uma diminuicdo do tamanho do

fuso quando a duracdo do choque térmico de 42°C aumentou de 1 para 4 h (Ju et
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al., 2005). Apos 4h de choque térmico a 41,5°C a maioria dos o0citos apresentou a
cromatina altamente condensada ou desaparecimento completo da cromatina
(Tseng et al., 2004; Tseng et al, 2006). As mudang¢as no tamanho e na morfologia
indicaram que o choque térmico afeta a polimerizacdo e despolimerizacdo de
microtubulos do fuso meidtico. O choque térmico desencadeia a agregacdo da
cromatina que parece ser correlacionado com a despolimerizacdo dos microtubulos
do fuso. As alteragBes nos microtubulos do fuso provavelmente contribuem para
segregacao incorreta dos cromossomos durante a fertilizacdo e clivagem
embrionéria (Tseng et al.,2004; Ju et al., 2005).

O anel de actina pericelular e a actina tanszonal também foram afetados pelo
choque térmico. Esses foram diminuidos nos odécitos maturados a 41°C (Roth e
Hansen, 2005) e 41,5° C (Tseng et al., 2004). Os microfilamentos de actina sdo
responsaveis pela translocacdo dos granulos corticais para o0 oolema depois da
maturacdo (Wessel et al., 2002). Odcitos na fase de VG possuem granulos
agregados (tipo 1), sendo que com a quebra da VG ocorre a dispersdo com a
translocacdo desses para o oolema (tipo Ill). A exposicdo de odcitos a um choque
térmico de 41°C por 12 ou 24 h aumentou a quantidade de od0citos que
apresentavam granulos corticais tipo Il sugerindo que o choque térmico acelerou a
maturacdo citoplasmatica (Edwards et al., 2005). Entretanto, em od0citos de
camundongos a porcentagem de odcitos com migracdo incompleta dos granulos
corticais apoés a MIV foi significativamente maior em odcitos maturados a 40°C do
gue a 37°C (Wang et al., 2009). O choque térmico aplicado em odcitos bovinos na
fase de VG também foi responsavel por alteracdes no citoesqueleto. Quando o
choque térmico de 41°C foi aplicado durante 12 h a odcitos na fase de VG foi
observado aumento na proporcao de odcitos que apresentaram granulos corticais
tipo 11l antes da MIV (Payton et al., 2004).

2.2 GAMETOGENESE FEMININA

A o0ogénese em ruminantes consiste na formacédo e na diferenciagcdo das
células germinativas primordiais até a formacdo do odcito hapléide fecundado
(Russe, 1983).
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O desenvolvimento dos odcitos e foliculos de mamiferos tem inicio durante a
vida fetal. A oogénese comeca com a formacdo das ceélulas germinativas
primordiais, cuja origem é extragonadal, sendo oriundas da porcao caudal da linha
primitiva, provenientes das células tronco embrionarias (Wassarman e Albertini,
1994). Com a formacédo dos corddes sexuais, aos trinta dias de gestacdo nos
bovinos, as células germinativas migram para a crista genital juntamente com as
células somaticas. A interacdo entre as células da granulosa e o gameta é de
fundamental importancia para o desenvolvimento do odcito (Cain et al., 1995). As
células germinativas proliferam por mitose e transformam-se em oogénias, as quais
apresentam um citoplasma claro, devido a pouca quantidade de organelas e uma
alta frequéncia de divisdo mitotica, chegando a 2.700.000 oogbnias no dia 110 de
gestacdo (Erickson, 1966). Em bovinos, 60 dias pds-concepc¢ao inicia-se uma
intensa atividade mitdtica oogonial que se encerra proximo ao dia 150, quando o
nimero de células germinativas disponiveis é fixado. Uma vez formadas, as
oogOnias entram em meiose e diferenciam-se em odcitos (Hirshfield, 1991). Os
oQcitos progridem até a primeira profase meidtica entre 75 e 80 dias pés-concepcéo
(Erickson, 1966) e, nos foliculos primordiais, formam um estoque finito de odcitos,
gue permanecem quiescentes até que sejam estimulados a crescer (Erickson, 1966)

A profase é composta por varios estagios transitorios: preleptoteno, leptoteno,
zigoteno, paquiteno e dipléteno, no qual a primeira divisdo meiética é bloqueada.
Cada estagio € caracterizado por uma configuracdo de DNA particular (Baker e
Franchi, 1967). A fim de estudar a sequéncia cronoldgica da quebra da vesicula
germinativa, Motlik (1978), usou a classificacdo anteriormente utilizada por Motlik e
Fulka (1976) em estudo com odcitos suinos. A técnica utilizada considera mudancas
na membrana nuclear, na cromatina e nucléolos e € dividida em 4 grupos. A
organizacao tipica de odcitos de suinos em VG designado VG | nao foi observado
em nenhum o6cito de bovinos. No comeco do cultivo, a maioria dos odcitos
encontrava-se em VG Il que foi caracterizado por uma distinta membrana nuclear,
nucleoplasma granular fino com alguns cromocentros alinhados a membrana nuclear
ou concentrados em uma area da VG. Apos 3 h de cultivo, 64% dos odécitos
apresentavam-se na forma de VG Il caracterizado por cromocentro remanescente,
com os primeiros filamentos de cromatina finos. Quatro horas apos o inicio do
cultivo, 46,6% dos odcitos encontravam-se em VG IV, nesses 0s cromocenteres

tinham desaparecido mas filamentos bivalentes simples podiam ser vistos. Depois
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de 5 h de cultivo, a fase tipica foi VG IV (59,7%) com uma membrana nuclear menos
distinta e bivalentes condensados. A quebra da vesicula germinativa foi completa em
30,4% dos odcitos depois de 5 h de cultivo e em 92,5% depois de 6 h (Motlik et al.,
1978).

Os oocitos competentes devem atingir um diametro minimo antes de ser
capaz de retomar a meiose. Em bovinos, 75.9% e 80.7% dos odcitos com diametro
de 110-120 ym e >120 um, respectivamente, atingem MIl apds 24 h de MIV, embora
apenas 21,2% dos o6citos < 100 um atinjam MIl. Esses resultados demonstram que
para ser competente o odcito deve atingir pelo menos 110 ym em diametro (Fair et
al.,1995).

A medida que o odcito aumenta em didmetro modificacdes adicionais,
proliferacéo e redistribuicdo de organelas citoplasmaticas ocorrem (Fair, 2003). As
principais modificacdes observadas durante a fase de desenvolvimento do odcito
sdo a formacdo dos gap junctions entre o od6cito e suas células somaticas
circundantes, desenvolvimento e deslocamento do complexo de Golgi, do reticulo
endoplasmatico liso, e das gotas lipidicas para a periferia do odécito, formacdo dos
granulos corticais e da zona peldcida, diferenciacdo da mitocéndria, quebra dos
centriolos, deposicdo ou sintese dos RNAmM maternos (Fair et al.,, 1996; Hyttel et
al., 1997). As gap junctions sdo formadas por associacdo intima entre o odcito e as
células da granulosa e sdo necessarias para a aquisicdo da competéncia meiotica
(Canipari et al., 1984). Cerca de 9-12 h apds o pico de LH ha uma desconexéo das
projecdes das células do cumulus com o oolema (Hyttel et al., 1986).

As células foliculares produzem fatores que inibem a retomada da meiose. In
vitro, a retirada do odcito do seu ambiente folicular priva 0 mesmo de fatores
inibidores fazendo com que retomem a meiose espontaneamente (Pincus e
Enzmann, 1935). In vivo, entretanto, a matura¢do do odcito se da apdés o pico de LH
(Hyttel et al., 1986).A progressao do ciclo celular do oécito de préfase | até Ml é
marcada por uma série de transformacdes bioquimicas e estruturais no nucleo e no
citoplasma do odcito. Esses eventos caracterizam a maturacdo oocitéria (Hyttel et
al., 1986; De Sousa et al., 2004).

O oocito recomeca seu ciclo celular progredindo da profase da primeira
meiose (profase 1) até metafase da segunda divisdo meidtica (Mll), passando por
(metafase 1) MI, anéfase | (Al), tel6fase | (TI). Antes que o odcito progrida para Mi,

ha a condensacdo dos cromossomos e rompimento da membrana nuclear (quebra
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da vesicula germinativa) (Meinecke et al., 2001). In vitro, apos retirada do foliculo
mais de 97% dos olcitos encontram-se em VG, sendo que com 17 h apenas 2,2%
permanecem em VG e 42,2% e 48,9% progrediram para Ml ou estédo entre Al e TI,
respectivamente. Apos 18 h, 17,8% dos odcitos j& chegaram em MIl e com 24 h de
cultivo 80,4% chegam em MIl e apenas 3,9% foram bloqueados em MI (Meinecke et
al., 2001).Esses resultados foram similares aos encontrados por Sirard et al. (1989),
em que odcitos em VG foram encontrados desde a retirada do foliculo até 6,6 h, a
guebra da vesicula se deu entre 6,6 e 8 h, Ml entre 10,3 e 15,4 h, Al entre 15,4 e
16,6 h, Tl entre 16,6 e 18 h e Mll entre 18 e 24 h.

2.2.1 Organizacgdo estrutural do odécito em VG

2.2.1.1 Citoesqueleto

O citoesqueleto das células eucaridticas é constituido de filamentos proteicos
de actina, microtibulos e filamentos intermediarios. Os microtubulos sdo bastdes
ocos, firmes e reforgcados, que suportam a tensdo e compressdo de estimulos
externos, sendo de grande vantagem no suporte de processos celulares
assimétricos e no transporte em via dupla, gerado pelas proteinas motoras dineina e
cinesina. Os filamentos de actina sdo menos rigidos, de maneira que eles devem ser
unidos em feixes para aguentar forgcas de compressdo ou permitir processos
assimétricos. A forma da célula é determinada pela capacidade dos filamentos de
actina e dos microtubulos de resistir a deformacédo mecanica e de transmitir forcas
(De Robertis e Hib, 2001). Os microtubulos e filamentos de actina sdo os principais
componentes do citoesqueleto e importantes moduladores do movimento dos
cromossomos, da formacdo do fuso meibtico e da divisdo celular nos odcitos de
mamiferos. Na transi¢cdo do ciclo celular durante a maturagdo ocorre uma intensa
reorganizacdo destas estruturas do citoesqueleto (Kubiac et al., 1992; Kim et al.,
2000; Calarco, 2005).

Os microtubulos sao dindmicos polimeros homologos o e B tubulina (Zhou et
al.,, 2002). Em oocitos de camundongos, duas populacdes discretas de
centrossomos ou centros organizadores de microtubulos foram observadas: uma no

pélo do fuso meidtico e outra no citoplasma (Messinger e Albertini, 1991). Durante a
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maturacdo meiotica, essas duas discretas populacdes de centrossomos
coordenadamente regulam a polimerizacdo e despolimerizagcdo dos microtubulos
para eventos nucleares e citoplasmaticos, como a quebra da vesicula germinativa, a
condensacdo dos cromossomos, a extrusdo do corpusculo polar e formacdo da
estrutura da placa metafasica.

Ja foi demonstrado que em o0citos no estadio de VG os microtubulos
encontram-se dispersos nao possuindo estrutura organizada especifica no
citoplasma. ApoOs a quebra da vesicula germinativa, no entanto, pequenos asteres
de microtubulos foram inicialmente localizados proximo a cromatina condensada.
Em seguida estes asteres tornaram-se alongados e foram localizados em
associacdo com cada cromossomo durante a prometafase. Na MI, os microtabulos
foram localizados circundando os fusos enquanto na Al e TI, os microtubulos foram
vistos entre os fusos bem organizados. Em o6citos em MiIl, microtibulos foram
observados no segundo fuso meiético, € em um menor grau no corpusculo polar
(Kim et al., 2000).

Os microfilamentos fornecem a estrutura para a divisdo celular, sendo
responsaveis por manter o fuso meidtico e o0s cromossomos na posi¢ao periférica e
pela extrusdo do corpusculo polar durante a maturacéo e a fertilizacdo (Webb et al.,
1986).

Na fase de VG, os microfilamentos encontram-se no cortex do oocito e em
volta da vesicula germinativa. Depois da quebra da vesicula, os microfilamentos
parecem estar concentrados perto da cromatina. Na MI, a cromatina esta localizada
no cortex rico em microfilamentos. Durante a Al e a Tl, um suco de microfilamento foi
observado entre os dois conjuntos de cromatina, indicando o papel dos
microfilamentos na extrusao do corpusculo polar. Depois da extrusdo do corpusculo
polar os microfilamentos foram observados envolvendo a cromatina e o corpusculo
polar (Kim et al., 2000).

Condicbes inadequadas durante a maturacdo e fecundacao in vitro
possivelmente prejudicam a funcdo das organelas citoplasmaticas, incluindo
microtubulos e microfilamentos que resulta em anormalidades apos a fertilizacdo e

desenvolvimento embrionario inicial (Sun et al., 2004 ).
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2.2.1.2 Organelas

2.2.1.2.1 Mitocbndrias

Em todos os eucariotos, as mitocondrias sdo organelas especializadas que
catalizam a formacdo de adenosina trifosfato (ATP) pelo metabolismo de
carboidratos e acidos graxos contidos no citoplasma da célula ou no meio externo. A
taxa de respiracdo celular depende de dois fatores principais. O primeiro fator é a
eficiéncia de conversédo no citoplasma do oécito de precursores metabdlicos como
glicose em piruvato (Alberts, 1983). O segundo fator é a eficiéncia da matriz
mitocondrial na conversao de piruvato em ATP, necessario para varios processos
celulares no desenvolvimento oocitario e embrionario, incluindo maturagédo nuclear e
divisdo celular (Bigger et al., 1967).

A ativacdo de determinadas vias metabdlicas envolvidas na sintese e
fosforilacdo protéica é indispensdvel para a maturacdo citoplasmatica. Nesse
contexto a mitocondria tem um papel de extrema importancia por ser um
componente chave na maquinaria metabdlica responsavel pelo suprimento de
energia necessario para a maturacao (Van Blerkom et al.,1995) e competéncia para
desenvolvimento até o estadio de blastocisto (Tarazona et al., 2006).

Durante o desenvolvimento do odcito, o nimero de mitocondrias varia de
aproximadamente 10 nas células germinativas primordiais pré-migratOria e atinge
200 na fase de oogobnia. Odcitos primarios contém aproximadamente 6000
mitocondrias e durante a maturagéo citoplasmatica o nUmero aumenta para torno de
100.000 (Cummins, 2004).

A distribuicdo e localizagdo das mitocondrias no citoplasma de odcitos
também variam ao longo das fases de crescimento e maturacdo do odcito. Em
oocitos VG as mitocéndrias apresentam-se em granulos e sdo encontradas mais na
regido subplasmatica da membrana, sendo chamadas de tipo A. A maturacdo do
odcito para Ml ou MIl leva a uma aparéncia mais lisa e as mitocéndrias estédo
distribuidas mais no centro do odcitos, sendo chamadas de padrdo mitocondrial tipo
B (Wilding et al., 2001). Da mesma forma, em um estudo mais detalhado sobre a
distribuicAo de mitocéndrias ativas em o6citos suinos, Sun et al., 2001

demonstraram que o acumulo de mitocdndrias ativas pode ser visto na periferia do
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citoplasma e em volta da vesicula germinativa em odcitos VG. Apos a quebra da
vesicula germinativa até a Al, as mitocondrias encontram-se acumuladas na area
perinuclear do odcito, enquanto que agregados mitocondriais mais largos foram
observados mais centralmente em odcitos em estadio MIl. Uma forte marcagéo para
mitocondrias ativas foi identificada no primeiro corpusculo polar em oocitos em M |l
(Sun et al.,, 2001). Este padrdo de distribuicdo pode estar relacionado ao
requerimento de energia. Odcitos VG precisam suportar as células do cumulus
nessa fase, por isso as mitocondrias ficam localizadas mais perifericamente. Ja na
fase de quebra da VG é possivel que o acumulo perinuclear de mitocondria tenha
um papel na quebra da vesicula. Apos a quebra da vesicula, as mitocondrias
continuam agregadas em volta da area perinuclear em Ml e Al, que € provavelmente
relacionado com o alto requerimento energético para 0s eventos meidticos, tais
como a montagem do fuso, condensagéo da cromatina e movimento e emisséo do
corpusculo polar (Sun et al., 2001).

Stojkovic et al. (2001) conduziram estudo em que a distribuicdo, morfologia e
producdo de ATP mitocondrial foram correlacionados em odcitos bovinos. Para
tanto os odcitos foram morfologicamente classificados em diferentes categorias
sendo que as categorias 1 e 2 eram compostos por 00citos de citoplasma mais
homogéneo e com maior nimero de camadas de células do cumulus, e 3 e 4 eram
compostas por od6citos com citoplasma mais heterogéneo e com menor nimero ou
nenhuma camada de células do cumulus. Nos odcitos VG a marcacdo das
mitocdndrias com Mito Tracker verde foi mais homogénea para a categoria 1. Apés a
maturacdo, as mitocondrias de odcitos da categoria 1 e 2 apareceram como
aglomerados mais intensos e centrais, enquanto a categoria 4 nao apresentou
reorganizacdo das mitocondrias. O contetudo de ATP também foi significativamente
afetado pela categoria. Antes da maturacdo, o conteido de ATP dos odcitos das
categorias 1 e 2 foi maior que das demais categorias. A proporcdo de moérulas e
blastocistos assim como o numero total de células dos embribes foram
significativamente mais alta nas categorias 1 e 2, que apresentaram maior contetdo
de ATP, quando comparado as categoria 3 e 4. Com esse estudo os autores
demonstraram que a atividade mitocondrial € um determinante do potencial de
desenvolvimento do embrido, embries com conteddo de ATP reduzido
desenvolvem mais lentamente, resultando em um menor numero de células
(Stojkovic et al.,2001).



42
Revisdo de Literatura

Para demonstrar a importancia do citoesqueleto na distribuicdo mitocondrial,
Sun et al, (2001) utilizaram um inibidor depolimerizacdo de microtubulos,
nocodazole, que foi capaz de inibir a organizagéo de tubulina e consequentemente a
agregacdo mitocondrial na area da vesicula germinativa e a movimentagdo para a
regido central do odcito durante a maturacdo oocitaria. O rompimento dos
microfilamentos com citocalasina B, entretanto, ndo causou nenhum efeito. Esses
dados indicam que a translocagdo das mitocondrias € mediada por microtubulos,
mas nao por microfilamentos. (Sun et al., 2001).

As mitocbndrias também estdo intimamente envolvidas na inducdo de
apoptose pela liberacdo de citocromo ¢ da matriz mitocondrial para o citoplasma.
Este € um evento chave que desencadeia a cascata de apoptose (Shimizu et al.,

1999) que sera discutida mais detalhadamente adiante.

2.3 BLOQUEIO DA MEIOSE

A remocdo de odcitos competentes do seu ambiente folicular priva 0s mesmos
dos fatores inibitérios possibilitando a retomadada meiose (Pincus e Enzmann,
1935). Estudos sugerem que o fator que inibe a retomada espontanea da meiose
seja produzido pelas células da granulosa ou da teca (Kotsuji et al., 1994). A
incubacdo de CCOs com células da granulosa atrasou a quebra da vesicula
germinativa de 6 para 9 h, poréem quando CCOs foram cultivados com células da
granulosa e células da teca a quebra da vesicula germinativa s6 aconteceu apos 24
h de cultivo. Possivelmente um sinal das células da teca aumenta a atividade
bloqueadora da meiose das células da granulosa (Kotsuiji et al., 1994).

O controle molecular da maturacdo meidtica tem sido extensivamente
estudado e acredita-se que este fendbmeno € controlado pelo fator promotor da fase
M (MPF). O MPF é composto por uma subunidade catalitica (p34°?) e uma
subunidade regulatoria (ciclina B) (Gautier et al., 1988). A forma ativa desse

heterodimero é a p34°2

quinase e a sua atividade pode ser mensurada pela
atividade da histona H1 quinase (Arion et al., 1988). A atividade da histona H1
guinase é responsavel pela entrada na fase M e pela cascata de eventos associadas
com a maturacao meiotica. A ciclina B, que faz parte da molécula de MPF, depende

de eventos especificos de fosforilacdo-desfosforilagdo para ser ativada. Ja foi
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demostrado que a ciclina B esta ausente em od0citos bovinos nho momento da
retirada do foliculo ovariano, mas € sintetizada durante a maturacdo do odcito
(Lévesque e Sirard, 1996).

Existem evidéncias in vitro de que a diminuicdo do monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc) intraoocitario precede a quebra da vesicula germinativa,
demonstrando a importancia do AMPc no reinicio da meiose (Schultz et al., 1983;
Aberdam et al., 1987). Diante do questionamento em relacdo a sintese do AMPc
pela adenilatociclase no odcito, tem sido proposto que o AMPc é mantido em altos
niveis através da difuséo entre as células soméaticas (Gilula et al., 1978). Ocorre uma
diminuicdo do AMPc apos o pico de LH. A diminuicdo do AMPc causa a inativagao
da proteina quinase A (PKA) e uma diminuicdo da fosforilagdo. Desde que essa
fosforilacdo é inibitéria para maturacédo, a diminuicdo da fosforilacdo induz o odécito a
retomar a meiose (Conti et al., 1998).

A sintese protéica e a atividade de uma série de proteinas quinases e
fosfatases controlam a meiose em odcitos. Entre os inibidores meioticos ja avaliados
em estudos in vitro podemos destacar aqueles que mantem altas concentracdes de
AMPc intraoocitario (Bilodeau-Goeseels, 2003), os inibidores ndo especificos da
sintese proteica como a ciclohexamida (Meinecke et al., 2001), os inibidores de
proteinas quinases (Anderiesz et al.,2000) e os inibidores especificos da fosforilagéo
de proteinas quinases dependentes de ciclinas (CDKs) (Adona et al., 2008).

Recentemente, o uso de um meio definido (a-MEM suplementado com PVA,
insulina, IGF-1, androstenediona, aminoacidos nao essenciais, transferrina e selénio
de sédio) foi capaz de bloquear a progressdo meibtica em uma taxa de 70% de
o0citos imaturos apds 24 h de cultivo. Para testar a capacidade de reversdo desse
meio, os odcitos foram cultivados por um periodo adicional de 24 h em meio definido
e ndo definido. Apds o cultivo por 24 h em meio definido seguido por 24 h em meio
nao definido, mais de 80% do odcitos chegaram em MIl. Entretanto, ap6s o cultivo
por 48 h em meio definido aproximadamente 80% dos o00citos permaneceram
imaturos. Os o00citos cultivados por 24 h em meio definido apresentavam
caracteristicas de odcitos imaturos como falta de expanséo das células do cumulus
e aglomerados de granulos corticais em 50% dos odcitos, sendo que apos as 24 h
de reversdo em meio ndo definido os odcitos apresentavam caracteristicas de

o6citos maturos como distribuicdo das mitocondrias pelo citoplasma, gréanulos
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corticais alinhados na regido cortical do oécito e expansao das células do cumulus
(Oliveira e Silva et al., 2011).

A inibicdo da degradagéo do AMPc com inibidores da fosfodiesterase do tipo
3 (PDE3), como exemplo o trequinsin, resultam na manutencao de 60,3% e 67,8%
de odcitos em VG ap6s 7 h de cultivo nas doses de 10 e 50 nM. Os od0citos
cultivados com 10 nM de PDE3 por 7 h foram capaz de reverter o bloqueio meiotico
apos 16 h de cultivo em meio MIV em uma taxa de 83% de odcitos em Mil
(Bilodeau-Goeseels (2003).

A ciclohexamida é um inibidor da peptidil transferase que bloqueia a reacao
de traducédo nos ribossomos de eucariotos e conduz a uma queda rapida da fase de
elongacéo polipéptidica durante a sintese de proteinas (Alberts et al., 1993). O uso
desse inibidor ndo especifico da sintese protéica por 17 e 24 h de cultivo fez com
que 80,7 e 86,2% dos odcitos apresentassem alta condensacao da cromatina com
VG intacta, respectivamente. Em ambos os tratamentos a quebra da vesicula
ocorreu entre 4 e 5 h depois da retirada do inibidor e Ml foi alcangada com 7 h de
cultivo. Depois de 24 h de cultivo 73.6% dos odcitos chegaram ao estadio de M,
indicando que a acdo da ciclohexamida € completamente revertida na maturacéo
nuclear (Meinecke et al., 2001).

O 6-Dimetilaminoporina (DMAP) é um inibidor da serina treonina proteina
guinase que previne a quebra espontanea da vesicula germinativa por inibir a
ativacdo da histona H1 quinase, mas néo interfere com a sintese da proteina (Rime
et al., 1989, Fulka et al.,, 1991). O DMAP inibiu a retomada da meiose em 91% e
94% dos odcitos de camundongo ap6s 7 e 18 h de cultivo, respectivamente. Em
humanos, o DMAP inibiu a progressdao meiética em 83% dos odcitos. Esse bloqueio,
entretanto, foi totalmente revertido. O desenvolvimento embrionario humano néo
diferiu entre os o0citos tratados com DMAP e o controle. Entretanto, em
camundongos o desenvolvimento embrionario foi reduzido significativamente nos
odcitos tratados com DMAP (Anderiesz et al., 2000).

A butirolactona | € um produto natural isolado do Aspergillus terreus var.
africana IFO 8835 in 1977 (Kiriyama et al., 1977). Esse inibidor bloqueia a
progressao do ciclo celular e possui atividade antitumoral. Ele inibe seletivamente as
quinases CDK2 e CDK1, ambas que desempenham importantes funcdes na
progresséo celular da fase G1 para S e da fase G2 para a fase M, respectivamente,
em células de mamiferos. A CDK2 é ativada pela ciclina E e permite a progressao
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na fase S. Além disso, CDK2 é também ativada pela ciclina A e permite a
progressao pela fase S. A CDK1 é ativada pela ciclina B e estimula a entrada na
mitose. A butirolactona age de forma competitiva pela ligagdo no mesmo sitio que o
ATP (Kitagawa et al., 1993). Da mesma forma, a roscovitina age inibindo as CDK1,
CDK2 e CDKS5 (De Azevedo et al., 2002) por isso também pode ser usada como um
inibidor da progressao meiotica.

O uso de butirolactona ndo afetou a expressao (RNAmM e niveis de proteinas)
e a localizacdo do MPF (p34°®? e ciclina B1) e ndo afetou a atividade de quinase
durante a maturacao (Quetglas et al., 2010).

Estudo conduzido por Lonergan (2003) demonstrou alguns efeitos negativos
causados pelos inibidores meidticos roscovitina e butirolactona. Os CCOs bovinos
foram incubados por 24 h na presenca de 0 ou 50 uM de butirolactona ou roscovitina
e posteriormente foram submetidos a MIV por 24 h. Em odcitos tratados com
roscovitina foi observado edema mitocondrial e ndo foi observada expansédo das
células do cumulus ap6s a MIV. Em odcitos tratados com butirolactona foi observado
um aumento de mitocondrias pleomdérficas apds a MIV, embora essas mitocondrias
tenham apresentado distribuicdo semelhante aos controles. Ambos inibidores
causaram degeneracgdo dos granulos corticais e convolugdo da membrana do ndcleo
(Lonergan et al., 2003).

Estudos posteriores, entretanto, demonstraram resultados diferentes e
positivos em relacdo ao uso desses inibidores meioticos. Microtubulos e
microfilamentos nao foram afetados pelo bloqueio durante 24 h com 10 ou 100 uM
de butirolactona. A marcagédo dos microtubulos foi observada no citoplasma de todos
0s odcitos independente do estadio de maturacdo e do tratamento, exceto para 0s
o6citos em VG. Para os microfilamentos, uma maior marcacgdo foi observada no
cortex celular e perto do corpusculo polar com 18 a 24 h de maturacdo em todos 0s
grupos. A migracdo dos granulos corticais foi bloqueada e posteriormente revertida
apos tratamento com butirolactona. Em todos os odcitos em VG, independente do
grupo, os aglomerados de grénulos corticais estavam dispersos no citoplasma e
apos 24 h de maturacdo 98% dos odcitos apresentavam migracdo dos granulos
corticais para a periferia do citoplasma (Adona et al., 2008 (b).

A pré-maturacdo de odcitos com 100 uM de butirolactona (BL) ou 6,25 uM de
butirolactona e 12,5 uM de roscovina (BR) por 24 h bloqueou a maturacao meibtica

em uma taxa de 100% para o grupo BL e 89% no grupo BR. Ap0s a pré maturacéo
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esses odcitos foram colocado em meio de maturacéo e a proporcao de Ml foi similar
entre todos os grupos (66-78% com 18h de maturacdo, 77-89% com 21 h de
maturacdo e 85-95% com 24 h de maturacdo). Esses autores também testaram a
competéncia desses o6citos apos o tratamento com BL ou BR em meio TCM-199 ou
Dulbecco's Modified Eagle Médium (DMEM). A taxa de clivagem néo foi afetada por
nenhum dos tratamentos (79-84%). O mesmo foi visto para a taxa de blastocisto no
dia 7 (26-36%) (Adona et al., 2008 (a). Em outro estudo onde diferentes doses de
butirolactona foram testadas a maioria dos odcitos tratados permaneceu em VG nas
diferentes concentracdes (97,4; 84,4 e 65,1% para as concentracdoes de 100, 50 e
25 UM de butirolactona suplementados com BSA, respectivamente). Quando o
bloqueio foi feito em um meio TCM-199 sem BSA por 24 h com concentracfes mais
baixas de butirolactona (10, 15, 20 e 25 puM) a maioria dos oo0citos também
permaneceu bloqueada em VG (> 95%) independente da concentracdo testada.
Apés a pré-maturacdo esses odcitos foram maturados por 24 h e a taxa de Ml para
o controle (sem pré-maturacdo) foi igual aos grupos que passaram pela pré-
maturacdo em 10 uM de butirolactona sem BSA e 100 uM de butirolactona com BSA
(aproximadamente 90%). A taxa de clivagem foi similar entre os grupos (81-87%)
mas a taxa de blastocisto no dia 7 diminuiu no grupo tratado com 100 uM de
butirolactona (33%) comparado ao controle e ao grupo tratado com 10 pM (38,3 e
41,6%). A taxa de ecloséao no dia 8 (11%) e o numero total de células (136—150) foi
similar entre os tratamentos (Adona, 2008 (b). A pré-maturacédo dos oécitos em meio
com 100 uM de butirolactona por 24 h resultou em um bloqueio meiotico de 90,2%
dos odcitos. Apos a pré-maturagdo esses oocitos foram maturados por 18 h (BL18)
ou 24 h (BL24) e a taxa de maturacao foi similar entre todos os grupos (80,3%,
73,6% e 82,7% para o controle, BL18 e BL 24, respectivamente). A incidéncia de
anormalidades meioticas nao diferiu entre os grupos (Ferreira et al., 2009).

Da mesma forma, o uso da roscovitina em concentracdes crescentes de (12,5;
25; 50 e 100 pM) em odcitos cultivados por 24 horas apresentou resultados
satisfatorio a partir da concentracdo de 25 pM de roscovitina (83% de odécitos em
VG) (Mermillod et al., 2000). Esses autores também demonstraram que esse efeito
inibitério pode ser completamente revertido visto que 89% dos odcitos pré-
maturados com 25 pM de roscovitina atingiram o estagio de Mll ap6s MIV por 24
horas. Além disso, as taxas de clivagem e o desenvolvimento para blastocisto ndo

foram diferentes nos od0citos pré-maturados por 24 horas com roscovitina. Da
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mesma forma, Coy et al., 2005 testaram varias concentracbes de roscovitina (0;
12,5; 25 ou 50 pM/l S-roscovitina por 24 horas) e demonstraram que nessas
concentragdes 52; 87,6 e 96,8% dos oocitos permaneceram em VG. Os resultados
desse estudo demonstraram que a roscovitina age de forma dose dependente e que
a concentracao 50 uM é capaz de manter mais de 90% dos 0ocitos bovinos em VG
por 48 horas sem comprometer a sua maturacdo nuclear, fertilizacdo e
desenvolvimento embrionério posterior. A pré-maturacdo por longos periodos (66

horas), entretanto, compromete o desenvolvimento desses odcitos (52% em Mil).

2.4 IGF-I

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) possuem acdes
autocrinas, paracrinas e endocrinas sobre o metabolismo, proliferacdo, crescimento
e diferenciacdo celular (Voss e Rosenfeld, 1992; Baker et al.,1993; Yakar et al.
1999). O sistema IGF inclui os ligantes IGF-1 e IGF-II, os receptores tipo 1 e 2 de IGF
(IGF-IR e IGF-IIR, respectivamente), as proteinas ligadoras de IGF 1 a 6 (do inglés
insulin-like growth factor binding protein - IGFBP) e as proteinas intracelulares
sinalizadoras associadas ao IGF-IR, que incluem os membros da familia do IRS
(insulin-receptor substrate), AKT (Proteina quinase serina/treonina), TOR (target of
rapamicina) e a S6K (S6 quinase) (Jones e Clemmons, 1995; Clemmons et al.,
1998; Tatar et al., 2002; Firth e Baxter, 2002).

O figado é o responsavel pela sintese da maior concentracdo circulante de
IGFs e proteina ligadora de fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBPS),
mas esses fatores também podem ser localmente secretadas em outros 6rgaos por
acdo autocrina ou paracrina (Clemmons et al.,, 1998), como no oviduto
(Pushpakumara et al., 2002) e endométrio (Robinson et al., 2000).

A sintese dos IGFs é regulada pelo eixo GH-IGF. O hipotdlamo secreta
horménio liberador de GH (GHRH) e hormdnio inibidor de GH ou somatostatina. O
GHRH age na hipoéfise anterior estimulando a secre¢édo de horménio de crescimento
(GH) que age primariamente no figado estimulando a producéo e a liberacdo de
IGF-I. O GH ¢é o principal estimulador da producédo de IGF-I, mas nao de IGF-Il. A
secrecdo do GH também é estimulada pela ghrelina, que € secretada pelo estbmago
e hipotalamo (Martinelli Jr et al., 2008; Oliveira et al., 2008)
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As IGFs sao transportadas para as ceélulas-alvo em complexo com as
IGFBPs, diferentemente da insulina, o que prolonga sua meia-vida e modula sua
interacdo com a superficie de membrana dos receptores (Jones e Clemmons, 1995;
Tatar et al., 2002).

A IGFBP3 é a forma circulante mais abundante, responsavel pela maior parte
da capacidade de ligacdo as IGFs, em especial a IGF-I; e esta normalmente
associada a um complexo ternario composto pela IGFBP3, o IGF-I e a ALS (acid-
labilesubunit). As IGFBP1 e IGFBP6 possuem uma capacidade de ligacdo 10 vezes
maior a IGF-Il em relagédo a IGF-I, enquanto as demais IGFBPs (Jones e Clemmons,
1995; Tatar et al., 2002) tém igual afinidade as IGFs. As IGFBPs possuem um papel
muito importante no controle da biodisponibilidade dos IGF-I. Estas proteinas inibem
o efeito do IGF-I possivelmente por sequestrar o IGF-I extracelular, limitando o seu
acesso aos receptores na superficie da célula. Em contraste, as IGFBPs também
potencializam a acédo do IGF-I por prolongar a meia vida deste agindo como
reservatorio para garantir a liberacdo controlada para as células alvos e facilitar o
transporte da circulacdo periférica para os tecidos alvos (Clemmons et al., 1998;
Firth e Baxter, 2002). A clivagem das IGFBPs para liberagdo da IGF-1 depende de
acOes proteoliticas. A reducdo das IGFBs € associada ao aumento da atividade
proteolitica da proteina sérica A associada a gestacdo (PAPP-A). A degradacao das
IGFBPs pela PAPP-A leva ao aumento da biodisponibilidade de IGF livre (Monget et
al., 2003).

A concentracdo de IGF-I total no soro varia com uma série fatores tais como a
fase do ciclo estral e o0 manejo nutricional. Os maiores valores de IGF-I circulante
foram encontrados proximos ao periodo da ovulacao (Armstrong et al., 2001). Em
vacas Simentais e Charolesas a concentracdo média de IGF-I circulante coletado
48-50 h apos injecdo com PGF2a foi de 297 ng/ml (Echternkamp et al., 1990). Em
animais submetidos a dieta contendo alto e baixo valor energético a concentracéo
de IGF-I foi 600 e 350 ng/ml, respectivamente (Armstrong et al., 2001). A restricao
alimentar também pode alterar a concentracdo de IGF-I no soro. Vacas Angus,
Charolés, Hereford e Simental, fora do periodo de gestacdo, submetidas a dieta de
restricdo durante 13 dias (menos que 10% dos requerimentos de energia e proteina)
apresentaram diminuicdo da concentracdo de IGF-l no soro no ultimo dia de
restricdo (120 e 98 ng/ml para o controle e o grupo restricdo, respectivamente) (Kirby
et al., 1993).
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A concentracdo de IGF-I total no fluido folicular varia entre os autores. Kirby et
al., 1993 demonstraram que a concentracdo de IGF-I no fluido folicular do maior
foliculo da onda foi similar para animais que tiveram acesso livre ao alimento (70
ng/ml) quando comparada aos animais com restricdo alimentar (71 ng/ml).
Echternkamp et al. (1990), entretanto, encontraram concentra¢cdes mais altas de 243
ng/ml e 177 ng/ml de IGF-I nos dois maiores foliculos ovarianos e no pool de
foliculos pequenos (< 4 mm), respectivamente. Em novilhas, o IGF-I total de foliculos
pequenos foi de 160 ng/ml, 179 ng/ml nos foliculos médios e 219 ng/ml nos foliculos
grandes (Spicer e Enright, 1991). Baixos niveis de IGF-I, insulina e glicose e alta
atividade de IGFBPs foram associados a formacgéao de cisto folicular, com valores
médios de IGF-I de 146 ng/ml no foliculo pré-ovulatério e 61 ng/ml nos cistos (Braw-
Tal et al., 2009). A concentracdo de IGF-I livre para o foliculo dominante e foliculo
subordinado na hora do desvio (quando foliculo dominante atinge 8,5 mm) foi de
aproximadamente 12 ng/ml, sendo que apos o desvio a concentracdo de IGF-I livre
aumentou para préoximo de 17 ng/ml no foliculo dominante e diminuiu para
aproximadamente 5 ng/ml no foliculo subordinado (Ginther et al., 2002). Ja em
éguas, o IGF-I livre no fluido folicular de foliculos pequenos e médios variou em
torno de 1,6 e 1,9 ng/ml, respectivamente, na fase folicular, enquanto o foliculo
dominante apresentou concentracdo média 25,1 ng/ml (Spicer et al., 2005).

RNAmM para receptores de IGF-I estdo presentes em odcitos (Yoshida et al.,
1998; Nuttinck, et al., 2004), nas suas células do cumulus (Yoshida et al., 1998;
Nuttinck, 2004) desde a retirada do odcito do foliculo antral até a fase de embrides
pré-implantacionais (Yoshida et al., 1998; Wang et al., 2009) sugerindo a
importancia deste fator de crescimento na funcdo oocitaria e embrionaria. O RNAmM
para IGF-1 e IGFBP-4 foram detectados nas células do cumulus e nos CCOs, nao
sendo detectados no odcito, enquanto RNAm para IGF-IR e IGFBP-2 foram
expressos nas células do cumulus, od6citos e nos CCOs antes e apdés a maturagao
(Nuttinck et al., 2004). Yoshida et al. (1998), entretanto detectaram expressao de
RNAm para IGF-I em odcitos logo apos a retirada do foliculo, embora ndo tenham
detectado em nenhuma outra fase da maturacéo, e em embrides de 2, 8, 16 células
e blastocistos (Yoshida et al., 1998). Proteinas para IGF-Il, IGF-IR e IGF-IIR foram
detectadas na membrana plasmatica das células do cumulus de CCOs, nos odcitos
maturos ou imaturos e em embrides de 2 e 8 células, nas mérulas e blastocistos
(Wang et al., 2009).
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2.4.1 Efeitos do IGF-I na maturacao oocitaria e no cultivo embrionario

Experimentos in vitro, demonstraram os efeitos benéficos da adicdo do IGF-I
em meios de MIV e cultivo in vitro (CIV) de embrides. A suplementacdo do meio MIV
com 100 ng/ml de IGF-I acelerou a maturagao nuclear em odcitos bovinos (Lorenzo
et al., 1994; Sakaguchi et al., 2002). E possivel que esta mudanca na cinética da
maturacdo nuclear seja resultado do aumento da atividade da H1 e MAP quinases
(Sakaguchi et al., 2002). Da mesma forma, em bdfalos, o IGF-I estimulou a
maturacdo nuclear dos odcitos de maneira dose dependente, com maximo efeito na
dose de 100 ng/ml quando comparado as doses 0, 1, e 10 ng/ml (Pawshe et al.,
1998). A suplementacdo do meio de MIV com 100 ng/ml de IGF-I diminuiu a
porcentagem de odcitos TUNEL-positivo e diminuiu a porcentagem de o6citos com
alta atividade de caspases quando comparado ao controle sem IGF-1 e ao controle O
hora (avaliado imediatamente apé6s a retirada do foliculo) (Wasielak e Bogacki,
2007). A suplementacédo do meio de MIV com 50 ng/ml de IGF-I aumentou a taxa de
morulas e blastocistos em ovinos, sendo que a adicdo de 100 puM/I de cisteamina
melhorou o desenvolvimento embrionério nesse meio (Shabankareh e Zandi, 2010).
De maneira semelhante, a adigdo de 100 ng/ml de IGF-I durante a MIV de odcitos de
bufalos aumentou a taxa de clivagem e o desenvolvimento para blastocisto (Pawshe
et al., 1998).

A suplementacdo de IGF-1 no meio de CIV estimulou o desenvolvimento
embrionério pré-implantacional. A adicdo de 10% de soro de vaca em estro
contendo 34,8 ng/ml de IGF-I endégeno no meio CIV aumentou a porcentagem de
blastocistos no dia 9 e blastocistos eclodidos no dia 13 depois da inseminagéao. A
adicao de 50 e 100 ng/ml de IGF-I no meio CIV contendo 10% de soro de vaca em
estro também aumentou a taxa de moérula e blastocisto nos dias 7 e 9 apos a
fertilizacdo. O IGF-1 acelerou o desenvolvimento embrionario por diminuir o tempo de
transicao do estadio de morula para blastocisto (Palma et al., 1997).

Da mesma forma, a adicdo de 100 ng/ml de IGF-I no meio de cultivo reduziu
os indices de apoptose e aumentou o numero de células em blastocisto (Byrne et al.,
2002 (b); Makarevich e Markkula, 2002). A suplementacdo do meio CIV com 100 e
1000 ng/ml de IGF-I, entretanto, causou um aumento na taxa de blastocistos apenas
na dose 100 ng/ml. A dose de 1000 ng/ml de IGF-lI exerceu efeito estimulante na

proliferacdo de células na massa celular interna (MCI) e aumentou o index de
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apoptose. O aumento das células da MCI foi associado ao aumento na expressao
protéica para receptores de IGF-I na MCI sugerindo que os efeitos deletérios
causado pela dose 1000 ng/ml n&o estdo relacionados com a regulagédo negativa
dos receptores de IGF-l. A concentracdo de 100 ng/ml de IGF-I aumentou as
proteinas para receptores de IGF-I e aumentou os transcritos para IGFBP3 levando
a um aumento na formacao de blastocistos sem alterar o numero de células ou de
apoptose (Velazquez et. al., 2011).

Em experimentos in vivo a administracdo de 1 pg de IGF-I intraovariano
reduziu a taxa de blastocistos e de blastocistos viaveis em vacas magras quando
comparado a vacas gordas. A expressao de IGFBP3 foi maior em blastocistos
coletados das vacas magras tratadas com IGF-I quando comparado aos grupos
controle ou vacas gordas tratados com IGF-1. O aumento rapido e suprafisioldgico de
IGF-I intraovariano reduziu a competéncia de desenvolvimento de odcitos coletados
de vacas magras quando comparado a vacas gordas. As vacas gordas
superovuladas foram refratarias ao tratamento com IGF-l. A administracdo
intraovariana de IGF-I ndo alterou a concentracdo plasmatica ou do fluido uterino
luminal de IGF-1 em nenhum dos grupos, porém as vacas gordas apresentaram uma
maior concentracdo plasmatica de IGF-lI (Velazquez et al.,, 2011 (b). Da mesma
forma, a administragao intraovariana de 0,6 pg de IGF-lI recombinante humano em
animais pré-puberais e pos-puberais afetou a competéncia oocitaria. Em animais
pré-puberes a administracdo intraovariana reduziu a taxa de blastocisto
independente do IGF-I. No entanto, nos animais pds-puberes a taxa de blastocisto
foi reduzida apenas nos animais tratados com IGF-I quando comparados com o
controle pés-pubere e com vacas adultas. Neste estudo o numero de nucleos
positivos para apoptose foi mais baixo nos blastocistos originados de vacas adultas
do que os originados de animais pré e pos-puberais. Os resultados demonstraram
gue a apoptose € critico para a aquisicdo de competéncia de desenvolvimento dos
odcitos de animais pré-puberais e que o IGF-I ndo apresentou efeitos benéficos na
capacidade de desenvolvimento do oécito (Zaraza et al., 2010).
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2.4.2 Efeitos do IGF-I em od6citos e embrides expostos ao estresse térmico

Além de reduzir a apoptose embrionaria espontédnea, o IGF-I minimiza a
apoptose induzida por varios outros fatores estressantes. O IGF-I inibiu a apoptose
induzida pela radiacdo ultravioleta em embrides de coelho (Herrler et al., 1998), pelo
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (Byrne et al., 2002 (a) e pela actinomicina D em
embrides de camundongo (Fabian et al., 2004). Em bovinos, a adicdo de IGF-I
durante o CIV reduziu a apoptose embrionaria induzida pelo choque térmico (Jousan
e Hansen, 2004). Entretanto, o papel do IGF-I em odécitos em estadio VG expostos
ao choque térmico ainda n&o foi demonstrado. E possivel que o IGF-I exerca um
papel termoprotetor em odcitos expostos a temperatura elevada reduzindo danos
celulares como a morte celular por apoptose e melhorando o desenvolvimento
embrionario.

O efeito termoprotetor do IGF-I em embrides bovinos expostos ao estresse
térmico ja foram demonstrados in vitro. O cultivo de embries bovinos in vitro na
presenca de 100 ng/ml de IGF-I aumentou a taxa de gestagéo e diminuiu a taxa de
perda embrionaria apds a transferéncia de embrides para vacas de leite lactantes
expostas ao estresse térmico in vivo durante o verdo (Block et al., 2003; Block e
Hansen, 2007). No entanto, a suplementacdo com IGF-I ndo afetou estas taxas na
estacdo fria (Block e Hansen, 2007). Além disso, a adicdo de 100 ng/ml de IGF-I
durante o cultivo de embrides bovinos expostos ao choque térmico de 41°C resgatou
0 desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto, aumentou 0 numero
total de células por blastocisto e diminuiu a porcentagem de apoptose embrionaria
causada pelo choque térmico (Jousan e Hansen, 2004). Dados indicam que o IGF-I
afeta a fisiologia dos embribes bovinos por alterar a abundancia relativa de RNAmM
de genes importantes no desenvolvimento, incluindo desmolina I, Na/K-ATPase,
BAX, IGF-IR IGFBP3 e HSP70. A mudanca na expressdo desses genes pode
acontecer sem mudancas detectaveis no nimero de células, na apoptose ou na
relacdo entre a MCI e o trofectoderma (Block et al., 2008).

A exposicao de vacas leiteiras ao estresse térmico in vivo diminuiu 0 consumo
de matéria seca, reduzindo os niveis circulantes de glicose, insulina e IGF-I. Essa
reducdo de IGF-I compromete o crescimento folicular e a qualidade oocitaria (De
Rensis et al., 2003).
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Estudos recentes conduzidos por Bonilla et al. (2001) demonstraram que a
exposicao de embrides bovinos no estadio de 2 células ao choque térmico de 41°C
reduziu a porcentagem de blastocisto no dia 8 e que a suplementacéo do meio CIV
com 100 ng/ml de IGF-I ndo minimizou os efeitos deletérios do choque térmico no
desenvolvimento embrionario. No entanto, quando o IGF-I foi adicionado ao meio de
cultivo de embrides > 16 células coletados no dia 5 apos a fertilizacdo e submetidos
ao choque térmico de 42°C por 15 horas houve efeito benéfico do IGF-I resgatando
o desenvolvimento embrionario nestes embrides. A expressdo de genes envolvidos
na sinalizacdo do IGF-I (IGF-IR, RAF, MAPK, PI3K e HK2) foi mais elevada em
embrides de 2-células do que embrides de 5 dias, indicando que a falha no efeito
termoprotetor do IGF-I em embrides de 2-células ndo esta envolvida com a falta de
expressao de genes da cascata de sinalizacdo do IGF-I. Além disso, o cultivo de
embrides com IGF-I por 7 dias teve pouco efeito no transcriptoma de blastocistos
com um total de 102 genes diferentemente regulados nos blastocistos grau 1. Entre
0s genes diferentemente expressos, muitos eram envolvidos com a apoptose,
protecdo contra os radicais livres e com o desenvolvimento (Bonilla et al., 2011).

A adicdo de IGF-I no meio de maturacdo de 00citos expostos ao estresse
térmico também j4 foi avaliada e possui resultados contraditorios. A adicdo de 100
ng/ml de IGF-I em o0citos submetidos ao choque térmico diminuiu a taxa de
formacéo de blastocisto nos grupos expostos a altas temperaturas na presenca ou
auséncia de IGF-I (Zhandi et al., 2009). O numero total de blastdbmeros por embrido
foi menor e a porcentagem de blastomeros positivos para TUNEL foi maior nos
grupos tratados com IGF-I submetidos ou ndo ao choque térmico (Zhandi et al.,
2009). Zhandi et al., 2009 também demonstraram que a suplementacdo do meio MIV
com 100 ng/ml de IGF-I sob efeito do choque térmico aumentou a porcentagem de
odcitos TUNEL-positivo, embora Ispada et al., 2010 tenha encontrado resultados
contrarios. Ispada et al., 2010 demonstraram que embora o choque térmico tenha
aumentado a porcentagem de odcitos TUNEL- positivo, o IGF-I foi capaz de reverter
esses efeitos. O choque térmico durante a MIV também reduziu a atividade
mitocondrial de odcitos bovinos. Considerando que varios estresses celulares ativam
a via mitocondrial da apoptose, é possivel sugerir que houve ativacdo da apoptose
pela via mitocondrial. Entretanto, a suplementacdo do meio MIV com IGF-I resgatou
a atividade mitocondrial dos o6citos submetidos ao choque térmico (Ispada et al.,
2011).
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2.5 APOPTOSE

Originariamente o termo morte celular programada foi utilizado para descrever
eventos de morte celular que ocorre de uma forma espontanea, orquestrada e de
maneira previsivel ao longo do desenvolvimento dos animais (Lockshin e Williams,
1964). Apenas em 1972 que Kerr, Wyllie e Currie estabeleceram as semelhancas
entre varios modelos de morte celular e descreveram um conjunto de caracteristica
morfologicas observadas em varios tipos de células durante episddios fisioldgicos de
morte celular em mamiferos. Esta morte celular programada foi chamada de
apoptose (Kerr et al., 1972) e € um processo de auto-destruicdo celular que esta
envolvido em grande variedade de eventos bioldgicos (Kerr et al., 1972).

A morte celular € um importante processo que contribui para o
desenvolvimento normal. A apoptose tem sido proposta como 0 mais importante
evento regulatério observado durante o0 desenvolvimento embrionario,
estabelecimento da tolerancia auto-imune e regulacdo da viabilidade da célula por
horménios e fatores de crescimento (Zakeri e Lockshin, 2002). Alteracbes na
programacao da morte celular pode contribuir para o cancer, patologias virais,
injurias agudas neuroldgicas, doencas neurodigestivas, doencas cardiovasculares,
doencas autoimunes e sindromes de imunodeficiéncia adquirida (Zimmermann et al.,
2001).

Morfologicamente, a apoptose envolve uma série de fases consecutivas que
afetam o nucleo e o citoplasma da célula (Wyllie et al., 1980). Inicialmente, a célula
encolhe e torna-se mais densa (Kerr, 1971). A cromatina agrega e condensa e
apresenta uma aparéncia curva comumente descrita como meia lua ou ferradura
(Majno e Joris, 1995). O envelope nuclear permanece morfologicamente intacto,
mas 0s poros nucleares sao redistribuidos e acumulam entre a cromatina
condensada (Earnshaw, 1995). O citoplasma comeca a condensar (Kondo et
al.,1997). Organelas como mitocondrias, reticulo endoplasmético e lisossomos
podem ser mantidos com forma intacta durante as fases iniciais da apoptose (Kerr et
al.,1972). Entretanto, dilatacdo do reticulo endoplasmatico (Pollard et al., 1987;
Ludewig et al., 1995), desprendimento dos ribossomos do reticulo endoplasmatico
rugoso juntamente com a agregagcao dos ribossomos (Ferguson and Anderson,
1981), e condensacao das mitocondrias (Kluck et al., 1999) podem ser vistos como

efeitos tardios da apoptose.
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Do ponto de vista bioquimico a apoptose caracteriza-se por alteracfes na
permeabilidade da membrana mitocondrial externa que torna-se permeavel a
proteinas (Patterson et al., 2000), redu¢do no potencial de membrana mitocondrial
(PMM) regulado por proteinas da familia Bcl-2 (Hirsch et al., 1997; Deshmukh et al.,
2000; Goldstein et al., 2000), desorganizacdo da camada bilipidica com translocacao
da fosfatidilserina da camada interna para camada externa da membrana plasmatica
(Martin et al., 1995). No nucleo, a mudanca bioquimica mais bem definida é a
ativacdo da cascata das enzimas caspases que desencadeia a ativacdo da DNase
(do inglés caspase activated DNase) (Desoxirribonuclease). A ativacdo da DNase
leva a clivagem do DNA entre nucleossomos, gerando fragmentos de DNA entre
180-200 pb (Wyllie et al., 1997; Saraste e Pulkki, 2000).

Estudos em nematdides Caenorhabditis elegans descreveram a regulacao
molecular do processo de apoptose. Esses estudos identificaram genes importantes
envolvidos na apoptose (ced-3, ced-4 and ced-9) (Horvitz et al., 1982; Ellis e
Horvitz, 1986) e levaram a descoberta de seus homoélogos em mamiferos (Yuan et
al., 1993; Hengartner e Hortvitz, 1994). Em mamiferos, o gene supressor da
apoptose, Bcl2, sempre esta associado ao gene proteina humana fator de ativagéo
de proteases associada a apoptose (APAF-1), o que impede a ativagdo da caspase
9. Quando a apoptse € iniciada, a proteina humana Bax se associa a Bcl2, liberando
a APAF-1 e ativando a caspase 9 que leva a apoptose (Hengartner, 2000).

As caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) pertencem a
familia das cisteinas proteases (possuem uma cisteina no sitio ativo) que clivam
especificamente seus substratos em residuos de acido aspartico (Nicholson e
Thornberry, 1997). As caspases sinalizam para a apoptose e clivam os substratos
levando a condensacédo e fragmentacdo nuclear, externalizacdo de fosfolipidios de
membrana que irdo sinalizar para estas células serem fagocitadas por macréfagos
(Nicholson e Thornberry, 1997; Boatright e Salvesen, 2003). Ja foram identificadas
14 caspases que séo classificadas de acordo com a homologia na sequéncia de
aminoéacidos, em 3 subfamilias como mostrada na Tabela 1 (Fan et al., 2005). As
caspases sao sintetizadas como precursores inativos denominados zimogénios
(Hengartner, 2000). Ap6s um sinal de morte celular, as caspases séo ativadas por
clivagem proteolitica. Essas enzimas podem interagir com receptores de membrana
ou moléculas adaptadoras que contenham dominios de morte (Boatright e Salvesen,
2003).
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Tabela 1: Membros da subfamilia da familia das caspases

Subfamilia Papel Membros

I Ativadoras da apoptose Caspase -2
Caspase— 8
Caspase— 9
Caspase— 10

] Executores da apoptose Caspase— 3
Caspase— 6
Caspase— 7

[ Mediadores inflamatérios Caspase— 1
Caspase— 4
Caspase—- 5
Caspase— 11
Caspase— 12
Caspase— 13

Caspase— 14

A cascata de apoptose dependente de caspase pode ser iniciada por duas
principais vias. A via extrinseca ou de receptor de morte € desencadeada pela
ligacdo de ligantes especificos a um grupo de receptores de membrana da
superfamilia dos receptores de fatores de necrose tumoral (rTNF). Esta ligacdo é
capaz de ativar a cascata das caspases (Budihardjo et al., 1999).

A via intrinseca ou mitocondrial é ativada por estresse intracelular ou
extracelular como choque térmico, estresse oxidativo, inibicdo da proteina quinase.
A resposta a esses estimulos direcionam-se principalmente para a mitocondria
(Hengartner, 2000).

A familia Bcl-2 é uma familia de proteinas indutoras e repressoras de morte
por apoptose que participam ativamente da regulacdo da apoptose (Borner, 2003).
Os membros da familia Bcl-2 € formado por proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcel-xL,
Bcl-w, Bfl-1,Brag-1, Mcl-1 e Al) e pré-apoptéticas (Bax, Bak, Bcl-xs, Bad, Bid, Bik,
Hrk e Bok) (Adams e Cory, 2001; Kuwana et al., 2005).
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As proteinas Bax e Bcl-2 sdo capazes de formar homodimeros (Bax-Bax e
Bcl-2-Bcl-2) e heterodimeros (Bax-Bcl-2). O equilibrio entre esses homodimeros e
heterodimeros pode definir o balanco pré-apoptético ou antiapoptético na célula
(Petros et al., 2004). Em células viaveis, 0 monémero Bax esté localizado no citosol
ou frouxamente ligado as membranas. Depois do sinal de morte, Bax transloca para
a mitocondria e se insere na membrana como uma proteina integral e forma um
homodimero (Gross et al., 1998). Quase imediatamente apds a translocacéo para a
membrana mitocondrial, as Bax se concentram em focos submitocondriais
(Nechushtan et al., 2001). As Baks também védo para esses focos. Bax e Bak
induzem a morte celular através de permeabilizacdo da membrana mitocondrial
externa, que leva a libertacdo de moléculas pro-apoptotica pequena como citocromo
c, fator indutor de apoptose (AIF) e smac/diablo (second mithocondria-derived
activator of caspases/Direct IAP-Binding Protein with Low pl) (Du et al., 2000;
Patterson et al., 2000). O colapso do potencial da membrana mitocondrial é
considerado o ponto de ndo retorno na cascata de morte (Zamzami, 1995).

No citosol, o citocromo ¢ forma um complexo com a APAF-1 e a caspase-9 (Li
et al., 1997), o chamado apoptossomo. A apoptossomo promove a clivagem da pro-
caspase-9, liberando a caspase-9, ativa (Budihardjo et al., 1999). Uma vez ativada, a
caspase-9 ativa a caspase-3 que é uma caspase efetora (Gottlieb, 2000; Rupnarai et
al., 2004; Petros et al., 2004).
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Figura 1: Modelo da via intrinsica de ativagdo da apoptose
Fonte: Grivicich et al., 2007
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As proteinas inibidoras da apoptose (IAP) sdo moléculas que exercem seu
papel antiapoptotico através da capacidade de inibir a atividade das caspases
efetoras -3 e -7 e da caspase iniciadora -9. Apds dano mitocondrial, a Smac/Diablo é
liberada do espaco intermembrana para o citoplasma, juntamente com o citocromo
c. O citocromo c liga-se a APAF-1 e ativa diretamente a caspase-9, enquanto o
Smac/Diablo remove as IAP de sua ligagéo inibitéria com as caspases (Chai et al.,
2000; Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000).

Mais recentemente, foi descrita a participacdo na via mitocondrial de uma
flavoproteina conhecida por AIF (Susin et al., 1996). A AIF & uma flavoproteina
intermembrana mitocondrial que pode ser liberada da mitocondria e transportada
para o nacleo em resposta a sinais especificos de morte (Daugas et al., 2000). No
nacleo ela induz a condensacdo da cromatina e fragmentacdo do DNA em
fragmentos de 50Kb, independente da ativacdo das caspases (Broker et al., 2005;
Susin et al., 1999). Uma das primeiras demonstracdes claras de que a morte celular
programada pode ser induzida de forma independente das caspases foi feita por
Xiang, et al., 1996 que demonstrou que a inibicdo da atividade de caspases em
células humanas leucémicas da linhagem Jurkat n&o inibiu a indu¢cdo da morte
celular pela Bax mas apenas mudou a morfologia da apoptose na célula que estava
morrendo (Xiang et al., 1996).
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3 HIPOTESES E OBJETIVOS

Nesse trabalho foram estabelecidas as seguintes hipéteses e objetivos.

3.1 HIPOTESES

As hipoteses testadas nesse estudo foram:

1. A exposicdo de odcitos bovinos na fase de VG ao choque térmico desencadeia a
morte celular por apoptose (aumento da fragmentacdo de DNA, aumento da
atividade das enzimas caspases do grupo Il e diminuicdo da atividade mitocondrial) e
reduz a competéncia de desenvolvimento oocitaria.

2. O IGF-I minimiza os danos induzidos pelo choque térmico em od6citos bovinos na

fase de VG.

3.2 OBJETIVOS

1. Estabelecer a condicdo de cultivo de odcitos bovinos capaz de bloquear de

maneira reversivel a progressao meiotica no estadio de VG.

2. Avaliar os efeitos do choque térmico e de diversas concentracées de IGF-1 em
oocitos VG na:
e Porcentagem de fragmentacao de DNA
¢ Atividade de enzimas caspases do grupo |l
e Desenvolvimento embrionario pré-implantacional apds fecundacao e
cultivo in vitro

e Atividade mitocondrial
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DE OVARIOS E OOCITOS

O projeto foi desenvolvido no laboratério de Fecundacéo in vitro, Clonagem e
Transgenia Animal da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo (FMVZ- USP). Os ovérios foram transportados do
abatedouro Angelelli localizado na cidade de Piracicaba em solucdo fisioldgica
estéril [0,9% (v/v) de NaCl contendo 100 unidades/ml de penicilina-G e 100 pg/ml de
estreptomicina] a 37°C.

No laboratério, os ovarios foram lavados em solucéo fisioldgica estéril a 37°C
para remocao de sangue e tecidos. Os CCOs foram coletados dos foliculos de 2-8
mm de diametro pela técnica de fatiamento folicular (Paula-Lopes e Hansen, 2002).
A coleta foi realizada em béqueres contendo meio de coleta de odcitos [MCO:
Tissue Culture Medium-199 (TCM-199) suplementado com 2,2 mg/ml de
bicarbonato de sdédio, 100 unidades/mL de penicilina-G, 100 pg/mL de
estreptomicina, 1% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) e 2 U/ml de heparina]. O
conteudo do béquer foi transferido para tubos Falcon de 50 ml e incubado por 10
minutos em banho maria a 37°C para decantar. Com uma pipeta Pasteur o
sedimento foi retirado do tubo e filtrado em filtro de nylon de 100 ym. O filtro foi
lavado varias vezes com MCO para retirada dos CCOs que ficaram retidos no
mesmo. O material foi transferido para uma placa de Petri, e foi feita a busca dos
oocitos sob estereomicroscopio para avaliagdo e classificacdo dos mesmos.
Somente odcitos classificados como graus | e 1l (De Loos et al., 1991), contendo trés
ou mais camadas de células do cumulus e citoplasma uniforme, foram utilizados

para os experimentos.

4.2 BLOQUEIO DA MEIOSE COM ROSCOVITINA

O inibidor meidtico roscovitina (Sigma, R7772- 5MG) foi preparado em
solucéo estoque de 10 mM em dimetilsulfoxido (DMSO- Sigma, D5879- 5mg/ml). No
momento do uso o estoque foi diluido para as concentracdes experimentais finais.

Os CCOs selecionados foram lavados 3 vezes em Meio Pré-MIV [Meio Pré-MIV:
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TCM-199-HEPES contendo 10% (v/v) de SFB, 50 ug/mL de gentamicina e 0.2 mM
de piruvato de sédio]. Grupos de 10 CCOs foram transferidos para gotas de 50 pl de
Meio de Bloqueio [MB: TCM-199-Bicarbonato contendo roscovitina, 50 pg/mL de
gentamicina, 0.2 mM de piruvato de sédio, 1 mg/mL de &lcool polivinilico (PVA)]

cobertas com 6leo mineral por 14 horas a 38.5°C em 5% de CO..

4.3 BLOQUEIO DA MEIOSE COM BUTIROLACTONA

A solucéo estoque de 5 mM do inibidor meidtico butirolactona I (Biomol, BML-
CC210) foi preparada em TCM-199-Bicarbonato contendo 15% (v/v) de DMSO. No
momento do uso o estoque foi diluido para as concentracdes experimentais finais.
Os CCOs selecionados foram lavados 3 vezes em Meio Pré-MIV. Grupos de 10
CCOs foram transferidos para gotas de 50 pyl de Meio de Inibicdo Meidtica [MIM:
TCM-199-Bicarbonato contendo butirolactona, 100 uM de cisteamina, 50 pg/mL de
gentamicina, 0,2 mM de piruvato de sédio] cobertas com 6leo mineral por 14 horas.

4.4 DILUICAO DO IGF-I

A solucdo estoque de 250 pg/ml do fator de crescimento semelhante a
insulina-1 recombinante humano (IGF-1, Up State 01-208) foi preparado em 0,1 M de
acido acetico. No momento do uso o estoque foi diluido para as concentracdes

finais.

4.5 COLORACAO PARA IDENTIFICACAO DE OOCITOS EM VG-
LACMOIDE

ApOs 14 horas de incubacdo com o inibidor meiético os CCOs foram
desnudados por pipetagens repetidas para remocgdo completa das células do
cumulus. Grupos de aproximadamente 10 odcitos desnudos foram transferidos para
o centro de laminas e montados em parafina-vaselina com laminula. As laterais da
laminula foram seladas e as laminas incubadas em solucéo de acetoalcool (25% de

acido acético glacial e 75% de etanol) por 48 horas a 4°C. Em seguida as laminas
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foram incubadas com corante lacmoide 0,004% (40% acido acético, 60% agua e
0,004% de lacmadide) por 10 minutos a temperatura ambiente seguido pela remocao
do excesso de corante com solucdo de acetoalcool (25% de acido acético glacial e
75% de etanol). As laminas foram mantidas a 4°C até a leitura em microscopio de
contraste de fase no aumento de 400X para determinacdo da proporcédo de odcitos

no estadio de VG.

4.6 COLORACAO PARA IDENTIFICACAO DO ESTADIO MEIOTICO-
HOECHST 33342

Os CCOs foram desnudados por pipetagens repetidas para remo¢ao completa
das células do cumulus. Os odcitos desnudos foram incubados em gotas de 50 pl
contendo 5 pug/ml de Hoechst 33342 em 10 mM de PBS (tampéao fosfato-salino) por
15 minutos a temperatura ambiente e no escuro. Os od6citos foram lavados 3 vezes
em gotas de 50 pl de PBS contendo 1 mg/ml de PVP (polivinilpirrolidona) (PBS-PVP)
e foram preparadas as laminas para posterior leitura em microscopio de
epifluorescéncia Olympus 1X81 equipado com filtros FITC (Isoticianato de
Fluresceina), TEXAS RED e DAPI.

4.7 ENSAIO DE TUNEL

O ensaio de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick
end labeling) foi utilizado para identificacao de fragmentos de DNA caracteristicos do
processo de apoptose. Neste ensaio o grupo 3’-OH do DNA fragmentado € marcado
com FITC pela enzima deoxinucleotideo transferase (Tdt), a qual catalisa a
polimerizagao de nucleotideos modificados no terminal 3’-OH.

Para realizacdo deste ensaio os odcitos desnudos foram fixados em gotas de
100 pl de solucéo de fixacao [4% (p/v) paraformaldeido em 0.2 M de PBS, pH 7.4]
por 1 hora a temperatura ambiente. Os odécitos foram lavados 3 vezes em gotas de
50 ul de PBS-PVP. Ap6s a fixacdo os odcitos foram armazenados a 4°C em
eppendorf com 400 ul de PBS-PVP até o inicio do procedimento de TUNEL.



65
Material e Método

Para o ensaio de TUNEL os o6citos foram incubados em gotas de 100 ul de
solucéo de permeabilizacdo [0.1% (v/v) de Triton X-100 em PBS 10 mM] por 1 hora
(para odcitos) ou 2 horas (para embrides) a temperatura ambiente e lavados 3 vezes
em gotas de 50 yl de PBS-PVP. Os controles positivo e negativo foram incubados
em gotas de 100 ul contendo 50 U/ml DNase livre de RNase a 37°C por 1 hora e
lavados 3 vezes em gotas de 50 pl de PBS-PVP. A reacédo de TUNEL foi preparada
aproximadamente 15 minutos antes do uso e mantida a 4°C como indicado pelo
fabricante (In Situ Cell Detection Kit, Fluorescein: Boehringer Mannheim/Roche
Diagnostics; 1684795). Para tanto fez-se uso de 12,5 ul do frasco 1 (enzima Tdt) e
112,5 pl do frasco 2 (solugdo marcadora de 2-deoxiuridina-5-trifosfato marcado com
FITC (dUTP-FITC) para obter 125 ul de mistura para reacdo de TUNEL. Os grupos
experimentais e o controle positivo foram incubados com 15 ul dessa solucao por 1
hora a 37°C em camara Umida no escuro. O controle negativo foi incubado em 15 ul
da solucdo marcadora do frasco 2. Os odcitos foram lavados 3 vezes em gotas de
50 pl PBS-PVP e incubados em gotas de 50 pl contendo 5 pug/ml de Hoechst 33342
em 10 mM PBS por 15 minutos a temperatura ambiente e no escuro. Os 00citos
foram lavados 3 vezes em gotas de 50 uyl PBS-PVP e foram preparadas as laminas
para posterior leitura em microscopio de epifluorescéncia. As laminas foram
avaliadas em microscopio de epifluorescéncia (Olympus IX81) no aumento de 400
vezes equipado com filtros FITC, TEXAS RED e DAPI.

4.8 ENSAIO DE ATIVIDADE DE ENZIMAS CASPASES DO GRUPO I

O reagente PhiPhiLux-G1D, (Oncoimmunin) é um substrato especifico para as
enzimas caspases do grupo Il (caspase -3, -7 e —2) pois contém a sequéncia de
aminoacidos DEVDGI reconhecida por este grupo de enzimas. Este reagente esta
ligado a uma sonda fluorescente de maneira que a ativacédo das enzimas caspases,
em células em processo de apoptose, causa a catalise do substrato marcado e
emissao do sinal de fluorescéncia em areas do citoplasma celular.

Imediatamente apos o final das 14 horas de incubacéo com o inibidor meidtico
0s CCOs foram desnudados por pipetagens repetidas para remocado completa das
células do cumulus em meio TCM-199-HEPES suplementado com 1 mg/ml de PVA

aquecido. Os odcitos frescos foram lavados 3 vezes em gotas de 50 pl de TCM-199-
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HEPES-PVA e incubadas em gotas de 15 pyl de TCM-199-HEPES-PVA contendo 5
MM de PhiPhiLux-GiD, por 40 minutos a 39°C protegido da luz. Os odcitos para
controle negativo foram incubadas em gotas de 15 pl de TCM-199-HEPES-PVA. As
amostras foram lavadas 3 vezes em gotas de 50 pl em TCM-199-HEPES-PVA. Em
seguida foram preparadas as laminas para leitura da atividade de caspases em
microscopio de fluorescéncia (Olympus IX81) no aumento de 400 vezes equipado
com filtros FITC, TEXAS RED e DAPI. Fotografias digitais de cada odcito foram
obtidas e armazenadas como arquivos .tiff. As imagens foram submetidas a andlise
utilizando o programa livre Image J versao 1.43 e foram classificadas como alta e
baixa atividade de caspases do grupo Il. Para tanto a area de cada odcito foi
circundada manualmente com ferramenta circular para delimitar a “regido in

interesse” (ROI).

4.9 ENSAIO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL

O reagente MitoTracker Red CMX-Ros (Invitrogen M7512) atravessa a
membrana celular e, no citosol, € transportado pela membrana mitocondrial até a
matriz mitocondrial, onde é oxidado pela atividade mitocondrial, adquirindo
fluorescéncia vermelha. Este produto permite a identificagcdo e quantificacdo de
mitocondrias ativas.

Imediatamente apos o final das 14 horas de incubacgé&o com o inibidor meidtico
0s CCOs foram desnudados por pipetagens repetidas para remoc¢édo completa das
células do cumulus em meio TCM-199-HEPES-PVA aquecido. Os odcitos frescos
foram incubados em 200 pl do meio TCM-199-HEPES-PVA contendo 50 nM do
MitoTracker Red CMX-Ros durante 15 min a 37°C. Em seguida os odcitos foram
lavados 3 vezes em gotas de 50 pl de TCM-199-HEPES-PVA e foram preparadas as
laminas para leitura da quantificacdo da atividade mitocondrial em microscopio de
fluorescéncia. As laminas foram avaliadas em microscépio de epifluorescéncia
(Olympus 1X81) no aumento de 400X equipado com filtros FITC, TEXAS RED e
DAPI. Fotografias digitais de cada odcito foram obtidas e armazenadas como
arquivos .tiff. As imagens foram submetidas a analise utilizando o programa livre
Image J versdo 1.43. Para tanto a area de cada odcito foi circundada manualmente

com ferramenta circular para delimitar a ROI. Em seguida foi realizada a
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guantificacdo da intensidade de pixel (média, minima e maxima) por unidade de area

desta regido.

4.10 MATURACAO IN VITRO (MIV)

Apos o periodo de inibicdo meiodtica os CCOs foram lavados 3 vezes em Meio
Pré-MIV. Grupos de 10 CCOs foram transferidos para gotas de 50 pl de Meio de
Maturacao [Meio MIV: TCM-199-Bicarbonato contendo 10% (v/v) de SFB, 50 pg/mL
de gentamicina, 0.2 mM de piruvato de sodio, 10 ug/mL de horménio foliculo
estimulante (FSH), 10 yg/mL de horménio luteinizante (LH) e 1 ug/ml de estradiol 17-

B] cobertas com 6leo mineral por 22 a 24 horas a 38.5°C em 5% de CO..

4.11 FECUNDACAO IN VITRO (FIV)

Os meios de fecundagdo TALP (Tyrode’s albumin-lactate-pyruvate) foram
utilizados para purificacdo do sémen e FIV. Apés a MIV, grupos de 10 odcitos foram
lavados em uma placa com Meio Pré-FIV [TCM-199-HEPES contendo 3 mg/mL de
albumina sérica bovina (BSA), 50 ug/mL de gentamicina, 0.2 mM de piruvato de
sodio) e transferidos para gotas de 90 ul de Meio FIV [FERT-TL contendo 6 mg/mL
de BSA livre de acidos graxos, 50 ug/mL de gentamicina, 0.2 mM de piruvato de
sédio e 0.01 mg/mL de heparina). O sémen foi purificado em gradiente de Percoll
90:45% por centrifugacdo. Os odbcitos foram fecundados com 1 X 10°
espermatozoéides/mL.

4.12 CULTIVO IN VITRO (CIV)

Cerca de oito horas apés a fecundacdo, os presumiveis zigotos foram
desnudados por pipetagens repetida e lavados 3 vezes em gotas de 50 uyl de meio
de cultivo para embrides KSOM modificado (Potassium simplex optimized médium)
[suplementado com 10% (v/v) de SFB, 1% (v/v) de aminoacidos ndo essenciais e
0,25 pl/ml de gentamicina]. Grupos de 20 presumiveis zigotos foram transferidos
para gotas de 50 ul de meio de cultivo KSOM modificado a 38.5°C em 5% de CO..
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4.13 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.13.1 Experimento 1: Modelo de inibicdo meiotica- roscovitina

Este experimento visou estabelecer a concentracédo de roscovitina capaz de
inibir a progressao meiotica oocitaria por 14h. Para tanto foram avaliadas 5
concentracbes de roscovitina (50, 75, 100, 150 ou 200 uM). Em cada réplica, os
CCOs foram aleatoriamente distribuidos nos grupos Controle 0 hora (CCOs
processados para coloracdo com Hoechst 33342 imediatamente apds a coleta) ou
bloqueio meidtico. Para o blogueio meiotico grupos de 10 CCOs foram cultivados in
vitro em gotas de 50 pl de MB contendo 0, 50, 75, 100, 150 ou 200 pM de
roscovitina. Apos as 14 horas os CCOs foram desnudados por pipetagens repetidas
em PBS-PVP e submetidos a coloracdo com Hoechst 33342 para determinacao da
porcentagem de odcitos VG (N= 5 réplicas utilizando 90-94 CCOs/tratamento, total=
556 CCOs).

4.13.2 Experimento 2: Modelo de inibicdo meiotica- butirolactona

Este experimento visou estabelecer a concentragcdo de butirolactona e a
condicdo de cultivo capaz de inibir de forma eficiente e reversivel a progresséo
meidtica oocitaria por 14 horas. Para tanto foi delineado experimento fatorial 5 x 2 no
gual foram avaliadas 5 concentra¢des de butirolactona (0, 12,5, 25, 50 ou 100 pM) e
2 condi¢cBes de cultivo (0 ou 3 mg/ml de BSA). Em cada réplica, os CCOs foram
aleatoriamente distribuidos nos grupos Controle 0 hora (CCOs processados para
coloracdo com lacmaoide imediatamente apds a coleta) ou bloqueio meidtico. Para o
bloqueio meidtico grupos de 10 CCOs foram cultivados in vitro em gotas de 50 pl de
MIM suplementado com 0 ou 3 mg/ml de BSA contendo 0; 12,5; 25; 50 ou 100 uM
de butirolactona por 14 horas. Apos as 14 horas os CCOs foram distribuidos em dois
grupos sendo uma parte dos odcitos desnudados e processados para coloracdo com
lacmoide visando a determinacao da porcentagem de odécitos em VG (N= 5 réplicas
utilizando 18-55 CCOs/tratamento, total= 435 CCOs) e uma parte submetida a MIV
por 24 horas visando a avaliacdo da reversibilidade do bloqueio (N= 5 réplicas
utilizando 48-59 CCOs/tratamento, total 484 CCOs). Apdés a MIV os CCOs foram
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desnudados e submetidos a coloracdo com Hoechst 33342 para determinacdo da

porcentagem de odécitos em MII.

4.13.3 Experimento 3: Efeito do IGF-I na fragmentacéo de DNA induzida pelo choque

térmico em odcitos bovinos no estadio de VG

O presente estudo visou determinar o efeito de diferentes concentracdes de
IGF-1 na inducdo de apoptose induzida pelo choque térmico em odcitos bovinos no
estadio de VG. Para tanto foi delineado experimento fatorial 5 x 2 no qual foram
avaliadas 5 concentracbes de IGF-I (0, 12,5, 25, 50 e 100 ng/ml de IGF-l) e 2
temperaturas (38,5 e 41°C). O modelo de bloqueio meiético de escolha para todos
0s experimentos posteriores, baseado nos resultados dos experimentos 1 e 2, foi
MIM contendo 12,5 pM de butirolactona na auséncia de BSA. Os CCOs foram
submetidos aos tratamentos Controle (14 horas a 38,5°C e 5% CO;) e Choque
Térmico (14 horas a 41°C e 7% CO;) em MIM contendo 0; 12,5; 25; 50 e 100 ng/ml
de IGF-I. Em seguida os CCOs foram transferidos para meio MIV padrao a 38,5°C
por 10 horas. Apds este periodo os CCOs foram desnudados mecanicamente por
pipetagens repetidas e processados para o ensaio de TUNEL como previamente
descrito. Em cada réplica foram realizados controles adicionais: Controle MIV em
gue os odcitos foram maturados in vitro por 24 horas sem passar pelo bloqueio
meiotico e o Controle VG em que foi avaliada a eficiéncia do blogqueio meidtico pela
determinacdo da porcentagem de odcitos em VG apds 14 horas de inibicdo. Para
tanto, 10 odcitos de 4 tratamentos aleatorios foram desnudados apos 14 horas de
bloqueio meidtico e corados com Hoechst 33342. Foram realizadas 6 réplicas
utilizando 81-111 CCOs/tratamento (total= 974 CCOs). Porcentagem média de
oocitos VG= 93,7%.

4.13.4 Experimento 4: Efeito do IGF-I na atividade de enzimas caspases do grupo Il

em od0citos bovinos no estadio de VG expostos ao choque térmico

Este experimento visou determinar o efeito de diferentes concentracées de
IGF-1 na atividade de caspases do grupo Il em odcitos bovinos no estadio de VG
submetidos ao choque térmico. Para tanto foi delineado experimento fatorial 3 x 2 no
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qual foram avaliadas 3 concentracfes de IGF-1 (0; 12,5 e 100 ng/ml de IGF-I) e 2
temperaturas (38,5 e 41°C). Os CCOs foram submetidos aos tratamentos Controle
(14 horas a 38,5°C e 5% CO,) e Choque Térmico (14 horas a 41°C e 7% CO;) em
MIM (12,5 uM de butirolactona) acrescido de 0; 12,5 e 100 ng/ml de IGF-l. Em
seguida os CCOs foram desnudados e processados para avaliagado da atividade de
enzimas caspases como previamente descrito. Em cada réplica foi também avaliada
a eficiéncia do bloqueio meidtico pela determinacdo da porcentagem de o0citos em
VG ap6s 14 horas de inibicdo. Para tanto, 10 odcitos de 3 tratamentos aleatdrios
foram desnudados apds 14 horas de bloqueio meidtico e corados com Hoechst
33342. Foram realizadas 5 réplicas utilizando 63-96 CCOs/tratamento (total= 484
CCOs). Porcentagem média de odcitos VG= 87,9%.

4.13.5 Experimento 5: Efeito do IGF-I na competéncia de odcitos bovinos no estadio

de VG expostos ao choque térmico.

Este experimento visou determinar o efeito de diferentes concentracdes de
IGF-1 na competéncia de odcitos bovinos no estadio de VG submetidos ao choque
térmico. Para tanto foi delineado experimento fatorial 3 x 2 no qual foram avaliadas 3
concentracbes de IGF-1 (0; 12,5 e 100 ng/ml de IGF-I) e 2 temperaturas (38,5 e
41°C). Os CCOs foram submetidos aos tratamentos Controle (14 horas a 38,5°C e
5% CO;) e Choque Térmico (14 horas a 41°C e 7% CO3) em MIM (12,5 puM de
butirolactona) acrescido de 0; 12,5 e 100 ng/ml de IGF-l. Em seguida os CCOs
foram submetidos a MIV, FIV e CIV a 38,5°C e 5% CO,. Em cada réplica foram
realizados controles adicionais: Controle MIV em que os oécitos foram maturados in
vitro por 24 horas sem passar pelo bloqueio meidtico e o Controle VG em foi
avaliado a eficiéncia do bloqueio meidtico pela determinacdo da porcentagem de
odcitos em VG apo6s 14 horas de inibicdo. Para tanto, 10 odcitos de 3 tratamentos
aleatérios foram desnudados apés 14 horas de bloqueio meidtico e corados com
Hoechst 33342. A porcentagem de clivagem foi determinada no dia 3 e a
porcentagem de blastocisto nos dias 8 e 9 apos a fecundacdo. Os blastocistos no
dia 9 foram processados para ensaio de TUNEL e determinacdo do numero total de

blastdmeros por blastocisto como previamente descrito. Foram realizadas 5 réplicas
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utilizando 108-128 CCOs/tratamento (total= 833 CCOs). Porcentagem média de
oocitos em VG= 88,2%.

4.13.6 Experimento 6: Efeito do IGF-I na atividade mitocondrial de o6citos bovinos no

estadio de VG expostos ao choque térmico.

Este experimento visou determinar o efeito do IGF-I na atividade mitocondrial
de odcitos bovinos no estadio de VG submetidos ao choque térmico. Para tanto foi
delineado experimento fatorial 2 x 2 no qual foram avaliadas 2 concentracdes de
IGF-I (0 e 12,5 ng/ml de IGF-I) e 2 temperaturas (38,5 e 41°C). Os CCOs foram
submetidos aos tratamentos Controle (14 horas a 38,5°C e 5% CO,) e Choque
Térmico (14 horas a 41°C e 7% CO;) em MIM (12,5 uM de butirolactona) acrescido
de 0 e 12,5 ng/ml de IGF-I. Em seguida os CCOs foram desnudados e processados
para avaliacdo da atividade mitocondrial como previamente descrito. Em cada
réplica foi também avaliada a eficiéncia do bloqueio meidtico pela determinacédo da
porcentagem de odécitos em VG apds 14 horas de inibicdo. Para tanto, 10 odcitos de
2 tratamentos aleatérios foram desnudados ap6s 14 horas de blogueio meidtico e
corados com Hoechst 33342. Foram realizadas 6 réplicas utilizando 88-116
CCOsl/tratamento (total= 402 CCOs). Porcentagem média de odcitos VG= 91,9%.

4.14 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram previamente avaliados quanto as premissas para analise de
variancia (homogeneidade das variaveis e normalidade dos residuos) utilizando o
pacote estatistico SAS (SAS, 1989). As variaveis que ndo atenderam as premissas
da andlise de variancia foram inicialmente submetidas as transformacoes
estatisticas (logaritmo, raiz quadrada e arco-seno) e, quando necessario, analisadas
por testes ndo paramétricos. Os dados paramétricos foram submetidos a analise de
variancia pelo método dos quadrados minimos utilizando o procedimento PROC
GLM e PROC MIXED do pacote estatistico SAS. As variaveis dependentes foram
porcentagem de od0citos em MI, porcentagem de clivagem, porcentagem de
blastocisto total, porcentagem de blastocisto expandido, numero total de
blastbmeros (transformado para raiz quadrada) e porcentagem de blastémeros
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TUNEL-positivo (transformado para logaritmo). As variaveis independentes foram
temperatura, IGF-I e réplica. O modelo estatistico usado para cada experimento
considerou os efeitos principais e todas as possiveis intera¢des. Foi utilizado o
procedimento pdiff para estabelecer as comparacdes significativas entre médias. Os
dados nao paramétricos foram avaliados pelos testes Kruskal-Wallis e Wilcoxon. As
medianas foram obtidas utilizando o procedimento PROC MEANS do pacote
estatistico SAS. As variaveis dependentes foram porcentagem de odcitos em VG,
porcentagem de od0citos em MIl, porcentagem de odcitos TUNEL-positivo,
porcentagem de odécitos com alta atividade de caspase e atividade mitocondrial e a
variavel independente foi tratamento.
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5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1- MODELO DE INIBICAO MEIOTICA- ROSCOVITINA

Este experimento visou determinar a eficiéncia de diferentes concentragdes
de roscovitina (200; 150; 100; 75 e 50 uM) no bloqueio da meiose em odcitos
bovinos durante o periodo de 14 horas.

Imagem representativa obtida com microscopia de fluorescéncia ilustrando o
00cito bovino no estadio de VG submetido a coloracdo com Hoechst 33342 esta
demonstrada na Figura 2. A seta indica a marcacdo do DNA da VG. A eficacia do
blogueio meiético foi baixa para todas as concentracdes de roscovitina testadas. A
porcentagem de odécitos em VG nao diferiu entre as diferentes doses de roscovitina
(Figura 3). Entretanto, todas as concentracfes de roscovitina avaliadas
apresentaram taxa de blogueio mais baixas (P< 0,05) que o controle 0 hora em que
0s odcitos foram avaliados imediatamente apds a coleta dos mesmos do foliculo

antral (Figura 3).

//

Figura 2: Imagem representativa obtida com microscopia de fluorescéncia
ilustrando o oécito bovino em VG corado com Hoechst 33342. A seta indica o DNA.
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Figura 3: Efeito de diferentes concentra¢Bes do inibidor meidtico roscovitina por 14 horas na
porcentagem de odcitos em VG. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam
diferenca significativa (P< 0,05). Os resultados sdo medianas.

5.2 EXPERIMENTO 2- MODELO DE INIBICAO MEIOTICA- BUTIROLACTONA

A baixa taxa de odécitos em VG obtida no experimento 1 com o uso do inibidor
meidtico roscovitina levou a realizacdo de experimentos adicionais para o
estabelecimento do modelo de bloqueio meiodtico. Para tanto foram avaliadas
diferentes concentragBes do inibidor meidtico butirolactona (100; 50; 25; 12,5 e 0
uM) e duas condicdes de cultivo (0 ou 3 mg/ml de BSA) no bloqueio meidtico em
oocitos bovinos por 14 horas. Foi avaliada também a capacidade de reverséao
meiotica oocitaria apos 14 horas de bloqueio meiético seguido de 24 horas de MIV.

Imagem representativa obtida com microscopia de contraste de fase
ilustrando o odcito bovino no estadio de VG submetido a coloracdo com lacmaoide
estd demonstrada na Figura 4. A seta indica a marcagéo da vesicula germinativa. A
taxa de bloqueio meiético dos odcitos cultivados em meio MIM sem butirolactona foi
reduzida (P< 0,05) em relacdo ao controle 0 hora, em que os odécitos foram

avaliados imediatamente apdés a coleta dos mesmos do foliculo antral (Figura 5).
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A taxa de blogueio meiético dos odcitos cultivados em meio MIM na presenca
de 12,5 e 25 pM de butirolactona sem BSA foi maior (P< 0,05) do que aqueles
cultivados em meio MIM sem butirolactona e BSA. De maneira similar, as doses 50 e
100 pM de butirolactona sem BSA tenderam (P= 0,07) a aumentar a taxa de
bloqueio meidtico em relacdo ao meio MIM sem butirolactona e BSA. No entanto, os
oocitos cultivados em meio MIM com 12,5; 25; 50 e 100 uM de butirolactona na
presenca de BSA apresentaram taxa de VG maior (P< 0,05) que aqueles cultivados
em meio MIM sem butirolactona com BSA (Figura 5).

N&o foi observada diferenca entre as diversas concentragdes de butirolactona
(100; 50; 25 e 12,5 pM) e o controle 0 hora na porcentagem de oocitos em VG na
presenca ou auséncia de BSA, exceto para a dose de 12,5 uM de butirolactona com
BSA em que foi observada menor (P< 0,05) proporcédo de odécitos em VG quando
comparado ao controle 0 hora. Esta menor porcentagem de bloqueio do tratamento
12,5 pM em meio com BSA foi similar aos tratamentos 25, 50 e 100 pM,
independente da presenca da BSA (Figura 5).

N&o houve efeito de BSA entre as diferentes concentracdes de butirolactona,
exceto para o tratamento 12,5 uM de butirolactona em que a taxa de VG foi menor
(P< 0,05) no tratamento com BSA quando comparado ao sem BSA (Figura 5).

Figura 4: Imagem representativa obtida com microscopia de
contraste de fase ilustrando o odcito bovino no estadio de
VG submetido a coloracdo com lacmaide.
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Figura 5: Efeito do inibidor meidtico butirolactona por 14 horas na porcentagem de odcitos em VG
corados com lacmoide. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenca
significativa (P< 0,05). Os resultados sédo medianas.

Apoés 14 horas de blogueio meiotico os odcitos foram cultivados por 24 horas
em meio MIV para determinar reversibilidade do bloqueio. Imagem representativa
obtida com microscopia de fluorescéncia ilustrando o oécito bovino no estadio de Ml
submetido a coloracdo com Hoechst 33342 est4d demonstrada na Figura 6. A seta
indica a marcacdo do DNA da placa metafasica e o asterisco indica o corpusculo
polar. O bloqueio meidtico foi revertido de forma eficiente como demonstrado na
Figura 7. A porcentagem de odcitos em MII foi similar entre as varias concentracdes
de butirolactona, com e sem BSA, e o grupo controle em que os odcitos foram
maturados in vitro sem prévio blogueio meidtico (grupo MIV padrdo), exceto na
concentragdo de 100 uM de butirolactona sem BSA. Na auséncia de BSA, a dose
mais alta de 100 uM de butirolactona exerceu efeito toxico demonstrado pela
auséncia de reversao do blogueio meidtico (P< 0,05) (Figura 7).

Com base nestes resultados o modelo de inibicdo meiédtica estabelecido fez
uso da dose de 12,5 uM de butirolactona na auséncia de BSA. Este modelo foi

utilizado para todos os demais experimentos.
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Figura 6: Imagem representativa obtida com microscopia de fluorescéncia

ilustrando o odcito bovino em MIl corado com Hoechst 33342, A seta indica
0 DNA e * o corpusculo polar.
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Figura 7: Reversdo meiética (porcentagem de MIl) apés 14 horas de incubagdo com o inibidor
butirolactona seguido de 24 horas de MIV. Letras diferentes sobrescritas em cada barra
representam diferenca significativa (P< 0,05). Os resultados sédo medianas.
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5.3 EXPERIMENTO 3- EFEITO DO IGF-I NA FRAGMENTACAO DE DNA
INDUZIDA PELO CHOQUE TERMICO EM OOCITOS BOVINOS NO ESTADIO
DE VG

Nesse experimento foi avaliado o efeito de diversas concentracdes de IGF-I
(0; 12,5; 25; 50 e 100 uM) na fragmentacdo de DNA induzida pelo choque térmico
em odcitos bovinos no estadio de VG.

Imagens representativas obtidas com microscopia de fluorescéncia ilustrando
odcitos VG TUNEL-positvo (A) e TUNEL-negativo (B) para estdo demonstradas na
Figura 8. Na auséncia de IGF-I o choque térmico de 41°C por 14 horas aumentou
(P< 0,05) a incidéncia de odcitos TUNEL-positivo quando comparado ao controle
38,5°C. Na presenca das diferentes doses de IGF-I, entretanto, ndo houve diferenca
na porcentagem de odécitos TUNEL-positivo entre os grupos controle e choque
térmico (Figura 9).

Nas concentracfes mais baixas (12,5 e 25 ng/ml) o IGF-I tendeu a reduzir (P=
0,07) a porcentagem de oocitos TUNEL-positivo apds o cultivo a 41°C por 14 horas
guando comparado aos o6citos expostos ao choque térmico sem IGF-I. Este efeito
termoprotetor do IGF-1 n&o foi observado nas doses mais altas (50 e 100 ng/ml)
(Figura 9).

Em odcitos cultivados a 38,5°C a adicao de 25 ng/ml de IGF-1 aumentou (P<
0,05) a porcentagem de odcitos TUNEL-positivo em relagcdo ao grupo 0 ng/ml de
IGF-1 (Figura 9). Além disso, a exposi¢do de oocitos VG ao choque térmico de 41°C
na presenca de 50 ng/ml de IGF-I aumentou (P< 0,05) a porcentagem de o0d0citos
TUNEL-positivo quando comparado ao controle 38,5°C sem IGF-I. A proporcao de
odcitos TUNEL-positivo do grupo controle laboratorial (MIV) néo diferiu dos demais

grupos experimentais (Figura 9).
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Figura 8: Imagens representativas de oécitos (A) TUNEL-positivo e (B) TUNEL-negativo obtidas
com miscroscopia de fluorescéncia. A seta indica marcacgéo positiva para TUNEL.
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Figura 9: Efeito do choque térmico e do IGF-I na porcentagem de odcitos positivos para TUNEL
apo6s 14 horas de bloqueio e 10 horas de maturacgédo. Letras diferentes sobrescritas em cada barra
representam diferenca significativa (P< 0,05). Os resultados sdo medianas.
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A progressao meidtica oocitaria foi avaliada apos 14 horas de bloqueio
meidtico seguido de 10 horas de MIV. A Figura 10 € uma imagem representativa do
o0cito bovino no estadio de MI submetido a coloracdo com Hoechst 33342. A seta
indica a marcacdo do DNA da placa metafasica. A porcentagem de odcitos em Ml foi
afetada pela temperatura. O choque térmico reduziu (P< 0,05) a porcentagem de
oocitos em Ml (Figura 11).

Na auséncia de IGF-I o choque térmico nao alterou a porcentagem de odcitos
em MI em relacdo ao controle 38,5°C. No entanto, choque térmico na auséncia de
IGF-1 diminuiu (P< 0,05) a porcentagem de oécitos em M| em relagdo aos
tratamentos 50 e 100 ng/ml de IGF-I cultivados a 38,5°C (Figura 12). A exposicao de
00citos bovinos ao choque térmico na presenca de 25 e 100 ng/ml de IGF-I reduziu
(P< 0,05) a porcentagem de odcitos em MI quando comparado aos grupos controle
38,5°C na presenca de 0; 12,5 e 25 ng/ml (Figura 12).

Figura 10: Imagem representativa de odcito bovinos em MI obtida
com microscopia de fluorescéncia. A seta indica o DNA da placa
metafasica.
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Figura 11: Efeito do choque térmico na porcentagem de odécitos em MI. Letras diferentes
sobrescritas em cada barra representam diferenca significativa (P< 0,05). Resultados sdo médias
dos quadrados minimos + EPM.
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Figura 12; Efeito do choque térmico e do IGF-I na porcentagem de oécitos em MI. Letras diferentes
sobrescritas em cada barra representam diferenca significativa (P< 0,05). Resultados séo médias
dos quadrados minimos + EPM.
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5.4 EXPERIMENTO 4- EFEITO DO IGF-l NA ATIVIDADE DE ENZIMAS
CASPASES DO GRUPO Il EM OOCITOS BOVINOS NO ESTADIO DE VG
EXPOSTOS AO CHOQUE TERMICO

Nesse experimento foi avaliado o efeito de diferentes concentracdes de IGF-I
(0; 12,5 e 100 ng/ml) em odcitos bovinos no estadio de VG submetidos ao choque
térmico na atividade de caspases do grupo Il.

Imagens representativas de odécitos bovinos no estadio de VG com alta (A) e
baixa (B) atividade de caspases estdo demonstradas na Figura 13. Nao houve efeito
do choque térmico e das diferentes concentracfes de IGF-I na porcentagem de
odcitos com alta ou baixa atividade de caspases do grupo Il (Figura 14).

Figura 13: Imagens representativas de oécitos VG com alta (A) e baixa (B) atividade de caspases
do grupo Il obtidas com microscopia de fluorescéncia.
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Figura 14: Efeito do choque térmico e do IGF-I na porcentagem de oocitos com alta atividade de
caspases do grupo Il. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenca
significativa (P< 0,05). Os resultados sdo medianas.

5.5 EXPERIMENTO 5- EFEITO DO IGF-I NA COMPETENCIA DE OOCITOS
BOVINOS NO ESTADIO DE VG EXPOSTOS AO CHOQUE TERMICO

Este experimento avaliou o efeito de diversas concentracbes de IGF-I na
competéncia de odcitos bovinos no estadio de VG submetidos ao choque térmico.

A porcentagem de clivagem foi afetada pela temperatura. O aumento da
temperatura durante 14 horas de bloqueio meidtico diminuiu (P< 0,05) a
porcentagem de odcitos que clivaram (Figura 15).

Na auséncia do IGF-I o choque térmico ndo alterou a porcentagem de
clivagem quando comparado ao controle 38,5°C. No entanto, o choque térmico sem
IGF-I diminuiu (P<0,05) a porcentagem de clivagem quando comparado aos grupos
12,5 e 100 ng/ml de IGF-I cultivados a 38,5°C. Na presenca de 100 ng/ml de IGF-l o
choque térmico diminuiu (P< 0,05) a porcentagem de clivagem quando comparado
aos tratamentos 12,5 e 100 ng/ml de IGF-I a 38,5°C (Figura 16).
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Figura 15: Efeito do choque térmico na porcentagem de clivagem de oécitos bovinos no estadio de
VG. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam diferencga significativa (P< 0,05).
Resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM.
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Figura 16: Efeito do choque térmico e do IGF-I na porcentagem de clivagem de odcitos bovinos no

estadio de VG. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenca significativa
(P< 0,05). Resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM.
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Na auséncia de IGF-I o choque térmico diminuiu (P< 0,05) a porcentagem de
odcitos VG que atingiu o estadio de blastocisto aos oito dias de cultivo (D8) quando
comparado ao controle 38,5°C. Esse efeito negativo causado pelo aumento da
temperatura na auséncia de IGF-1 n&do foi observado quando os odcitos VG foram
tratados com 12,5 ng/ml de IGF-l, demonstrando efeito termoprotetor dessa
concentragéo de IGF-I. Quando oocitos VG foram submetidos ao choque térmico na
presenca de 12,5 ng/ml de IGF-I houve aumento (P< 0,05) na porcentagem de
00citos que atingiram o estadio de blastocisto e blastocisto expandido no D8 quando
comparado ao grupo choque térmico sem IGF-I (Figuras 17 e 18). No entanto, a
dose mais alta de 100 ng/ml de IGF-I ndo reverteu o efeito negativo causado pelo
choque térmico. Na presenca de 100 ng/ml de IGF-I o choque térmico de 41°C
diminuiu a taxa de blastocisto D8 quando comparado aos tratamentos 0 e 100 ng/ml
de IGF-l a 38,5°C (P<0,05) e 12 ng/ml de IGF-I a 41°C (P< 0,05) (Figura 17).

O tratamento com 100 ng/ml de IGF-1 a 38,5°C apresentou maior (P <0,05)
taxa de desenvolvimento embrionario D8 quando comparado ao grupo 0 ng/ml de
IGF-1 a 41°C (Figura 17).
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Figura 17: Efeito do choque térmico e do IGF-I em odcitos VG submetidos a MIV, FIV e CIV na
porcentagem de blastocistos D8. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam
diferenca significativa (P< 0,05). Resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM.
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Figura 18: Efeito do choque térmico e do IGF-I em odcitos VG submetidos a MIV, FIV e CIV na
porcentagem de blastocistos expandidos D8. Letras diferentes sobrescritas em cada barra
IrEelglz/?.sentam diferenca significativa (P< 0,05). Resultados sdo médias dos quadrados minimos *

Na auséncia de IGF-I o choque térmico diminuiu (P< 0,05) a porcentagem de
oocitos VG que atingiu o estadio de blastocisto aos nove dias de cultivo (D9) quando
comparado ao controle 38,5°C. Esse efeito negativo causado pelo choque térmico
na auséncia de IGF-I ndo foi observado quando os odcitos VG foram tratados com
12,5 ng/ml de IGF-I. Quando oécitos VG foram submetidos ao choque térmico na
presenca de 12,5 ng/ml de IGF-I houve aumento (P< 0,05) na porcentagem de
o0citos que atingiu o estadio de blastocisto no D9 quando comparado ao grupo
choque térmico sem IGF-1. No entanto, a dose mais alta de 100 ng/ml de IGF-I ndo
reverteu o efeito negativo causado pelo choque térmico. Na presenca de 100 ng/ml
de IGF-1 o choque térmico de 41°C diminuiu a taxa de blastocisto no D9 quando
comparado aos tratamentos 0 ng/ml de IGF-1 a 38,5°C (P< 0,05) e 12 ng/ml de IGF-I
a 41°C (P< 0,05) (Figura 19).

Na auséncia de IGF-I o choque térmico diminuiu (P< 0,05) a porcentagem de
odcitos VG que atingiu o estadio de blastocisto eclodido no D9 quando comparado
ao tratamento 12 ng/ml de IGF-I cultivado a 38,5°C. A exposi¢cdo de odcitos VG ao
choque térmico na presenca de 12,5 ng/ml de IGF-I tendeu (P=0,08) a aumentar a
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taxa de blastocisto eclodido quando comparado ao choque térmico de 41°C na
auséncia de IGF-I (Figura 20).

A taxa de blastocisto D8 e D9 do grupo controle laboratorial (MIV) foi similar
aos demais tratamentos a 38,5°C, apresentando maior porcentagem de blastocisto
apenas quando comparado aos tratamentos 0 (P< 0,05) e 100 ng/ml de IGF-l a 41°C
(P< 0,05) (Figuras 17 e 19). Da mesma forma, a taxa de blastocisto expandidos e
blastocisto eclodidos do grupo controle laboratorial (MIV) foi similar aos demais
tratamentos a 38,5°C, apresentando maior porcentagem de blastocisto expandidos e
blastocisto eclodidos apenas quando comparado aos tratamentos 0 ng/ml de IGF-I a
41°C (P< 0,05) (Figuras 18 e 20).
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Figura 19: Efeito do choque térmico e do IGF-I em odcitos VG submetidos a MIV, FIV e CIV na
porcentagem de blastocistos D9. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam
diferenca significativa (P< 0,05). Resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM.
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Figura 20: Efeito do choque térmico e do IGF-I em oécitos VG submetidos a MIV, FIV e CIV na
porcentagem de blastocistos eclodidos D9. Letras diferentes sobrescritas em cada barra
representam diferenca significativa (P< 0,05). Resultados s&o medianas.

O numero total de células por blastocistos no D9 ndo foi afetado por
temperatura ou IGF-I. Entretanto, o grupo controle laboratorial (MIV) apresentou
maior numero de células (P< 0,05) em relacdo aos demais tratamentos, exceto ao
tratamento 0 ng/ml IGF-I cultivado a 38,5°C (Figura 21).

A porcentagem de blastbmeros TUNEL-positivo nao foi afetada por
temperatura. No entanto, a porcentagem de blastbmeros positivos para TUNEL
aumentou no tratamento 12 ng/ml (P< 0,05) e houve uma tendéncia no tratamento
100 ng/ml (P=0,06) a 38,5°C quando comparados ao tratamento choque térmico
sem IGF-I. No grupo controle laboratorial (MIV) a taxa de blastbmeros positivo para

TUNEL néo diferiu estatisticamente dos demais tratamentos (Figura 22).
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Figura 21: Efeito do choque térmico e do IGF-1 em relagdo ao numero total de blastbmeros por
embrido. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenga significativa (P<
0,05). Resultados sédo médias dos quadrados minimos + EPM.
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Figura 22: Efeito do choque térmico e do IGF-I em relacdo a porcentagem de embrides TUNEL-

posivito. Letras diferentes sobrescritas em cada barra representam diferenca significativa (P<
0,05). Resultados sdo médias dos quadrados minimos + EPM.
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5.6 EXPERIMENTO 6- EFEITO DO IGF-I NA ATIVIDADE MITOCONDRIAL DE
OOCITOS BOVINOS NO ESTADIO DE VG EXPOSTOS AO CHOQUE
TERMICO

Este experimento avaliou o efeito das concentracdes 0 e 12,5 ng/ml de IGF-I
na atividade mitocondrial em od0citos bovinos no estadio de VG submetidos ao
choque térmico.

Imagens representativas obtidas com microscopia de fluorescéncia de odcitos
bovinos no estddio de VG submetidos ao ensaio de mitotracker red estédo
demonstradas na Figura 24. Na auséncia de IGF-I o choque térmico diminuiu (P<
0,05) a atividade mitocondrial quando comparado ao controle 38,5°C. No entanto, o
cultivo de odcitos VG na presenca de 12 ng/ml de IGF-I reverteu (P< 0,05) o efeito
negativo causado pelo choque térmico na atividade mitocondrial. A atividade
mitocondrial deste grupo experimental (41°C- 12 ng/ml) foi similar ao grupo controle
(38,5°C- 0 ng/ml) sem IGF-I (Figura 23).

O tratamento com 12,5 ng/ml de IGF-I em odcitos cultivados a 38,5°C tendeu
a aumentar (P= 0,06) a atividade mitocondrial em relacéo aos odcitos do tratamento
0 ng/ml de IGF-I e submetidos ao choque térmico, entretanto ndo diferiu dos odécitos

tratados com 0 ng/ml de IGF-I cultivados a 38,5°C (Figura 23).
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Figura 23: Efeito do choque térmico e do IGF-I na atividade mitocondrial. Letras diferentes
sobrescritas em cada barra representam diferenca significativa (P< 0,05). Os resultados sdo
medianas.
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Figura 24: Imagens representativas de odcitos VG submetidos ao ensaio de mitotracker red obtidas
com miscroscopia de fluorescéncia. Odcitos tratados com 0 ng/ml IGF-I a 38,5°C (A), 12,5 ng/ml
IGF-1 a 38,5°C (B), 0 ng/ml de IGF-l a 41°C (C) e 12,5 ng/ml IGF-I a 41°C (D).
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6 DISCUSSAO

O desenvolvimento de modelos in vitro para estudo dos efeitos diretos da
temperatura em odcitos VG € de dificil abordagem, pois a remoc¢édo de odcitos do
seu ambiente folicular priva os mesmos dos fatores inibitérios e possibilita a retoma
a meiose até o estadio MIl (Pincus e Enzmann, 1935). Dessa forma, a primeira
etapa do presente estudo visou desenvolver o modelo de bloqueio meiético in vitro
para avaliacdo dos efeitos diretos da temperatura em odcitos VG. Para tanto foram
testadas concentracdes crescentes de roscovitina que inibe de forma especifica e
reversivel a atividade da subunidade catalitica (p34°®“*/CDK1) do MPF (Mermillod et
al., 2000; Ponderato 2002; Kubelka 2000, Adona 2008 a, b). A eficiéncia do bloqueio
meidtico com 50, 75, 100, 150 e 200 uM roscovitina foi baixa em todas as
concentracdes testadas. Ao final do periodo de 14 horas a porcentagem de 04citos
em VG foi reduzida. Estes resultados estdo de acordo com literatura recente em que
a eficiéncia do bloqueio meibtico com roscovitina € controverso.

A baixa eficiéncia do bloqueio meidtico com roscovitina foi demonstrada em
diferentes espécies. Barretto et al., (2007) demonstraram que a porcentagem de
oocitos bovinos em VG foi de 32,4% apdés 16 horas de cultivo em 25 yuM de
roscovitina. Em suinos, a inibicdo de odécitos em VG com 10-50 puM de roscovitina
nao foi eficaz resultando em taxas de bloqueio de 19-34%, respectivamente. No
entanto, quando concentragcdes mais altas foram testadas houve aumento na
porcentagem de oécitos em VG de 83-91% para as doses de 80-120 uM (Ju et al.,
2003). Em ovinos, o0 uso de 100 pM de roscovitina nao inibiu, mas atrasou a
progressdo meidtica por um periodo de 24 horas. Nesse experimento, 18% dos
odcitos estavam em quebra da vesicula germinativa, 36% em Ml e 24% chegaram
em MIl apds 24 horas de cultivo (Crocomo et al., 2010).

O bloqueio meidtico com roscovitina € modulado de maneira dose-
dependente (Mermillod et al., 2000; Ju et al., 2003; Coy et al., 2005; Albarracin et al.,
2005). Quando odcitos bovinos foram cultivados na presenca de concentracdes
crescentes (12,5; 25; 50 e 100 uM) de roscovitina por 24 horas a concentracéo de 25
UM ja foi suficiente para induzir bloqueio meiético maximo de 83% (Mermillod et al.,
2000). Da mesma forma, Coy et al., 2005 demonstraram que concentracdes de 12,5;
25 e 50 pM/I S-roscovitina por 24 horas resultou em 52; 87,6; 96,8% dos o0citos em

VG. O cultivo de oécitos de novilhas prepuberes com doses crescentes de
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roscovitina apresentou taxas de bloqueios dose-dependente. As doses de 12,5 e 25
MM de roscovitina mativeram 2,9 e 18,8% dos odcitos em VG, enquanto que em
doses mais altas como 50 e 100 pM a taxa de bloqueio foi de 64,6 e 63,2%,
respectivamente (Albarracin et al., 2005).

A eficiéncia do bloqueio meidtico com roscovitina parece depender do tipo de
meio e condicdes de cultivo utilizadas, além de outros fatores ainda néo
esclarecidos. O uso de horménios ou SFB no meio de inibicdo meidtica esta
relacionado a uma menor taxa de blogueio (Barreto et al., 2007; Albarracin et al.,
2005), porém, no presente experimento a roscovitina ndo inibiu a progressao
meiotica mesmo em meio definido baseado em TCM-199-bicarbonato contendo 1
mg/ml de PVA.

Visto que a roscovitina apresentou baixa taxa de bloqueio, outro bloqueador
meidtico testado foi a butirolactona, que inibe seletivamente as quinases CDK2 e
CDK1 (Kitagawa et al., 1993). Estas enzimas desempenham importantes fun¢des na
progressao celular da fase G1 para S e da fase G2 para a fase M, respectivamente,
em células de mamiferos (Kitagawa et al., 1993).

Para o estabelecimento do modelo de bloqueio meidtico foram avaliadas
diferentes concentracdes de butirolactona (0; 12,5, 25, 50 e 100 pM) e duas
condi¢des de cultivo (0 ou 3 mg/ml BSA) durante o periodo de 14 horas. Nesse
experimento, todas as concentracdes de butirolactona foram igualmente eficientes
em manter os oocitos em VG, exceto a dose mais baixa de 12,5 uM de butirolactona
na presenca de BSA. Estes resultados estdo de acordo com o que foi descrito por
Kubelka et al. 2000 e Adona et al. 2008 (b) em que a inducdo do bloqueio meidtico
com butirolactona foi dependente da concentracdo do inibidor e da condicdo de
cultivo. A presenca de BSA no meio exigiu doses mais altas de butirolactona para
manter o bloqueio meidtico, sendo esta dose maior do que aquela necessaria para
manter o blogueio em meio contendo PVA. De maneira similar, quando as
concentracdes de 100, 50 e 25 uM de butirolactona foram avaliadas em meio com
BSA foi observado efeito dose-resposta do inibidor. No entanto, quando
concentracfes mais baixas de 10, 15, 20 e 25 uM de butirolactona foram avaliadas
em meio sem BSA, todas as concentracfes testadas foram igualmente eficientes em
manter os odécitos em VG, demonstrando o papel modulador da BSA na ac¢édo da
droga (Adona et al., 2008 (b). Os autores sugerem que a butirolactona pode se ligar

ao BSA, reduzindo a disponibilidade deste fator no meio (Kubelka et al., 2000).
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No presente estudo o meio de inibicdo meidtica na auséncia de butirolactona
induziu cerca de 50% de bloqueio meidtico demonstrando o papel da condicédo de
cultivo no bloqueio. Outro estudo realizado recentemente também demonstrou que o
uso de meio definido (a-MEM suplementado com PVA, insulina, IGF-1,
androstenediona, aminoacidos ndo essenciais, transferrina e selénio de sddio) foi
capaz de bloquear a progressdo meiética com 70% de odcitos em VG apds 24 horas
de cultivo sem a adicdo de nenhum bloqueador meidtico (Oliveira e Silva et al.,
2011).

Uma vez determinada a dose de butirolactona e condicdo de -cultivo
necessaria para manter alta porcentagem de odécitos VG, experimentos foram
conduzidos para avaliar a reversibilidade do bloqueio mei6tico. Nesse experimento
observou-se que as taxas de maturacdo nuclear (porcentagem de MIl) foram
similares para todos os tratamentos testados e o controle laboratorial (MIV), exceto
para a dose de 100 uM de butirolactona. Nessa dose a reverséao foi nula, indicando
possivel efeito toxico desta concentracdo quando em meio sem BSA. Da mesma
forma, Adona et al., 2008 (b) demonstraram a capacidade de reversao de odcitos
bloqueados por 24 horas em meio contendo 10 uM de butirolactona sem BSA ou
100 uM de butirolactona com BSA. Em odcitos suinos, o uso de 12,5 uM de
butirolactona em meio com PVA e EGF também néo afetou a taxa de MIl apés a MIV
(Wu et al., 2002).

Dessa forma, o modelo de bloqueio meidtico estabelecido foi baseado na
dose mais baixa de butirolactona (12,5 uM), para evitar toxicidade deste inibidor, em
meio de inibicdo sem BSA. O sucesso do bloqueio meidtico com 12,5 uM de
butirolactona foi previamente demonstrado em od6citos de suinos (Wu et al., 2002).
No presente estudo o modelo de bloqueio meidtico utilizado em todos os
experimentos posteriores apresentou efichcia demonstrada pela alta taxa de
bloqueio meidtico associada as taxas de reverséo (porcentagem de Mll), clivagem e
desenvolvimento embriondrio similares aquelas observadas no grupo controle
laboratorial (MIV).

Os efeitos do choque térmico fisiolégico de 41°C em odcitos bovinos no
estadio de VG foram demonstrados na competéncia de desenvolvimento oocitaria e
nas alteracdes celulares induzidas pela temperatura elevada. A exposicéo de o4citos

bovinos na fase de VG ao choque térmico de 41°C reduziu as taxas de clivagem no
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dia 3 e de desenvolvimento até o estadio de blastocisto nos dias 8 e 9 apds a
fertilizac&o in vitro. Além disso, o choque térmico aumentou a incidéncia de odcitos
TUNEL-positivo, indicando pela primeira vez o aumento na fragmentacédo de DNA
caracteristica de apoptose em oécitos VG. Da mesma forma, estudos anteriores ja
haviam demonstrado que a exposicdo de odcitos bovinos a temperatura elevada
durante a MIV aumenta a proporcdo de odécitos TUNEL-positivo (Roth e Hansen,
2004 (a); 2005; Ispada et al.,, 2010) e diminui o desenvolvimento embrionario
subsequente (Roth e Hansen, 2004 (a); 2004 (b); Ju et al., 1999).

A susceptibilidade de odcitos VG aos efeitos diretos da temperatura elevada
foi previamente demonstrada em 2004 por Payton e colaboradores. Neste estudo os
o6citos foram cultivados na presenca do inibidor p34°““/cyclina B dependente de
guinase (roscovitina- 50 uM). Quando o choque térmico foi aplicado a oécitos em VG
por 6 e 12 horas, ndo houve efeito na taxa de clivagem, porém foi observada
reducdo no desenvolvimento embrionario até os estadios de 8 a 16 células e
blastocistos, respectivamente. Os efeitos deletérios do choque térmico na taxa de
clivagem sao inconsistentes entre os diferentes estudos (Ju et al., 2005; Gendelman
et al., 2010; Risolia et al., 2011). E possivel que esta variacio deva-se ao efeito do
choque térmico na cinética das divisdes mitdticas, resultando em retardo na
clivagem (Gendelman et al., 2010).

No presente experimento o choque térmico causou diminuicdo da atividade
mitocondrial em oocitos VG. Resultados similares foram demonstrados em o00citos
bovinos submetidos ao choque térmico durante a MIV. Nestes estudos o choque
térmico diminuiu a atividade mitocondrial (Ispada et a., 2011) e o PMM oocitaria
(Soto e Smith, 2009). Este efeito deletério da temperatura pode estar relacionado a
perda de competéncia oocitaria e/ou inicio da ativacdo da cascata de apoptose. Ja
foi demonstrado que a quantidade de mitocéndrias ativas no odcito pode ser usada
como parametro de maturacéo citoplasmatica oocitaria. Em suinos (El Shourbagy et
al., 2006) e bovinos (Stojkovic et al., 2001; Tarazona et al.. 2006) a maior quantidade
de mitocOndrias ativas esta positivamente correlacionada a alta competéncia de
desenvolvimento oocitaria.

As mitocondrias sdo organelas envolvidas na sintese de ATP, producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), sinalizacdo de calcio, e apoptose (Ramalho-
Santos et al., 2009) exercendo papel importante no metabolismo energético do

o0cito pela producdo de ATP necessaria aos processos fertilizacdo e
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desenvolvimento embrionario pré-implantacional (Wilding et al., 2001). A funcéo
mitocondrial tem sido usada como marcador de qualidade oocitaria, pois mudancas
na fisiologia da mitocondria durante a maturacdo do odcito podem resultar em
producdo excessiva de ROS, a qual associada a produgédo oxidativa de energia e
excesso de calcio pode desencadear abertura do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial e subsequente apoptose (Inoue et al., 2004; Wang et
al., 2009). Durante os estadios iniciais da apoptose, as proteinas pré-apoptéticas,
como a Bax e a Bak, aumentam a permeabilidade da membrana mitocondrial
externa, levando a liberacdo de pequenas moléculas pré-apoptoéticas do espaco
intermembranar mitocondrial para o citosol e subsequente ativacdo de apoptose
(Patterson et al., 2000).

O aumento na porcentagem de odécitos TUNEL-positivo e a diminuicdo da
atividade mitocondrial sugerem que a exposicao de oo6citos VG aos efeitos diretos do
choque térmico pode desencadear a cascata de apoptose, levando a uma posterior
diminuicdo do desenvolvimento embrionario.

O choque térmico por 14 horas, entretanto, ndo causou aumento da atividade
de caspases do grupo Il (-3, -2, -7), diferindo de resultados encontrados
anteriormente. Roth e Hansen, 2004 (a) demonstraram que o choque térmico por um
periodo de 12 horas seguido por 10 horas a 38,5°C causou um aumento da
atividade de caspases do grupo Il. Nesse experimento, entretanto, a deteccao da
atividade das enzimas caspase foi feita apds 24 horas de MIV, enquanto no atual
experimento a deteccao foi feita imediamentamente apés o perido de 14 horas de
choque térmico. Diante dessa diferenca de metodologia, a hipétese € que o periodo
de 14 horas utilizado nesse experimento tenha sido insuficiente para causar o pico
de ativacdo das caspases do grupo Il apos o choque térmico, visto que esse SO
acontece na fase final da cascata de ativacdo da apoptose.

Outra possibilidade para a baixa atividade das enzimas caspases em 006citos
expostos ao choque térmico seria a ativacdo da apoptose via caspase independente.
Em 1996 foi descoberta uma flavoproteina conhecida como AIF que tem
participacdo na via mitocondrial da ativacdo da apoptose (Susin et al., 1996). Ela
induz a condensacéo da cromatina e fragmentacdo do DNA em fragmentos de 50 Kb
(Broker et al., 2005), indepentende da ativagdo de caspases (Susin et al., 1999).
Sabendo que, no presente experimento, o choque térmico aumentou a fragmentagéo

de DNA e diminiu a atividade mitocondrial sem aumentar a atividade de caspases do
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grupo Il, é possivel que em odécitos VG a via de ativacdo da apoptose seja caspase
indepentente.

A progressdo meidtica oocitéria foi avaliada 10 horas ap0s a retirada do odécito
da condicdo de bloqueio com butirolactona. Em bovinos, o odcito recomeca o ciclo
celular progredindo da profase | até MIl em um periodo de 18 a 24 horas apoés a
retirada do mesmo do foliculo antral. Oo6citos em VG podem ser encontrados desde
a retirada do foliculo até 6,6 h depois e alcangam MI entre 10,3 e 15,4 h (Sirard et
al., 1989). Levando em conta esses periodos de desenvolvimento, é esperado que
com 10 horas de maturacdo apOds o blogueio meibtico a maioria dos odcitos
encontre-se em MI. No entanto, a exposi¢cdo de odcitos VG ao choque térmico
afetou a progressdo meidtica subsequente. A porcentagem de odcitos em Ml foi
reduzida quando oécitos foram submetidos ao choque térmico sob condicdo de
bloqueio meidtico por 14 horas e maturados por 10 horas a 38,5°C. Esse resultado
condiz com os estudos em que o choque térmico durante as primeiras 12 (Roth et
al., 2005) ou 14 horas (Ispada et al., 2010) da MIV reduzem a quantidade de odcitos
gue atingem o estadio de MIl apds 24 horas de maturacdo. Essa alteracdo na
cinética da progressdao meidtica pode ser resultado da desorganizacdo dos
microtubulos do citoesqueleto e consequente desaranjo na formacdo da placa
metafasica (Tseng et al.,2004; Ju et al., 2005).

No presente estudo a abordagem utilizada a fim de reverter o efeito deletério
do choque térmico na funcéo e competéncia de odcitos VG foi 0 uso de fatores de
crescimento/sobrevivéncia, tais como, o IGF-l. Os experimentos indicaram que o
IGF-I exerceu efeito dose-dependente e termoprotetor na sobrevivéncia e
competéncia de odcitos VG expostos ao choque térmico. A dose de 12,5 ng/ml de
IGF-1 reverteu os efeitos deletérios causados pela temperatura elevada. O IGF-I
resgatou a competéncia oocitaria, a atividade mitocondrial e tendeu a diminuir a alta
porcentagem de apoptose oocitaria induzida pela temperatura elevada. Em
contraste, doses mais altas de IGF-l (50 e 100 ng/ml) n&o alteraram estes
parametros. O papel termoprotetor do IGF-I na funcé@o oocitéria j& foi demonstrado
durante a maturacdo in vitro, entretanto os resultados sdo controversos. Segundo
Ispada et al. (2010 e 2011) a dose de 100 ng/ml de IGF-I reverteu os efeitos
deletérios do choque térmico na apoptose oocitaria e atividade mitocondrial. Em
contraste, Zhandi et al. (2009) demonstraram que a dose de 100 ng/ml de IGF-I
potencializou os efeitos negativos do choque térmico na competéncia e apoptose



100
Discussao

oocitaria, indicando efeito negativo do IGF-I. Além disso, a dose de 100 ng/ml de
IGF-I ndo reverteu os efeitos negativos do choque térmico na competéncia de
desenvolvimento do odcito (Risolia et al., 2011).

Existem indicios de que o IGF-I pode aumentar o numero de mitocéndrias
ativas no oocito, pois a suplementacdo de somatotropina recombinante bovina
(rBST) ao meio de MIV de odcitos bovinos na presenca de células da granulosa
aumentou a atividade mitocondrial (Kuzmina et al., 2007). De fato, a suplementacgao
do meio de inibicdo meibtica com IGF-I reverteu os efeitos negativos do choque
térmico na atividade mitocondrial, porém nédo alterou a atividade de caspases do
grupo Il. Wasielak e Bogacki, 2007 demonstraram que a suplementagédo do meio de
maturacdo com 100 ng/ml de IGF-I durante um periodo de 24 horas diminuiu a
porcentagem de odcitos com alta atividade de caspases quando comparado ao
controle sem IGF-I e ao controle O hora (logo apés a retirada do foliculo). Esses
resultados sustentam a hipétese de que o periodo de 14 horas de exposicdo ao
choque térmico pode ter sido insuficiente para detectar o pico de aumento na
atividade das capases ap0s o choque térmico ou a possibilidade de odécitos VG
ativarem a apoptose por via independente de caspases (Susin et al., 1999).

As acbes do IGF-I na funcdo oocitaria sdo mediadas pelo receptor IGF-IR
presente em odcitos (Yoshida et al., 1998), e células do cumulus (Nuttinck et al.,
2004; Yoshida et al., 1998). O RNAm do IGF-I foi expresso em odcitos VG (Yoshida
et al. (1998), células do cumulus e CCOs (Nuttinck et al., 2004) sugerindo a
importancia deste fator de crescimento na funcdo oocitdria. A concentracdo
fisiologica de IGF-I no fluido folicular varia durante o ciclo estral. Concentracdes
altas de 243 e 177 ng/ml de IGF-I total foram encontradas nos dois maiores foliculos
e no pool de foliculos pequenos (< 4 mm), respectivamente (Echternkamp et al.,
1990). Em novilhas, a concentracao de IGF-I total foi de 160, 179, 219 ng/ml de IGF-
| nos foliculos pequenos, médios e grandes, respectivamente (Spicer e Enright,
1991). A concentracdo de IGF-I livre, entretanto, é de aproximadamente 12 ng/ml
para o foliculo dominante e subordinado na hora do desvio (foliculo dominante
atinge 8,5 mm), sendo que apds o desvio a concentracdo de IGF-I livre aumenta
para proximo de 17 ng/ml no foliculo dominante e diminuiu para aproximadamente 5
ng/ml no foliculo subordinado (Ginther et al.,2002). Em éguas, o IGF-I livre no fluido
folicular de foliculos pequenos e médios variou em torno de 1,6 e 1,9 ng/ml,

respectivamente, na fase folicular, enquanto o foliculo dominante apresentou
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concentracdo média 25,1 ng/ml (Spicer et al, 2005). Os baixos valores de IGF-I livre
no fluido folicular justificam a eficiéncia da concentracdo de 12,5 ng/ml. Essa
concentracdo esta proxima da concentracdo de IGF-I livre fisiolégica (Ginther et
al.,2002; Spicer et al, 2005), sendo que concentragbes mais altas como 100 ng/ml
podem estar acima dos valores fisiologicos.

Além de reduzir a apoptose embrionaria espontanea, o IGF-I minimiza a
apoptose induzida por varios outros fatores estressantes como radiacdo ultravioleta
em embrides (Herrler et al., 1998) e TNF-a (Byrne et al., 2002). Além disso, a adi¢éo
de 100 ng/ml de IGF-I durante o cultivo de embribes expostos a altas temperaturas
in vitro resgatou o desenvolvimento embrionario até o estaddio de blastocisto,
aumentou o numero total de células dos blastocistos através da ativacdo da cascata
da proteina quinase ativadora de mitose (MAPKK), diminuiu a alta porcentagem de
apoptose causada pelo choque térmico (Jousan e Hansen, 2004), aumentou a taxa
de gestacdo apods transferéncia para vacas expostas ao estresse térmico in vivo
(Block e Hansen, 2007; Block et al., 2003) e alterou a expressao de genes
envolvidos com a apoptose, protecdo contra os radicais livres e desenvolvimento
(Bonilla et al., 2011).

A exposicao de odécitos ao choque térmico na presenca de 12,5 ng/ml de IGF-
| aumentou a taxa de blastocistos no D8 e D9 quando comparado aos odcitos
submetidos ao choque térmico na auséncia de IGF-I. E possivel que a dose de 12,5
ng/ml IGF-1 acelere o desenvolvimento embrionario quando os odcitos sdo expostos
ao choque térmico. Esta alteracdo na cinética de desenvolvimento, entretanto, nao
resultou em maior taxa de eclosdo no D9 de cultivo e nem em maior nUmero de
células por blastocistos.

Contréario aos resultados encontrados anteriormente em embrides submetidos
a altas temperaturas durante a CIV, nem o choque térmico e nem a adicéo de IGF-I
no meio de cultivo de odcitos VG alteraram a porcentagem de blastdbmeros TUNEL-
positivo e nem o numero total de blastdbmeros por embrido. Os efeitos do estresse
térmico em odcitos VG foram vistos de forma imediata como a diminuicdo da
atividade mitocondrial e o aumento da porcentagem de oécitos TUNEL-positivo.
Esses efeitos imediatos alteraram o desenvolvimento subsequiente indicado pela
diminuicdo da porcentagem de blastocistos, mas néo alteraram a qualidade desses
embrides indicado pelo numero total de células e a porcentagem de blastdmeros
TUNEL-positivo. Da mesma forma, o IGF-I em baixas doses exerceu seus efeitos de
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forma imediata recuperando o desenvolvimento posterior por diminuir a porcentagem
de odcitos TUNEL-positivo e aumentar a atividade mitocondrial, porém néo alterou a
qualidade desses embrides produzidos.

In vitro, a suplementacdo do meio de cultivo com uma dose suprafisioldgica
de IGF-I (1000 ng/ml) ndo alterou a taxa de blastocisto, mas aumentou o index para
TUNEL (Velazquez et. al., 2011 (a). In vivo, a administragdo de 1 pg de IGF-I
intraovariano reduziu a taxa de blastocistos e de blastocistos vidveis em vacas
magras (Velazquez et al., 2011 (b). Esses resultados sugerem que doses
suprafisiolégicas causam efeitos deletérios no desenvolvimento de od6citos ou
embrides. Embora ndo se saiba a causa desse efeito deletério, ja foi demonstrado
ndo esta relacionada com o downregulation dos receptores de IGF-1 (Velazquez et
al, 2011 (a).
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo pode-se concluir que:
1) doses crescentes de roscovitina em meio definido ndo sao eficazes em
bloquear a progressao meidtica.
2) baixas doses de butirolactona (12,5 uM) ja séo suficientes para bloquear a
meiose de forma eficaz e reversivel, desde que na auséncia de BSA.
3) a exposicao de odcitos bovinos no estadio de VG ao choque térmico de
41°C por 14 horas altera a fun¢ao oocitaria por:
e Reduzir a atividade mitocondrial;
e Desencadear a cascata de apoptose possivelmente por via caspase
independente, por aumentar a fragmentagdo de DNA sem alterar a
atividade de caspases do grupo ll;
¢ Reduzir a competéncia oocitaria;
4) concentragbes fisiolégicas de IGF-I (12,5 ng/ml) revertem os efeitos

negativos causados pelo choque térmico no oécito VG.
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Anexo A - MIV

Meio de fatiamento estoque

Reagente Quantidade Marca/cédigo
TCM-199 1 pacote Gibco/31100-035
Bicarbonato de sédio 2,29 Sigma/S-5761
Agua MilliQ 1 litro -

Armazenar a 4°C, Validade: 1 més

Meio de fatiamento (uso)

Reagente Quantidade Marca/codigo
Meio de fatiamento estoque 50 ml -
Soro fetal bovino com heparina 500 pl -
Solucgéo de penicilina/streptomicina 50 pl -

Uso diario; Filtrar 0,22 pM

Soro fetal bovino com heparina

Reagente Quantidade Marca/codigo
Heparina 0,571 ml Sigma/H-3149
Agua MilliQ 1 ml -

Filtrar 0,22 um e acrescentar
Soro fetal bovino 50 ml Nutricell

Armazenar -20°C

Meio Pré-MIV

Reagente Quantidade Marca/cédigo
TCM 199 HEPES 4,5 ml Gibco/12350-039
Soro fetal bovino 0,5 ml Gibco/16140-014
Solucéo de piruvato 10 pl -
Solugao de gentamicina 25 ul -
Uso diario; Filtrar 0,22 uM

Meio MIV

Reagente Quantidade Marca/cbodigo
TCM 199 bicarbonato 4,5 ml Gibco/11150-026
Soro fetal bovino 0,5 ml Gibco/16140-014
Solucéo de piruvato 10 pyL -
Solucéo de gentamicina 25 uL -
Solucédo de FSH 5 uL -
Solucédo de LH 50 pL -

Filtrar 0,22 um; Uso diario

Solugéo de estradiol 5 puL -
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Meio de Inibicdo Meidtica (MIM)

Reagente Quantidade Marcal/codigo
TCM 199 bicarbonato 5ml Gibco/11150-026
Solucéo de cisteamina 50 uL -
Solucéo de piruvato 10 pL -
Solucdo de gentamicina 25 uL -

Uso diario; filtrar 0,22 pum

Solucéo de cisteamina

Reagente Quantidade Marca/cédigo
TCM 199 bicarbonato 2 ml Gibco/11150-026
Cisteamina 0,0015 g Sigma/M-9768-56
Uso diéario

Meio de Bloqueio (MB)

Reagente Quantidade Marcal/cédigo
TCM 199 bicarbonato 5ml Gibco/11150-026
Alcool Polivinilico (PVA) 5 mg Sigma/P-8136
Solucéo de piruvato 10 pL -
Solucédo de gentamicina 25 uL -

Uso diério; filtrar 0,22 pm

Solucéo de gentamicina 10 mg/ml

Reagente Quantidade Marca/cédigo
Gentamicina 0,19 Sigma/G-1264
NaCl 0,9% 10 ml Sigma/S-5886

Armazenar a -20°C; Validade: 6 meses

Solucéo de piruvato 100 Mm

Reagente Quantidade Marca/cédigo
Piruvato 0,1320 g Sigma/P-4562
NaCl 0,9% 12 ml Sigma/S-5886

Armazenar a -20°C; Validade: 6 meses

Solucéao de estradiol 1 ug/ml

Reagente Quantidade Marca/cbodigo
Estradiol 0,02041 g Sigma/E-4389
Agua MilliQ 1 ml -

Armazenar a -20°C; Validade: 6 meses
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Solucéo de FSH (estoque)

Reagente Quantidade Marcal/codigo
Folltropin V 400 mg Bioniche/PHDO75
NaCl 0,9% 2ml Sigma/S-5886

Armazenar a -20°C; Validade: 6 meses

Solug¢éo de FSH (uso) 0,5 mg/ml

Reagente Quantidade Marca/cédigo
Solucéo estoque 50 pL -
TCM 199 bicarbonato 20 ml Gibco/11150-026

Armazenar a -20°C; Validade: 6 meses

Solug¢éo de LH 700 Ul/ml

Reagente Quantidade Marca/cédigo
Chorulon 5000 Ul Intervet/057176
TCM 199 bicarbonato 7,14 ml Gibco/11150-026

Armazenar a -20°C; Validade: 6 meses

Solucéo de penicilina/estreptomicina

Reagente Quantidade Marca/cbdigo
Estreptomicina 39 Sigma/S-6501
Penicilina G 1,8105 Sigma/P-3032
NaCl 0,9% 30 ml Sigma/S-5886

Armazenar a -20°C; Validade: 6 meses
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Anexo B- FIV
Meio Pré-FIV

Reagente Quantidade Marcal/codigo
TCM 199 HEPES 10 ml Gibco/12350-039
BSA-V 0,030 g Sigma/A-9647
Piruvato estoque 20 pL -
Gentamicina estoque 50 pL -
Uso diério; Filtrar em 0,22 um

Meio FIV
Reagente Quantidade Marca/codigo
TL- STOCK 10 ml -
BSA- Livre de acidos graxos 0,060 g Sigma/A-7511
Piruvato estoque 20 pL -
Gentamicina estoque 50 pL -
Uso diério; Filtrar em 0,22 pm
Meio FIV- gota

Reagente Quantidade Marca/cbodigo
Meio FIV 3,640 pL -
Heparina estoque 40 pL -
PHE estoque 160 pL -

Uso diério; Filtrar em 0,22 um

Solugéo de Hipotaurina

Reagente Quantidade Marcal/codigo
Hipotaurina 0,00109 g Sigma/H-1384
NaCl 0,9% 10 ml Sigma/S-5886

Usado no PHE

Solucéo de Epinefrina

Reagente Quantidade Marca/cédigo
Agua MilliQ 50 ml Sigma/H-1384
Acido Lactico 125,9 pL Sigma’/L-7900
Na-metabusulfito 0,050 g Sigma/S-1516

Ajustar o pH para 4,0 com solucédo 1N de HCI e usar 40 ml para diluir em:

Epinefrina

0,0018 g

Sigma/E-4250

Usado no PHE
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Solucéo de Penicilamida

Reagente Quantidade Marca/cédigo
Penicilamida 0,003 g Sigma/P-5125
NaCl 0,9% 10 ml Sigma/S-5886

Usado no PHE

PHE (uso) proteger da luz

Reagente Quantidade Marca/cédigo
Solucgao de penicilamina 2,5ml -
Solucéo de hipotaurina 2,5 ml -
Solucgao de epinefrina 2 ml -
NaCl 0,9% 4 ml Sigma/S-5886

Armazenar a -20°C; Validade: 6 meses (proteger da luz)

Solucéo de heparina 10 mg/ml

Reagente Quantidade Marca/coédigo
Heparina (175 USP/mg) 0,020 g Sigma/H-3149
Meio FIV 2 ml -

Armazenar a -20°C; Validade: 6 meses

Solucéo de CaCl, 1M

Reagente Quantidade Marcal/codigo
CaCl; 0,735 ¢ Sigma/C-5670
Agua MilliQ 5 ml -

Armazenar a 4°C(geladeira); Validade: 4 meses

Solugcéo de MgCl,0,1M

Reagente Quantidade Marca/cédigo
MgCl, 0,1015¢ Sigma/M-2393
Agua MilliQ 5ml -

Armazenar a 4°C(geladeira); Validade: 4 meses

KCI (1M) para solugédo 10X

Reagente Quantidade Marca/cbodigo
KCI 0,0745 ¢ Sigma/P-5405
Agua MilliQ 1 ml -

Usado para solugdo 10X
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NaH,PO, (0,1M) para solucdo 10X

Reagente Quantidade Marcal/codigo
NaHPO4 0,0138 g Sigma/S-0876
Agua MilliQ 1 ml -

Usado para solugdo 10X

Solucéo 10X (final)

Reagente Quantidade Marca/cédigo
KCI (1M) 618 pL -
NaH,;PO4 (0,1M) 584 pL -
NacCl 0,9352 g Sigma/S-5886
HEPES 0,476 g Sigma/H-0891
Agua MilliQ 20 ml -

Armazenar -20°C; Validade: 6 meses

TALP STOCK

Reagente Quantidade Marca/coédigo
Agua MilliQ 50 ml -

NaCl 0,3330 g Sigma/S-5886
KCI 0,0120 g Sigma/P-5405
*MgCl; 0,0050 g Sigma/M-2393
NaH,PO, 0,00205 g Sigma/S-0876
NaHCO3; 0,1050 g Sigma/S-8875
*CaCl,H.O 0,0150 g Sigma/C-5670
Phenol Red 0,0005 g Sigma/P-4633
Ac. Lacticosyr 71,5 ul Sigma/L-7900
Hepes e Sigma/H-0891

Armazenar 4°C; Filtrar 0,22 yum; Validade: 15 dias

TALP SEMEN

Reagente Quantidade Marca/cédigo
AguaMilliQ 50 ml -

NaCl 0,2910¢g Sigma/S-5886
KCI 0,0115¢g Sigma/P-5405
*MgCl, 0,0040 g Sigma/M-2393
NaH,PO4 0,00175¢ Sigma/S-0876
NaHCO3; 0,1050 g Sigma/S-8875
*CaCl,H,0 0,015¢ Sigma/C-5670
Phenol Red 0,0005 g Sigma/P-4633
Ac. Lacticosyr 155 pl Sigma/L-7900
Hepes 0,1190 g Sigma/H-0891

Armazenar 4°C; Filtrar 0,22 um; Validade: 15 dias
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Percoll 90%

Reagente Quantidade Marca/codigo
Percoll 0,9 ml Sigma/P-1644
Solucédo 10X 100 pl -
CaCl, 1M 2 pl -
MgCl, 0,1M 3,9 pl -
Ac. Léctico (lactato de Na) 3,7 ul Sigma/L-7900
NaHCO3 0,0021g Sigma/S-8875
Percoll 45%= 300 pL 90% + 300 uL TALP SEMEN
Uso diario

Preparacdo do sémen pela técnica de Percoll
e Descongelar o sémen 37°C por 30 segundos;
e Adicionar lentamente o sémen na parte superior do gradiente;
e Centrifugar a 9000 rcf por 5 minutos;
e Retirar 100 pl do pellet e adicionar em 400 pl de meio FIV;
e Centrifugar a 9000 rcf por 2,5 minutos;
e Pegar 100 pl do pellet;
e Fazer a concentracao e a motilidade;

e Fecundar.
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Anexo C- CIV
KSOM
Reagente Quantidade Marca/codigo
KSOM 1,8 ml Millipore — MR-107-D
Soro fetal bovino 180 pl Gibco/16140-014
Gentamicinaestoque 0,45 ul -
Aminoacidosnaoessenciais 100X 9 ul Sigma/M-7145

Uso diério; Filtrar em 0,22 um
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Anexo D- Solucdes para coloracéao

PBS 0,2M em 0,9% NacCl

Reagente Quantidade Marcal/codigo
K2HPO4 34,83 ¢ Sigma/P-5655
NacCl 9¢g Sigma/S-5886
Agua MilliQ 1L -

Armazenar 4°C

PBS 10 M em 0,9% NaCl

Reagente Quantidade Marca/cédigo
K2HPO4 1,742 g Sigma/P-5655
NaCl 9¢g Sigma/S-5886
Agua MilliQ 1L -

Armazenar 4°C

Solucéo de permeabiliza¢céo 0,1% (v/v) Trinton X

Reagente Quantidade Marcal/codigo
PBS (10 mM) 100 ml -
Triton X-100 0,1 ml Sigma/X-100
Armazenar 4°C

PBS-PVP

Reagente Quantidade Marca/cédigo
PBS (10 mM) 100 ml -
PVP 0,19 Sigma/P0930

Armazenar 4°C

Hoechst 33342 (estoque- 5mg/ml)

Reagente Quantidade Marca/céodigo
Hoechst 33342 5mg Sigma/B-2261
PBS (10 mM) 1ml -

Armazenar -20°C

Hoechst 33342

Reagente Quantidade Marca/cbodigo
Hoechst 33342 estoque 1puL -
PBS-PVP 1ml -

Uso diario
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Paraformaldeido estoque (8%)

Reagente Quantidade Marca/cédigo
Paraformaldeido 8¢ EMS/19210
AguaMilliQ 100 ml -

Esquentar e misturar (55-60°C)

Adicionar 2N de Hidroxido de sddio até a solucéo clarear

Filtrar em 0,22 um e observar se houve precipitacdo, se a solugdo precipitar ndo
utilizar

Paraformaldeido uso (4%)

Reagente Quantidade Marca/codigo
Paraformaldeido estoque (8%) 500 pL -
PBS (0,2 M) 500 pL -
Uso diario

DNase estoque (182 U/ml)

Reagente Quantidade Marcal/codigo
DNase (182 U/pL) 1puL Invitrogen/18047-019
PBS-PVP 1ml -

Armazenar -20°C

DNase uso

Reagente Quantidade Marca/cédigo
DNase estoque (182 u/ml) 27,5 uL -
PBS-PVP 72,5 pL -
Uso diario

Mito Tracker estoque (1ImM)

Reagente Quantidade Marca/cédigo
MitotrackerRed 50 ug Invitrogen/M-7512
DMSO 94,0698 pL Sigma/D-5879

Armazenar -20°C

Mito Tracker uso (50nM)

Reagente Quantidade Marca/cbodigo
MitotrackerRed estoque 0,1 uL -
TCM 199 HEPES com 0,1% 2 mi -

PVA

Uso diario



	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
	LISTA DE SÍMBOLOS
	SUMÁRIO
	1 INTRODUÇÃO
	2 REVISÃO DE LITERATURA
	3 HIPÓTESES E OBJETIVOS
	4 MATERIAIS E MÉTODOS
	5 RESULTADOS
	6 DISCUSSÃO
	CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS
	ANEXOS

