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RESUMO

JORGE, M.L.N. BLOQUEIO MEIOTICO EM OOCITOS DE EQUINOS COMO
ALTERNATIVA PARA MELHORA DA VIABILIDADE. Botucatu — SP. 2023. 69
p. Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus

de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

A manutencao dos odcitos equinos em bloqueio meidtico, seja através do uso de
inibidores de meiose ou manutencao deles em temperatura ambiente, € benéfica
para o posterior desenvolvimento embrionario. Com o objetivo de testar a
viabilidade da manutencéo de o6citos em meio de cultivo embrionario comercial
disponivel no Brasil (Botuembryo), comparando ao meio de cultivo acrescido de
inibidor de meiose (Butirolactona), antes da maturacéo in vitro (MIV), concebeu-
se este ensaio. Foram utilizados 149 odcitos equinos, separados em 3 grupos:
Controle, Botuembryo e Butirolactona. O grupo Controle seguiu direto para a MIV
por 24 horas, 0s grupos Botuembryo e Butirolactona passaram por um processo
de pré-maturacdo (PM) por 20 horas com o0s respectivos produtos, e depois
seguiram para a MIV por mais 24 horas. No grupo Controle, o momento 1 (M1)
corresponde ao momento da obtencdo dos 04citos, ja nos grupos Botuembryo e
Butirolactona, o M1 corresponde ao final da PM. O momento 2 (M2), nos 3
grupos, foi ap6s a MIV. Apdés a coloracdo, a maturacdo nuclear e citoplasmatica
foi avaliada pela microscopia confocal. A investigacdo da expressao génica foi
realizada por RT-gPCR. Nos od6citos foram analisados os genes: Proteina
Morfogenética Ossea 15 (BMP15), Conexina 37 (Cx37), Fator de Crescimento e
Diferenciacdo 9 (GDF9) e Metaloproteinase de Matriz 2 (MMP2); ja nas células
do cumulus (CCs) foram avaliados os genes: Ampiregulina (AREG), Conexina
43 (Cx43), Hialurona Sintetase 2 (HAS2), Receptor de FSH (FSHR) e Receptor
de LH (LHR). Na avaliagdo da maturacdo nuclear foram encontrados resultados
semelhantes entre 0s grupos tratados e na analise da maturacéo citoplasmatica
foi encontrado no grupo Butirolactona o maior percentual de od4citos imaturos no
M1, maior percentual de odcitos maduros no M2, e menor percentual de
degeneracéo. Por outro lado, os dados da expressao génica, demonstraram que
houve falha do bloqueio da maturacdo molecular no grupo Butirolactona, com

aumento da abundancia de AREG e HAS2 no M1, e diminuicdo no M2. Além
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disso, observou-se superioridade do grupo Botuembryo, entre 0s grupos
tratados, no M1, em relacdo a menor abundancia de AREG, LHR e HAS2 e maior
abundancia de FSHR; jA no M2, apresentou maior abundancia de GDF9,
indicando melhor qualidade tanto dos odcitos como das CCs. Embora os
resultados obtidos com o uso da Butirolactona ou do Botuembryo sejam
semelhantes em relacé&o a maturagcéo nuclear e citoplasmatica, os resultados de
maturacdo molecular demonstraram a superioridade do Botuembryo para manter
a qualidade de odcitos e CCs antes da realizagdo de técnicas de fertilizacao
assistida em equinos.

Palavras-chave: reproducéo assistida, fertilidade, ICSI, maturacdo oocitaria
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ABSTRACT

JORGE, M.L.N. MEIOTIC BLOCK IN EQUINE OOCYTES AS AN
ALTERNATIVE FOR VIABILITY IMPROVEMENT. Botucatu — SP. 2023. 69 p.
Defesa (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus

de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

The maintenance of equine oocytes in meiotic block, either using meiosis
inhibitors or keeping them at room temperature, is beneficial for the later
embryonic development. With the objective of testing the viability of maintaining
oocytes in commercial embryonic culture medium available in Brazil
(Botuembryo), comparing to the culture medium added with a meiosis inhibitor
(Butyrolactone), before in vitro maturation (IVM), this assay was conceived. One
hundred and forty-nine equine oocytes were used, separated into 3 groups:
Control, Botuembryo and Butyrolactone. The Control group went straight to IVM
for 24 hours, the Botuembryo and Butirolactone groups went through a pre-
maturation (PM) process for 20 hours with the respective products, and then went
to IVM for another 24 hours. In the Control group, moment 1 (M1) corresponds to
the moment of obtaining the oocytes, while in the Botuembryo and Butyrolactone
groups, M1 corresponds to the end of PM. Moment 2 (M2), in the 3 groups, was
after IVM. After staining, nuclear and cytoplasmic maturation was assessed by
confocal microscopy. The investigation of gene expression was performed by RT-
gPCR. The following genes were analyzed in the oocytes: Bone Morphogenetic
Protein 15 (BMP15), Connexin 37 (Cx37), Growth and Differentiation Factor 9
(GDF9) and Matrix Metalloproteinase 2 (MMP2); in the cumulus cells (CCs), the
following genes were evaluated: Ampiregulin (AREG), Connexin 43 (Cx43),
Hyalurone Synthetase 2 (HAS2), FSH Receptor (FSHR) and LH Receptor (LHR).
In the evaluation of nuclear maturation, similar results were found between the
treated groups and in the assessment of cytoplasmic maturation, the highest
percentage of immature oocytes in M1, the highest percentage of mature oocytes
in M2, and the lowest percentage of degeneration were found in the
Butyrolactone group. On the other hand, gene expression data showed that there
was a failure to block molecular maturation in the Butyrolactone group, with an

increase in the abundance of AREG and HAS2 in M1, and a decrease in M2. In



addition, superiority was observed for the Botuembryo group, between treated
groups, in M1, in relation to the lower abundance of AREG, LHR and HAS2 and
the higher abundance of FSHR, in M2, it presented a greater abundance of
GDF9, indicating better quality of both oocytes and CCs. Although the results
obtained with the use of Butyrolactone or Botuembryo are similar in relation to
nuclear and cytoplasmic maturation, the molecular maturation results
demonstrated the superiority of Botuembryo to maintain the quality of oocytes
and cumulus cells before carrying out assisted fertilization techniques in horses.

Keywords: assisted reproduction, fertility, ICSI, oocyte maturation
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Nos ultimos 25 anos, muitas tecnologias inovadoras de reproducdo
assistida foram desenvolvidas e incorporadas na industria equina (SQUIRES,
2019). As técnicas de reproducdo assistida sdo vantajosas pois permitem a
producdo de embrifes de éguas que estdo em competicdo, além de prolongar a
vida reprodutiva de animais geneticamente superiores (DUCHEYNE et al.,
2019).

Inimeras pesquisas tém sido desenvolvidas na area de reproducéo
equina, porém a producao in vitro (PIV) de embrides nessa espécie ainda requer
muitos estudos. Uma das etapas da PIV é a maturacéo in vitro (MIV), cujo
objetivo é fazer com que odcitos imaturos atinjam a metafase Il (Mll). A
fertilizacdo in vitro (FIV) em equinos ainda ndo esta tdo difundida como nos
bovinos, sendo a injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) a
alternativa mais utilizada e eficiente para os equinos. No exterior esta técnica ja
é bastante difundida, e no Brasil vem sendo utilizada e estd em expanséo.
Entretanto seu custo ainda € um fator limitador. Outra técnica que pode ser
utilizada é a transferéncia de oécitos (TO) (CARNEIRO, 2016; MORRIS, 2018),
onde o odécito de uma égua doadora, com genética superior é transferido para o
oviduto de uma receptora.

Os oocitos podem ser obtidos pela aspiracdo folicular de uma égua
devidamente sedada ou post mortem (CARNEVALE, 2016). Eguas de grande
valor genético ou mérito esportivo podem vir a ébito por acidentes, patologias ou
naturalmente, e a coleta de seus ovarios e posterior aspiracao folicular, com o
auxilio de técnicas de reproducéo assistida, permite a geracdo de descendentes.
Além disso, os ovarios podem também ser obtidos em abatedouros de equinos,
para fins de pesquisa.

A simples retirada do odécito do ambiente folicular j& induz a retomada da
meiose (CONTI et al., 2002), e com isso ele pode ndo apresentar sincronia entre
a maturagdo nuclear e citoplasmatica. A pré-maturacdo (PM) é benéfica por
promover uma sincronizacdo entre a maturacdo nuclear e citoplasmética,
conferindo maior competéncia de desenvolvimento aos odcitos.

Devido ao baixo niumero de abatedouros equinos e a sua distribuicdo

heterogénea, as pesquisas nesta area, em nosso Pais, evoluem lentamente.



Além disso, os equipamentos e a mao de obra qualificada para trabalhar com a
ICSI ou TO é limitada, sendo necessario o transporte dos odcitos até outros
centros reprodutivos. Como forma de minimizar os efeitos deste transporte,
antes de iniciar a MIV, os od6citos imaturos podem passar por um periodo de PM.

Esse tempo de PM pode ser utilizado para o transporte dos odécitos, para
gue o proprietario da égua tenha mais tempo para se decidir pelo garanhao que
utilizar4 e fazer com que o sémen chegue até o local para ser utilizado, ou para
o envio dos o0citos para outros laboratérios que dominem as técnicas de MIV e
ICSI (HINRICHS, 2020). Nosso Pais tem dimensdes continentais, e muitas vezes
0 sémen equino esta distante do local que sera feito a ICSI. A PM permite este
“ganho de tempo” para o transporte.

O transporte dos odécitos pode ser realizado em um periodo maior do que
o transporte dos ovarios. Os ovarios, provenientes de fémeas que vieram a obito,
devem ser processados em até 6 horas apos a morte (MCKINNON et al., 2011).
Ja o transporte dos odcitos, colocando-os em PM, permite que eles sejam
mantidos por até 20 horas (DINI et al., 2016).

A PM geralmente é realizada utilizando-se inibidores da meiose (LODDE
et al., 2019). Entretanto, apesar dos meios para manutencéo e transporte de
embrides ndo serem recomendados para o transporte de odcitos, foram
desenvolvidas pesquisas mostrando que 0s 04citos imaturos também podem ser
mantidos em bloqueio meidtico sem a utilizacdo de inibidores de meiose,
bastando manté-los em temperatura ambiente e em meios pobres como os de
transporte de embrides (CHOI et al., 2006b; MARTINO et al., 2014). Apesar
disso, no Brasil, ndo ha dados sobre a viabilidade da manutencéo de od4citos em

meio de cultivo embrionario comercial disponivel no mercado nacional.
2. REVISAO DE LITERATURA
2.1Aspectos da reproducéo equina
As éguas sao classificadas como fémeas poliéstricas sazonais, a estagdo
reprodutiva ocorre no final da primavera e no verdo (AURICH, 2011). O ciclo

estral normalmente é de 21 dias, podendo apresentar variacdes. A duracdo do

estro varia de 3 a 7 dias, com pelo menos um foliculo pré-ovulatério e aumento



dos niveis séricos de estrégeno. A ovulacdo ocorre entre 24 e 48h antes do final
do estro (HUGHES; STABENFELDT; CAPLAN, 1971). Na ovulacéo, o diametro
folicular € variavel (30 a 70 mm), normalmente as ovula¢c6es ocorrem entre 40 e
45 mm (LEY, 2006). A duracgéo do diestro varia de 13 a 17 dias, com a presenca
do corpo luteo (CL) e aumento dos niveis séricos de progesterona (BRINSKO et
al., 2011).

A foliculogénese na égua pode ser dividida em: recrutamento, selecao e
dominancia. O aumento do horménio foliculo estimulante (FSH) promove o
recrutamento folicular, o pico de FSH ocorre quando o maior foliculo atinge 13
mm e passa a liberar inibina (GASTAL et al., 1997). O desvio folicular pode ser
considerado quando o maior foliculo atinge 22,5 mm e torna-se dominante
(GINTHER et al., 2008). A dinamica folicular na égua sofre influéncia de diversos
fatores como: nutricdo, temperatura, estresse e fotoperiodo (GURGEL et al.,
2008).

A égua ndo apresenta um pico de liberacao de hormonio luteinizante (LH),
mas sim um aumento continuo e progressivo no estro, atingindo o pico 1 dia
apos a ovulacdo (LEY, 2006; GINTHER et al., 2008). O aumento de LH é
responsavel pela: diferenciacdo das células foliculares, da granulosa e tecais
para que ocorra a ovulacéo e luteinizacdo, com a formacao do CL; expansao das
CCs; maturacao oocitaria (GERARD; ROBIN, 2019).

Além disso, diferentemente de outras espécies, a porcao cortical do
ovario, com a presenca dos foliculos e CL é mais centralizada, enquanto a
porcdo medular, onde estdo os vasos sanguineos, é externa. No ovario equino
encontramos outra peculiaridade que € a fossa ovulatoria, o epitélio germinativo
estd localizado exclusivamente aqui, e a ovulagcdo ocorre sempre por ela
(BRUCK; GREVE; HYTTEL, 1999).



FIGURA 1. Na figura la observamos ovarios equinos obtidos no més de

novembro de 2021, apos a dissecc¢do para evidenciar os foliculos. Na figura 1b
observamos ovarios equinos obtidos no més de maio de 2022, antes da
disseccéo, evidenciando a porcdo medular. Na figura 1c observamos a porcao

cortical dos ovéarios obtidos neste mesmo periodo. Fonte: Acervo pessoal.

O foliculo ovariano é responsavel pela secrecdo de hormonios e é dentro
dele que ocorre o desenvolvimento do odcito. Segundo Prestes e Landim-
Alvarenga (2017), os foliculos ovarianos podem ser classificados em:

- Foliculo primordial: presen¢a de um odcito primario, envolvido por uma
unica camada de células foliculares achatadas. Correspondem ao “reservatério
de gametas” da fémea.

- Foliculo priméario: odcito primario em crescimento, com uma camada de
células foliculares cuboides.

- Foliculo secundério: o6cito primario circundado pela zona pellicida, com
a presenca de pelo menos 2 camadas de células da granulosa de formato
cuboide.

- Foliculo terciéario: presenca do antro folicular, uma cavidade contendo
liquido, zona peldcida, corona radiata, CCs, foliculares e tecais e membrana
basal.

- Foliculo De Graaf ou pré-ovulatorio: presenca de um odcito secundario,
com todas as estruturas ja descritas no foliculo terciario. E o Gltimo estagio de
desenvolvimento do foliculo.

Quando ocorre a ovulagdo dos equinos, é o odécito secundario que é

ovulado. Ele mede aproximadamente 125 um, sem a zona pelicida e a corona



radiata. O odcito, juntamente com as CCs, formam o complexo cumulus-odcito
(COC). O COC equino mensura aproximadamente 250 um (LEY, 2006).

Segundo Brick, Greve e Hyttel (1999), nos equinos, o o6cito apresenta-
se aderido firmemente a parede folicular. Por isso, nesta espécie, uma maior
recuperacdo oocitaria é obtida através do uso de cureta (ALM et al., 1997). O
foliculo € incisado com uma lamina de bisturi, o conteudo folicular é recuperado
e em seguida se procede a “curetagem” folicular (HINRICHS, 2010), porém o
tempo para a recuperacao dos o04citos € maior.

Outras técnicas que podem ser utilizadas para recuperacdo de odécitos
séo: aspiragao folicular e “slicing” do ovario (CHOI et al., 1993). A coleta por
aspiracdo, como € realizada em bovinos, resulta em baixos indices de
recuperagdo, com um grande percentual de oécitos desnudos (BRUCK; GREVE;
HYTTEL, 1999; LANDIM-ALVARENGA, 1999). Ap6s a obtencdo dos odcitos,

estes devem ser maturados in vitro.

FIGURA 2. Materiais utilizados na recuperacao de oo6citos equinos pela técnica

de “curetagem”. Fonte: Acervo pessoal.

O primeiro relato de MIV em equinos foi feito na Polénia (FULKA,
OKOLSKI, 1981), com odcitos obtidos de abatedouros. No Brasil o abate de
equinos nao é comum, tendo poucas unidades abatedoras dessa espécie, o que
prejudica a disponibilidade de odcitos e 0s avanc¢os na area.



FIGURA 3. Nas figuras 3a e b observamos os COCs equinos antes da MIV. Na
figura 3c vemos COCs equinos compactos e na figura 3d COCs equinos
expandidos. Na figura 3e vemos o6citos equinos desnudados apds sucessivas
pipetagens em solucédo de Tripsina — EDTA. Todos os odcitos foram observados
na lupa. Fonte: Acervo pessoal.

2.2 Maturacao oocitéria

As fémeas apresentam, ao nascimento, foliculos primordiais com od6citos
bloqueados na Préfase |, da primeira divisdo da meiose. Nesta fase, os nucleos
dos odcitos sdo classificados em Vesicula Germinativa (VG). As fémeas ja
nascem com todos os seus odcitos tendo sido formados durante a vida fetal
(PICTON, 2001). Na puberdade, o estimulo do LH é responsavel pela retomada
da meiose. Quando as fémeas atingem a maturidade sexual, a cada ciclo estral,
alguns destes odcitos se desenvolvem e pouquissimos deles ovulam (CURCIO
et al., 2006b).

Quando os odcitos sao removidos dos foliculos ocorre espontaneamente
a quebra da vesicula germinativa (CONTI et al., 2002). A prevenc¢do da retomada
da meiose de maneira prematura € fundamental para o desenvolvimento
oocitario. A retomada da meiose é regulada por mudancas na fosforilacdo de
diferentes proteinas por quinases especificas. Antes que ocorra a ovulacao €

necesséaria a capacitagdo do oocito, devendo ocorrer a sincronizagdo entre a



maturacao nuclear e citoplasmatica, o que ocorre normalmente na maturacao in
vivo. J& na MIV, a retomada da meiose ocorre independente da competéncia
oocitéria, e a maturacdo citoplasmatica e nuclear podem ndo apresentar
sincronia (LANDIM-ALVARENGA; MAZIERO, 2014). Segundo Downs (1993), a
retomada da meiose pode ocorrer também devido a atresia, quando ha
comprometimento da qualidade do foliculo e do controle meidtico.

Em equinos, os odcitos que apresentam CCs compactas e cromatina
difusa sao provenientes de foliculos viaveis, porém imaturos. De maneira geral,
a expansdo das CCs do odcito esta relacionado com atresia folicular. Segundo
Hinrichs e Williams (1997), foi observado uma maior taxa de maturacdo em
oocitos com o cumulus expandido do que nos que apresentavam cumulus
compacto, contrariando as expectativas. Portanto, pode-se inferir que os odcitos
com cumulus expandido, provenientes de foliculos atrésicos apresentam melhor
competéncia para maturacdo. Além disso, foi encontrado uma menor proporcéo
de odcitos com cromatina compacta em foliculos considerados viaveis, do que
nos foliculos com algum grau de atresia. Acredita-se que a atresia folicular
“‘mimetiza” o desenvolvimento do foliculo pré-ovulatorio. Segundo os dados
desta pesquisa, o foliculo vidvel suprime a retomada da meiose e a capacidade
de adquirir a competéncia para maturagao.

Lodde et al. (2019) também descreveu uma menor porcentagem de COCs
compactos, coletados de foliculos menores que 1 cm e entre 1 e 2 cm, que
atingiram a MIl, quando comparados com COCs expandidos. A expansao das
CCs pode estar relacionada com a inabilidade do foliculo degenerado em manter
o blogueio meiético (HINRICHS et al., 1993).

Os od6citos equinos com as CCs expandidas maturam em um periodo
menor do que os outros (HINRICHS et al., 1993). Os equinos apresentam uma
populacdo variada de odcitos imaturos, sendo necessario periodos diferentes
para que eles alcancem a maturacdo nuclear e citoplasmatica (GALLI et al.,
2018). Portanto, ainda ndo existe uma padronizacao para o tempo de maturacao
considerado adequado para esta espécie. Normalmente, o tempo necessario
para MIV em equinos varia de 24 a 36 horas (HINRICHS et al., 2005). Sabe-se
que a qualidade do odcito é fator determinante no sucesso da producédo dos
blastocistos (LONERGAN; FAIR, 2015).



A maturacdo oocitaria € um processo complexo e ainda néo totalmente
elucidado, envolvendo a maturacdo nuclear, citoplasmatica e molecular. De
maneira resumida, na maturacdo nuclear temos a quebra da vesicula
germinativa, a reorganizacao e a segregacao cromossomica, com a extrusao de
dois corpusculos polares. J4 a maturacao citoplasmatica envolve mudancas na
morfologia e localizacdo das organelas celulares (CROCOMO et al., 2011). Na
maturagcdo molecular, o odcito produz e armazena RNA mensageiro (RNAm) que
sera utilizado futuramente na sintese proteica (LANDIM-ALVARENGA;
MAZIERO, 2014).

Esses eventos permitem que 0s 00citos se tornem viaveis para serem
fertilizados e originarem novos individuos. A maturacdo nuclear pode ser
comprovada através de técnicas de coloracdo e andlise microscopica. Ja a
maturacdo citoplasmatica é comprovada indiretamente através do sucesso da
fertilizacdo do odcito (VASSE, 2015; PRESTES; LANDIM-ALVARENGA, 2017).
Segundo Uyar; Torrealday; Seli, 2013, a analise da expresséo génica dos COCs
pode ser feita por técnicas de reacdo em cadeia de polimerase (PCR). A
maturacdo nuclear e citoplasmatica € indicativa do desenvolvimento oocitario,
mas ndo garante sua competéncia para o desenvolvimento de um novo ser
(FERNANDES et al., 2006).

FIGURA 4. COCs equinos ap6s a maturacdo por 24 horas em placa 4 pocos,

observados na lupa. Fonte: Acervo pessoal.

O Monofosfato de Adenosina ciclica (AMPc) € uma importante molécula

sinalizadora na manutencdo do od6cito em bloqueio meiodtico. Concentracdes
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elevadas dele no interior do o6cito mantém o bloqueio, e sua diminuicdo leva a
retomada da meiose. As enzimas adenilato ciclase (sintese) e fosfodiesterase
(degradacao) regulam as concentracées de AMPc no interior do oécito (CONTI
et al., 2012).

Os niveis elevados de AMPc no odcito suprimem a atividade do Fator
Promotor de Maturacdo (MPF), uma proteina conhecida como reguladora
universal do ciclo celular (NURSE, 1990). Ela atua na condensacédo dos
cromossomos, ruptura do envelope nuclear e reorganizacdo das organelas
citoplasmaticas. A ativacdo do MPF promove a retomada da meiose, com a
quebra da VG e maturacdo oocitaria (DEKEL, 1996). Portanto, nos odocitos
maduros, as concentracdes de MPF sdo maiores do que nos o4citos imaturos
(GOUDET et al., 1998).

A inibicdo da Fosfodiesterase 3 aumenta os niveis de AMPc, ativando a
Proteina Quinase A (PKA). A Proteina Quinase Ativada por Mitdgenos (MAPK)
também esté envolvida no progresso da meiose e catalisa a ativacdo de outras
proteinas quinases, conhecidas como proteinas quinases ativadas pelas
MAPKs. Quando as MAPKs estao ativadas, elas promovem a estabilizacdo do
MPF nos odcitos. Sua atividade também esta relacionada com a variacdo de
AMPc e PKA no oécito (GOTTARDI; MINGOTI, 2009; LANDIM-ALVARENGA,
MAZIERO, 2014).

As células do cumulus tém papel fundamental no desenvolvimento
oocitario, elas “levam” os metabdlitos e nutrientes necessarios para o0 odcito
retomar a meiose e atingir a Mll. A expansao das CCs € um indicador do sucesso
da MIV (LONERGAN; FAIR, 2015).

A taxa de MIV de odcitos equinos € menor que de bovinos. Segundo Lewis
et al. (2016), a taxa de maturacdo de odcitos equinos obtidos em abatedouro foi
de 32%, enquanto em od0citos obtidos por aspiracéo transvaginal foi de 67%. Ja
em bovinos, a taxa de maturacao oocitaria in vitro se aproxima de 90% (DIAS et
al., 2022). Porém, ha de se considerar que nos experimentos com ovarios
obtidos de abatedouro, os odécitos sdo heterogéneos, provenientes de foliculos
normais e em atresia (LANDIM-ALVARENGA, 1999).

Em equinos, esta incompeténcia em retomar e completar meiose, pode
estar relacionada com uma deficiéncia na regulacdo do MPF e/ou inabilidade
para fosforilar o MAPK (GOUDET et al., 1998), sendo que mais estudos sao
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necessarios para esclarecer o porqué de isto ocorrer. Além disso, sabe-se que
a competéncia oocitaria para a MIV € influenciada pelo estagio de
desenvolvimento folicular, no momento da recuperagéo. Goudet et al. (1998) fez
um experimento com maturagdo oocitaria in vitro em equinos, tendo obtido os
o0citos por aspiracdo in vivo. Foi identificado que a taxa de maturacéo era menor
em oocitos provenientes de foliculos aspirados na emergéncia do foliculo
dominante, do que nos odcitos obtidos no final do desenvolvimento do foliculo
dominante. Portanto, inferiram que a atresia dos foliculos subordinados, devido
a presenca do foliculo dominante, pode “aumentar” a competéncia oocitaria.

A idade materna avancada esta associada com declinio da fertilidade,
influenciando a qualidade oocitéaria e podendo causar alteracbes de morfologia,
expressdo génica e potencial de desenvolvimento (CARNEVALE; KATANDI;
FRESA, 2020). Catandi et al. (2021) demostrou que éguas idosas apresentam
um declinio na atividade metabdlica oocitaria e embriondria, prejudicando a
fertilidade delas.

Nos experimentos de MIV de equinos, normalmente trabalhamos com
foliculos entre 10 e 30 mm. Os odcitos provenientes de foliculos menores que 10
mm de didmetro apresentam menor capacidade de atingir a maturacao nuclear.
Ja os odcitos provenientes de foliculos com mais de 30 mm de diametro, podem
estar em estagios ja avancados de maturacao. O ideal para os experimentos de
MIV séo os odcitos que se encontram na fase de maturacéo nuclear conhecida
como vesicula germinativa (VG) ou quebra da vesicula germinativa (QVG), por
poderem retomar a meiose (HINRICHS et al., 1993; CURCIO et al., 2006a).

2.2.1 Maturacao nuclear

Quando ocorre a retomada da meiose, o envelope nuclear se desfaz e os
cromossomos iniciam sua condensacdo, caracterizando a quebra da vesicula
germinativa. Com o0 avancar da meiose 0s cromossomos se alinham na placa
metafésica da 12 divisdo da meiose (metafase I, MI). Ocorre a reducdo do
namero de cromossomos pela metade, com a eliminagéo do 1° corpusculo polar
(CP). Entéo, os cromossomos resultantes no oécito entram na 22 divisao da
meiose, formando a placa metafasica Il (o0cito secundario). Apos a fertilizacao,
a Ml se completa, com a extruséo do 2° CP (ARAUJO et al., 2007; PRESTES;
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LANDIM-ALVARENGA, 2017). Quando ocorre a ovulacdo dos equinos, € o
o0cito secundario que é ovulado.

A 12 divisdo da meiose é fundamental para manter a estabilidade do
namero de cromossomos da espécie (n). Quando ocorrer a fecundacgdo, o
namero de cromossomos se restabelece (2n). A formacgéo do 1° CP sinaliza o
final da meiose | e a formacédo do 2° CP indica que houve a fertilizacdo do odcito
(ARAUJO et al., 2007). Os odcitos sdo responsaveis pela transferéncia dos
genes maternos para as proximas geragoes.

Para que os odcitos possam ser avaliados com relagcdo a maturacéo, é
necessario que eles sejam desnudados antes das avaliacfes. As CCs do odcito
equino sao bastante aderidas a zona pellcida, diferente de outras espécies. Uma
solucdo de Hialuronidase ou Tripsina — Acido Etilenodiamino Tetra-Acético
(EDTA) pode ser utilizada para facilitar o desnudamento (MCKINNON et al.,
2011).

Segundo Hinrichs et al. (1993) e Landim-Alvarenga (1999) a maturacéo
nuclear pode ser classificada, de acordo com a configuragdo cromossomica, em:

- VG: nucleo esférico, com carioteca integra e cromatina filamentosa.

- QVG: cromatina condensada e auséncia de carioteca.

- MI: encontramos na periferia do ooplasma cromossomos arranjados na
placa metafasica.

- MIl: cromossomos metafasicos na periferia do ooplasma, com extrusao
do 1° CP.

- Degenerado (D): configuragcédo anormal da cromatina.

- N&o analisavel (NA): ndo foi visualizada a cromatina.

2.2.2 Maturacdao citoplasmatica

A maturacao citoplasmética é caracterizada por mudancas no formato e
localizagéo das organelas do oocito. Consiste em uma série de mudancas que
preparam o citoplasma para o desenvolvimento embrionario apés a fertilizacado
(MCKINNON et al.,, 2011). Conforme o foliculo cresce, a maturacdo
citoplasmatica vai ocorrendo. Quando os od6citos sdo recuperados de foliculos

menos maduros, a maturacdo nuclear pode ocorrer, mas eles podem nao
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apresentar uma maturacao citoplasmatica adequada para o desenvolvimento de
um novo individuo (FRANZ et. al, 2003).

Em odcitos imaturos as mitocdndrias e o complexo de Golgi encontram-
se na periferia do odcito, e os granulos corticais proximos ao complexo de Golgi,
onde sdo formados. Nos estagios iniciais da maturacéo nuclear, também foram
encontrados clusters densos de mitocéndrias na periferia do o6cito (AGUILAR et
al., 2007). De acordo com Fernandes et al. (2006), os 00citos equinos imaturos
apresentam grande quantidade de goticulas de lipideo associadas as
mitocondrias, distribuidas pelo citoplasma. Além disso, o complexo de Golgi
estava mais desenvolvido em odcitos imaturos do que nos ja maduros.

As goticulas de lipideo e as mitocéndrias sdo essenciais para a producéo
de energia necessaria para a maturacdo oocitaria e desenvolvimento
embrionario. Com a maturacdo nuclear, esta grande quantidade de lipideos se
polariza (AMBRUOSI et al., 2009). Nos oécitos maduros, as mitocondrias e o
complexo de Golgi migram para proximo do nucleo, e os granulos corticais
deslocam-se para a periferia dos odcitos que atingirem a maturacao, auxiliando
no bloqueio a poliespermia (LANDIM-ALVARENGA; MAZIERO, 2014). Nos
oocitos em Ml e MII, foi encontrado um padrdo mais disperso das mitocondrias
por todo o odcito (AGUILAR et al., 2007).

Com relacdo as mitocdndrias, elas tém papel fundamental no
metabolismo energético oxidativo, sendo responsaveis pela sintese de
adenosina trifosfato (ATP). Elas se deslocam para locais com alto consumo de
energia, sendo este deslocamento essencial para os odécitos em periodos
importantes do ciclo celular (KRISHER; BAVISTER, 1998; LANDIM-
ALVARENGA; MAZIERO, 2014). As mitocondrias sdo as organelas mais
abundantes no ooplasma, além de serem a principal fonte de energia do odcito
(AGUILAR et al., 2007). De acordo com Sun et al., 2001, com a progressao da
meiose, em suinos, as mitocéndrias se acumulam na area perinuclear desde a
QVG até a anafase I.

Segundo Landim-Alvarenga (1999), a maturacéo citoplasmatica pode ser
influenciada pela presenca das CCs, uso de gonadotrofinas no meio de

maturacdo e o tempo de maturacéo dos 00citos.
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2.2.3 Maturacdo molecular

Importantes acontecimentos na formac¢éo de um novo individuo, como a
maturacdo oocitaria, fertilizagdo e embriogénese inicial sdo dependentes da
transcricdo e estoque de Acido Ribonucleico mensageiro (RNAm) durante o
bloqueio meidtico (SIRARD, 2012; CROCOMO; LANDIM-ALVARENGA;
BICUDO, 2019; CARNEVALE; KATANDI; FRESA, 2020). A expressao génica
resulta em produtos génicos necessarios para regular os eventos de maturacao
no foliculo e no oécito (CAMPOS-CHILLON et al., 2015). O potencial de
desenvolvimento de um embrido depende do potencial de desenvolvimento do
odcito que o originou (RODRIGUEZ; FARIN, 2004).

A falta de competéncia de alguns odcitos maturados in vitro pode se
relacionar com a composi¢ao e abundancia dos transcritos de RNAmM presentes
no odcito (SOUSA; WESTHUSIN; WATSON, 1998; LONERGAN et al., 2003).

O o6cito e as CCs estabelecem um “didlogo” entre si, através da
expressdo de alguns genes para que o odécito se torne maduro, e apls a
fertilizacdo, ocorra o desenvolvimento embrionario (FEUERSTEIN et al., 2006).
A observacao das CCs nos traz informacdes sobre o0 odcito. A expressao génica
destas células pode predizer sobre a qualidade oocitaria e embrionéaria (UYAR;
TORREALDAY; SELI, 2013).

Dentre os muitos genes envolvidos na maturacdo oocitaria, podemos
citar alguns de grande importancia, como: Ampirregulina (AREG), Conexinas,
Fator de Crescimento e Diferenciacdo 9 (GDF9), Fosfodiesterase 3A (PDE3A),
Hiualurona Sintetase 2 (HAS2), Metaloproteinases, Proteina Morfogenética
Ossea 15 (BMP15) e Receptores de FSH (FSHR) e LH (LHR) (CROCOMO;
LANDIM-ALVARENGA; BICUDO, 2019; BUENO; BASTOS; RECHSTEINER,
2021; HE et al.; 2021).

A AREG se expressa nas células murais da granulosa, é um dos
mediadoras da agdo do LH. Atua também como um mensageiro folicular,
promovendo a maturacdo oocitaria e expansédo das CCs (FEUERSTEIN et al.,
2006; LINDBLOOM et al., 2008; SAYASITH et al., 2013). Em um estudo
realizado em bovinos (SUGIMURA et al., 2014), observaram que a AREG em
combinag¢do com BMP15, promovem uma melhor qualidade oocitaria.
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As Conexinas compfem o0s canais membranosos de comunicacao
intracelular, permitindo a comunicacéo entre o oo6cito e as CCs (BRESNAHAN et
al., 2022). A Conexina 37 (Cx37) € uma dessas proteinas, presente nas juncdes
gap, entre o odcito e as CCs (FEUERSTEIN et al., 2006). A Conexina 43 (Cx43)
esta presente nas juncdes gap que permitem a comunicacdo entre as proprias
CCs (ACKERT et al., 2001). A deficiéncia das conexinas prejudica a fertilidade e
a qualidade embrionaria (BRESNAHAN et al., 2022). A deficiéncia da Cx37
também esta relacionada com assincronia entre a maturacdo nuclear e
citoplasmatica (CARABATSOS et al., 2000; LIMA et al., 2016).

Egua idosas apresentam menor expressdo da Cx43 nos odcitos, na
corona radiata e nas células da granulosa, e menor expressao da Cx37 nas CCs,
quando comparadas com éguas jovens. Portanto, a idade avancada pode
interferir na comunicacdo celular (BRESNAHAN et al.,, 2022). Durante a
expansdo das CCs ocorrem mudancas nas juncdes gap (DELL'AQUILA et al.,
2004). Segundo Marchal et al., 2003, a retomada da meiose € acompanhada
pela reducdo dos niveis de Cx43, nos equinos.

A PDE3A apresenta um importante papel no controle da maturacéo
nuclear do odcito, atuando na hidrélise do AMPc, que se relaciona com a
retomada da meiose (FEUERSTEIN et al., 2006; LINDBLOOM et al., 2008).
Foram identificadas diferencas no perfil de expressdo da AREG e PDE3A em
éguas idosas, sugerindo uma maturacdo oocitaria prematura, quando
comparadas com animais jovens (CAMPOS-CHILLON et al., 2015).

A HAS2 induz a producao de &cido hialurénico, o principal componente da
matriz extracelular das CCs e sua expansao (FEUERSTEIN et al., 2006; UYAR;
TORREALDAY; SELI, 2013), que é essencial para a maturacao citoplasmética
(DELL"AQUILA et al.,, 2004). A expressdo deste gene se relaciona com a
qualidade da maturacéo oocitaria (MCKENZIE et al., 2004) e pode servir como
um possivel marcador da competéncia oocitaria (ASSIDI et al., 2008).

A BMP15 é integrante de uma familia de fatores de crescimento que
controlam as fungbes ovarianas em estagios distintos de desenvolvimento
folicular (COSTA et al., 2012). Ele é responséavel pela sinalizacdo oocitéaria,
atuando no recrutamento do foliculo primordial, proliferacao de células da teca e

granulosa, promocéo da maturacédo do oocito e comunicacéo dele com as CCs,



16

entre outros funcbes. Aléem disso, ele influencia a maturacdo e a qualidade
oocitaria (WU et al., 2007; SANFINS; RODRIGUES; ALBERTINI, 2018).

Assim como o gene BMP15, o gene GDF9 é expresso durante todo
desenvolvimento oocitario. O GDF9 relaciona-se com a expansdo das CCs,
regulando diversas enzimas envolvidas no processo, criando um ambiente
adequado para o desenvolvimento oocitario (YAN et al., 2001; PANGAS;
MATZUK, 2005). Ambos se relacionam também com a competéncia do
desenvolvimento oocitario ao final da maturagéo e atuam de maneira conjunta
(RODRIGUEZ; FARIN, 2004; FEUERSTEIN et al., 2006). A expresséao deles em
o0citos provenientes de éguas jovens € maior do que nos provenientes de éguas
idosas (CARNEVALE; KATANDI; FRESA, 2020).

O FSH atua no crescimento folicular e expanséo das CCs, além de induzir
a expressao dos LHRs (DELL"AQUILA et al., 2004; FEUERSTEIN et al., 2006).
Além disso, ele estimula a maturac&o oocitaria, ligando-se aos FSHRs. Segundo
Scarlet et al., 2015, os FSHRs estéo presentes nas CCs e no tecido luteinizado,
sugerindo que o FSH também atua na formacéo e manutencédo do CL.

As Metaloproteinases s&8o responsaveis por algumas partes das
alteracdes estruturais que ocorrem no Utero e nos ovarios durante o ciclo estral
(CURRY; OSTEEN, 2003). A Metaloproteinase de Matriz 1 (MMP1) e a
Metaloproteinase de Matriz 2 (MMP2) sdo essenciais na remodelacao tecidual,
gue ocorre durante o desenvolvimento folicular (BASTOS et al., 2014).

A expressao dos LHRs se relaciona com a qualidade do odcito (YANG et
al., 2005). O LH influencia no aumento do influxo de célcio para o odcito,
expansdo das CCs e retomada da meiose (MATTIOLI; BARBONI, 2000). Além
disso, h&a relacdo entre a expressdo das Metaloproteinases e dos LHRs,
sugerindo que os LHRs podem sinalizar o inicio da producdo das
Metaloproteinases (BASTOS et al., 2014). Em éguas idosas, a expressdo dos
LHRs diferiu dos animais jovens, sugerindo uma assincronia no inicio da
maturacao oocitaria (CAMPOS-CHILLON et al., 2015).

Segundo Cox et al., 2015, houve diferengas na expressdo génica de
COCs equinos entre animais jovens e idosos, sendo que éguas idosas podem
apresentar menor qualidade e competéncia de desenvolvimento oocitario. O
meio de maturagéo, com a adigdo de diferentes moléculas, também influencia a
expressdo génica no odécito (WATSON, et al., 2000; SHEN et al., 2022). Além
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disso, existem diferencas no perfil de expressao génica de odécitos equinos com

o cumulus compacto e expandido (SHEN et al., 2022).
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FIGURA 5. Andlise da expressdo génica de odcitos equinos. Fonte: Acervo

pessoal.

2.3 Bloqueio meidtico em odcitos

O bloqueio meidtico em o6citos equinos imaturos pode ser mantido pelo
uso de bloqueadores da meiose (HINRICHS et al., 2002) ou pela manutencao
dos mesmos em temperatura ambiente (CHOI et al.,, 2006b; MARTINO et al.,
2014).

As estratégias mais comuns para manter o bloqueio meiético consistem
em manter elevados os niveis de AMPc no interior do odcito, seja pelo uso de
andlogos do AMPc, ativadores da adenilato ciclase ou inibidores da
fosodiesterase. O bloqueio também pode ser mantido utilizando substancias que
inibem a sintese proteica ou a fosforilagdo ou que atuem nas quinases
dependentes de ciclinas (LONERGAN; FAIR, 2015). O mecanismo de acao da
manutencdo do bloqueio meibdtico nos o06citos equinos sem 0 uso de
bloqueadores da meiose, apenas os mantendo em temperatura ambiente, em

meio embrionério, ainda néo foi esclarecido (MERLO et al., 2022).
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Sabe-se que a retirada precoce de COCs imaturos do foliculo de alguns
mamiferos resulta na espontanea retomada da meiose (METCALF et al., 2020).
O uso de blogueadores da meiose € uma tentativa para melhorar a competéncia
dos odcitos maturados in vitro, permitindo que o odcito tenha mais tempo para
se capacitar, acumular as moléculas necessarias para o desenvolvimento
embrionario e alcancar a sincronia da maturacdo nuclear e citoplasmatica
(FERREIRA et al., 2009; BILODEAU-GOESEELS, 2012; LANDIM-ALVARENGA;
MAZIERO, 2014).

A Butirolactona | € um exemplo de bloqueador de meiose, sendo
considerado um dos mais seguros e eficientes, inibindo as quinases
dependentes de ciclinas (CDKSs), incluindo o MPF (HINRICHS et al., 2002). E
uma substancia natural, isolada do fungo Aspergillus terreus (GOTTARDI;
MINGOTI, 2009). O uso de inibidores da meiose na producéo in vitro de embrides
bovinos é bem estabelecido, sendo que a Butirolactona | € capaz de promover o
bloqueio da meiose de maneira reversivel e ndo causar danos ao fuso meiotico
ou na distribuicdo dos cromossomos apos a MIV (FERREIRA et al., 2009).

Em um estudo realizado por Guemra et al. (2014), foi concluido que a
Butirolactona pode ser usada na PM de maneira efetiva para o bloqueio meidtico
temporario de odcitos bovinos. Ela ndo afetou o desenvolvimento embrionario e
as taxas de prenhez. Segundo Maziero et al., 2016 o uso de Butirolactona |
auxiliou no incremento da taxa de formacdo de blastocisto e seu uso em
associacdo com Roscovitina, outro inibidor de meiose, pode até melhorar a
resisténcia embrionaria a criopreservacao.

Hinrichs et al. (2002) fez um estudo com oécitos equinos imaturos (VG),
testando diferentes inibidores da meiose (6-Dimetilaminopurina, Butirolactona e
Roscovitina). Seus resultados mostraram que estas substancias podem inibir a
retomada da meiose em odcitos com cromatina condensada, porém 0s o06citos
com a cromatina difusa parecem degenerar, mesmo na presenca dos inibidores
da meiose.

Segundo Franz et. al (2003) e Choi et al. (2006a) a Roscovitina é eficiente
em manter o bloqueio meiético, de maneira reversivel, em odcitos equinos
imaturos. Sendo mais eficiente em odécitos com o cumulus compacto. Ela ndo
afeta a competéncia meidtica destes oocitos apos a maturacado. Alem de nao

provocar nenhum efeito prejudicial na formacao dos blastocistos apos a ICSI.
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Choi et al. (2006b) fez um estudo comparando a manuten¢ao dos o0citos
equinos imaturos com o cumulus expandido em meio com Ciclohexamida e
Roscovitina, como bloqueadores meioticos, em estufa com 5% gas carboénico
(CO2), a 38,2°C e a manutengcao dos mesmos em meio sem inibidor da meiose
(M199 modificado) em temperatura ambiente, por 16 a 18 horas. Concluiram que
apos a incubacdo com os inibidores da meiose, em 00citos equinos com 0O
cumulus expandido, houve uma reducdo na formacdo de blastocistos. Ja a
incubacdo no meio sem inibidor da meiose néo afetou a competéncia meiotica
ou de desenvolvimento deles.

A manutencdo de o0citos equinos compactos em meio M199 modificado,
em temperatura ambiente, equivale a cultura deles em meio com Roscovitina,
permitindo ap6s a PM, a MIV e a formacao de blastocistos (CHOI et al., 2007).
Martino et al. (2014) testou a manutencdo dos odcitos equinos em meio M199
modificado, sem a adicdo de bloqueadores da meiose, em temperatura ambiente
por 16-18 horas. Foi concluido que a 25°C sdo mantidos o bloqueio meiético e a
viabilidade dos odcitos.

Dini et al. (2016) fez um estudo sobre a manutencdo de odcitos equinos
em meio comercial de embrido, por 18 a 20 horas, em temperatura ambiente,
antes da MIV. Concluiram que os odcitos podem ser mantidos neste meio sem
prejuizo as taxas de maturacao ou desenvolvimento do blastocisto. Além disso,
estes odcitos precisaram de um menor tempo para chegar na MIl do que os
odcitos que foram direto para MIV.

A manutencdo dos odcitos equinos na PM, durante a noite, pode fazer
uma “pré-selecdo” dos odcitos mais competentes, melhorando seu
desenvolvimento apdés a ICSI. Os odcitos que degeneram neste periodo
provavelmente sdo aqueles que apresentam competéncia de desenvolvimento
prejudicada (MERLO et al., 2022).

Em um estudo realizado por Galli et al., 2018, compararam a maturagao
dos odcitos equinos por 24 a 28 horas e a maturacao por 36 horas, precedida de
PM 7 a 8 horas no meio H-SOF. Observaram que o0 maior tempo de MIV,
associada a PM, quase dobrou o nimero de blastocistos apds a ICSI. Este tempo
a mais que odcito tem parece melhorar a maturacdo citoplasmatica e a

competéncia de desenvolvimento oocitaria.
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Estudos estdo sendo realizados para estabelecer os limites de
temperatura para transporte de o0citos equinos, porém se considera prudente
que o transporte seja realizado entre 20 e 22°C, n&o ultrapassando 36 horas
(STOUT, 2020).

3. CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas em reproducdo equina estdo avancando nos ultimos anos,
a principal limitacdo que encontramos € a disponibilidade de odécitos equinos. A
inibicdo da meiose, seja pelo uso de bloqueadores da meiose, ou entdo pela
manutencdo dos o0citos equinos em temperatura ambiente é benéfica,
permitindo assim uma melhora da sincronia entre maturagdo nuclear e

citoplasmatica.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Testar a viabilidade da manutencdo de oocitos em meio de cultivo
embrionario comercial disponivel no Brasil (Botuembryo), comparando ao meio

de cultivo acrescido de inibidor de meiose (Butirolactona), antes da MIV.

4.2 Objetivos Especificos

Determinar o efeito bloqueador do Botuembryo, a 25°C, sobre odcitos
equinos imaturos cultivados in vitro, comparando com o meio DMEM/F12
acrescido de Butirolactona.

Comparar a maturacdo nuclear e citoplasmatica dos o6citos equinos
mantidos em meio embrionério comercial (Botuembryo) e em meio acrescido de
Butirolactona.

Verificar possiveis diferencas na expressao génica dos o6citos mantidos
em meio embriondario comercial (Botuembryo) e em meio acrescido de

Butirolactona.
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RESUMO

Introducéo: A pré-maturacéo (PM) de odcitos equinos é realizada para que eles
possam alcancar a sincronia da maturacdo nuclear e citoplasmatica, apés a
maturacao in vitro (MIV).

Objetivos: Avaliar a maturacdo nuclear e citoplasmatica e a expressao génica
dos odcitos equinos em meio embrionario equino comercial disponivel no Brasil
(Botuembryo), comparando ao meio de cultivo acrescido de inibidor de meiose
(Butirolactona 1), antes da MIV.

Delineamento Experimental: Foram comparados 3 grupos distintos, em 2
momentos. Os grupos foram: Controle, Botuembryo e Butirolactona. No grupo
Controle, o momento 1 (M1) corresponde ao momento da obtencéo dos odcitos.
Nos grupos tratados, o M1 corresponde ao final da pré-maturacéao (PM), por 20h,
com os respectivos produtos. O momento 2 (M2), nos 3 grupos foi ao final da
MIV. Foi realizado o Teste de Qui-quadrado (x?) (P<0,05) para avaliacdo da
maturacdo nuclear e citoplasmatica. Para avaliacdo da expressao génica, 0S
dados obtidos entre os tratamentos de cada momento foram testados por
ANOVA, seguido de comparacdo dos grupos com o teste de Tukey Kramer
(quando dados paramétricos). JA a analise de cada tratamento entre o0s
momentos foi realizada pelo teste t-Student. As diferengas foram consideradas
significativas quando P < 0,05.

Métodos: Utilizaram-se 149 odcitos equinos, alguns foram avaliados quanto a
maturacao nuclear e citoplasmatica pela microscopia confocal e outros seguiram
para analise da expressao génica, que foi realizada por RT-gPCR. Nos o0citos
foram analisados os genes: BMP15, Cx37, GDF9 e MMP2; e nas células do

cumulus (CCs): AREG, Cx43, HAS2, FSHR e LHR.
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Resultados: Na avaliacdo da maturacdo nuclear e citoplasmatica, foi
encontrado no grupo Butirolactona o maior percentual de odcitos imaturos no
M1, maior percentual de odcitos maduros no M2, com auséncia de citoplasma
imaturo neste momento, e menor percentual de degeneracdo entre 0S grupos
gue passaram pela PM. Na analise da expressao génica, foi observado que o
grupo Butirolactona apresentou indicios de maturacdo molecular acelerada com
alta expressdo de AREG e HAS2 no M1, e diminuicdo da abundancia desses
valores no M2. Por outro lado, a analise da expressao génica de diversos fatores
expressos tanto pelo odcito quanto pelas CCs indicaram uma superioridade do
grupo Botuembryo entre os grupos tratados, ja que neste foi observado, no M1,
menor abundancia de AREG, LHR e HAS2 e maior abundancia de FSHR. Ja no
M2, o grupo Botuembryo apresentou maior abundancia de GDF9.

Principais limitagfes: Disponibilidade de odcitos para a pesquisa.

Conclusdo: Embora a Butirolactona e o Botuembryo tenham apresentado
resultados semelhantes na maturacdo nuclear e citoplasmatica e possam ser
utilizados para manutencéo dos odcitos em bloqueio meidtico, os resultados da
maturacdo molecular indicaram uma superioridade do Botuembryo.
Palavras-chave: reproducdo assistida, fertilidade, ICSI, maturacdo oocitaria,

butirolactona
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos 10 anos, as técnicas de reproducdo assistida, como
fertilizacdo assistida (ICSlI), transferéncia de odcitos e clonagem, tém ganhado
destaque na industria equina. Para o sucesso destas, a disponibilidade de
o0citos saudaveis e com boa competéncia meiotica € fundamental.

A maturacdo oocitaria consiste em 3 processos interligados e
mutualmente dependentes, que sdo a maturacdo nuclear, a maturacdo
citoplasmatica e a maturacdo molecular. A maturacdo nuclear é caracterizada
pela retomada da divisdo meidtica e depende dos niveis intracelulares do fator
promotor da maturacdo (MPF). O MPF €& uma proteina conhecida como
reguladora universal do ciclo celular! que atua na condensacdo dos
cromossomos, ruptura do envelope nuclear e reorganizacdo das organelas
citoplasmaticas. Os niveis intracelulares desta proteina sédo regulados pela
atividade do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), e pelas enzimas
adenilato ciclase, que faz a sintese do AMPc, e fosfodiesterase, que €
responsavel pela degradacdo do AMPc.? A manutencgéo do bloqueio meidtico no
interior de foliculos imaturos é fundamental para a sobrevivéncia dos odcitos e
depende da comunicacao e transferéncia de moléculas reguladoras das células
da granulosa para o o6cito.2

A comunicacao entre 0 004cito e as células da granulosa também influencia
a maturagdo citoplasmatica e molecular, sendo a maturacdo citoplasmatica
caracterizada por modificacdes na distribuicdo das organelas citoplasmaticas
que preparam o odécito para a fertilizacéo e clivagem.* Na maturacdo molecular,

0 00cito e as células do cumulus (CCs) interagem atraves da expressao de genes
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necessarios para que o odécito se torne competente, e apos a fertilizacdo, ocorra
o desenvolvimento embrionario.®

A remocao do odcito do ambiente folicular interrompe a transferéncia das
moléculas reguladoras dos niveis de AMPc, levando a uma retomada
espontanea da meiose.® No caso de odcitos obtidos de foliculos imaturos a
maturacdo nuclear, via de regra, ndo é acompanhada pela maturacao
citoplasmatica, levando a uma diminuicdo da competéncia oocitaria.® Neste
sentido, diversos autores tém trabalhado no desenvolvimento de sistemas de
pré-maturacdo (PM) que conferem ao o6cito melhores condi¢cdes para a
sincronizacdo da maturacdo citoplasmatica e nuclear alcancando maior
competéncia de desenvolvimento durante a maturacéo in vitro (MIV).”

O uso de bloqueadores da meiose € uma alternativa para melhorar a
competéncia dos odcitos maturados in vitro, permitindo que eles tenham mais
tempo para se capacitar, acumular as moléculas necessarias para 0
desenvolvimento embrionéario e alcancar a sincronia entre a maturacao nuclear
e citoplasmatica.>®° A Butirolactona | € um composto que inibe as quinases
dependentes de ciclinas (CDKSs), incluindo o MPF, sendo considerado um dos
bloqueadores da meiose mais seguro e eficiente.'©

Esse tempo de PM pode ser utilizado para o transporte dos odcitos, para
que o proprietario da égua tenha mais tempo para se decidir pelo garanhdo que
utilizara e fazer com que o sémen chegue até o local para ser utilizado, ou para
0 envio dos od0citos para outros laboratorios que dominem as técnicas de
reproducéo assistida.'! Nosso Pais tem dimensdes continentais, e muitas vezes
0 sémen equino esta distante do local que sera feito a ICSI. A PM permite este

“ganho de tempo” para o transporte.
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Em equinos, pesquisas foram desenvolvidas mostrando que em od0citos
imaturos, a maturacdo nuclear também pode ser inibida somente com a
incubacgdo a temperatura ambiente, sem a utilizagéo de inibidores de meiose.?13
Além disso, estes odcitos também podem ser mantidos em meio comercial de
embrido, por 18 a 20 horas, em temperatura ambiente, antes da MIV.*
Entretanto, o0 mecanismo de manutencdo do blogueio meidtico nestes casos,
ainda néo foi esclarecido.

Os meios para manutencdo e transporte de embrifes sdo bastante
utilizados em equinos. No entanto, o mesmo nédo se aplica para o transporte de
oocitos. Devido ao baixo numero de abatedouros equinos e a sua distribuicdo
heterogénea, em muitos locais os equipamentos e a mao de obra qualificada
para trabalhar com a ICSI ou transferéncia de odcitos (TO) é limitada, sendo
necessario o transporte dos odécitos até outros centros reprodutivos.

No Brasil, ndo h4 dados sobre a viabilidade da manutencdo desses
oocitos em meio embrionario comercial disponivel no Pais. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a evolucdo da maturacdo nuclear,
citoplasmatica e a expressao génica em o0citos equinos mantidos por 20 horas
(h) em meio para transporte embrionario (Botuembryo), a temperatura ambiente

comparando ao meio de cultivo acrescido do inibidor da meiose, Butirolactona I.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos éticos

Os aspectos eéticos recomendados pelo Conselho Nacional de

Experimento Animal (CONCEA) foram considerados em cada etapa desse
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estudo, tendo sido aprovado pela Comiss&o Institucional de Etica no Uso de

Animais (CEUA), sob protocolo n® 0028/2020.

2.20btengao do material bioldgico

Foram utilizadas éguas, com histérico desconhecido, abatidas em
abatedouro comercial na cidade de Araguari-MG, Brasil. Os ovarios foram
transportados até o laboratério em um recipiente com solugéo fisiologica 0,9%
(SF, JP Industria Farmacéutica AS, Ribeirdo Preto, Sao Paulo, Brasil) acrescida
de antibidtico (Penicilina-Estreptomicina, Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis,
Missouri, EUA), em temperatura ambiente. O tempo de transporte foi de
aproximadamente 30 minutos. Chegando ao laboratorio, o material foi lavado
com SF e alcool. Os ovarios foram mantidos em Beckers com SF e antibi6tico,

em temperatura ambiente, até o momento da obteng&o dos odcitos.

Os odcitos foram obtidos através da curetagem folicular. Os ovarios foram
dissecados, retirando o tecido conjuntivo e a tanica albuginea, permitindo assim
a identificacdo dos foliculos. Foram utilizados foliculos entre 10 e 30 mm de
didametro. Os foliculos foram incisados em placa de Petri, onde se procedia a
curetagem da parede folicular, seguida da lavagem com uma solucdo contendo
SF, soro fetal bovino 0,01% (SFB, Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis,
Missouri, EUA) e 5000 Ul heparina (Blau Farmacéutica S.A., Cotia, S&o Paulo,
Brasil). Todo o liquido obtido pela lavagem folicular passou pelo filtro de embrido,
reduzindo assim o volume do lavado a ser procurado na lupa. Os odcitos
recuperados foram mantidos em meio de lavagem contendo tampé&o fosfato-
salino (PBS, Laborclin, Pinhais, Sdo Paulo, Brasil) e SFB 5% até o momento de

seguirem para a incubacao. Nao foram utilizados oocitos desnudos.
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2.3 Delineamento experimental

A maturacdo oocitaria foi realizada no meio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium:Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12, Gibco, Grand Island, Nova York,
Estados Unidos), suplementado com 10% SFB e 1% de Penicilina-

Estreptomicina (MB). Os odcitos recuperados foram divididos em 3 grupos:

- Grupo Controle: Incubagdo em MB, por 24 h, em estufa a 38,5°C e 5% CO:

em ar.

- Grupo Botuembryo: Incubac&o por 20 h em meio comercial para embrido
Botuembryo (Botupharma, Botucatu, Sao Paulo, Brasil), a temperatura ambiente
(22 a 25°C), em placa de Petri protegida da luz, seguido de 24 h de incubacédo

em MB, em estufa a 38,5°C e 5% CO2 em ar.

- Grupo Butirolactona: Incubacdo por 20 h em MB contendo 50 uM de
Butirolactona | (Enzo Life Sciences, Farmingdale, Nova York, EUA) em estufa a
38,5°C e 5% CO2 em ar, em placa 4 pocgos, seguido de 24 h de incubacdo em

MB nas mesmas condi¢ces atmosféricas e de temperatura.

A incubacéo in vitro foi realizada em placas 4 poc¢os (Nunc, Roskilde,

Zealand, Dinamarca), com 500 uL de meio, sem 6leo mineral.

2.4 Confeccdao das laminas e avaliacdes morfoldgicas

Os complexos cumulus-odcitos (COCs) foram desnudados por sucessivas
pipetagens em Solucdo de Tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich Chemical Co., St
Louis, Missouri, EUA). Os od6citos foram lavados e incubados por 15 min em PBS

contendo MitoTracker Orange CMTMRos (Thermo Fisher Scientific, Eugene,
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Oregon, EUA), em temperatura ambiente, no escuro. Os odcitos foram entéo
lavados novamente, e fixados durante a noite a 4°C, em solucdo de
paraformaldeido a 2% em PBS, por pelo menos 12 h.

No dia da montagem das laminas, foi acrescido a cada eppendorf, com 1
mL da solugéo de paraformaldeido a 2% em PBS contendo os odécitos, 50 uL de
Triton X-100 (Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis, Missouri, EUA). Os odcitos
foram entdo identificados na lupa e transferidos com o minimo possivel de liquido
para uma lamina contendo uma gota de 30 uL de solucao de glicerol (Sigma-
Aldrich Chemical Co., St Louis, Missouri, EUA) contendo 5% de solucdo com o
corante YO-PRO-1 lodide a 15% (Thermo Fisher Scientific, Eugene, Oregon,
EUA) em PBS + SFB. A gota contendo os odécitos foi entdo coberta por laminula
e as bordas foram seladas com esmalte. As laminas ficaram armazenadas a 4°C,
na auséncia de luz, até o momento da leitura no microscopio confocal a laser.

A avaliagdo da distribuicdo das mitocondrias e a visualizacdo dos
cromossomos foram realizadas simultaneamente. Os o6citos do grupo Controle
foram avaliados antes (M1) e ap6s (M2) a incubacédo por 24 h. Os odcitos dos
grupos Botuembryo e Butirolactona foram avaliados ao final das 20 h de PM (M1)

e apos a incubacéo por 24 h (M2).

2.4.1 Maturagao citoplamatica

A maturacdo citoplasmatica foi estimada de acordo com o padrdo de
distribuicdo das mitocondrias. As mitocondrias sdo organelas que se deslocam
para locais com alto consumo de energia, sendo esta distribuicdo essencial para
0s odcitos em periodos importantes do ciclo celular.®1® Nos estagios iniciais da

maturagéo nuclear sdo observados clusters densos de mitocondrias na periferia
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do odcito. Por outro lado, em odcitos maduros, é observado um padrdao mais
disperso e centralizado das mitocondrias.'® Sendo assim, os odcitos foram
classificados em imaturos ou maduros de acordo com a distribuicdo dessas

organelas.

2.4.2 Maturagao nuclear

Os odcitos foram classificados, dentro de cada grupo, de acordo com o

estagio da meiose:1"18

- Vesicula germinativa (VG): nacleo esférico, com carioteca integra e cromatina
filamentosa (Figura 1a).

- Quebra da vesicula germinativa (QVG): inicio da condensacao da cromatina e
desaparecimento da carioteca (Figura 1b).

- Metafase | (MI): presenca, na periferia do ooplasma, de cromossomos
arranjados na placa metafasica (Figuras 1c e 1d).

- Metafase Il (MIl): cromossomos metafasicos na periferia do ooplasma, com
extrusédo do 1° corpusculo polar (CP) (Figura 1e).

- Degenerado (D): configuracdo anormal da cromatina (Figura 1f).

- Nao analisavel (NA): ndo foi visualizada a cromatina (Figura 1g).
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Figura 1. Na figura 1la temos VG, na figura 1b QVG, ambas com o citoplasma

imaturo. Na figura 1c e d observamos o nucleo em MI. Na figura 1le vemos o
nacleo em MIl, com extrusdo do 1° CP. Nas figuras 1c, 1d e 1e o citoplasma esta
maduro. Na figura 1f temos um 6écito degenerado, com nucleo picnético. Na
figura 1g temos um od6cito ndo analisavel, onde ndo observamos o material
genético. As mitocdndrias foram coradas por MitoTracker Orange CMTMRos
(coloracdo vermelha e indicadas pelo *) e o material genético por YO-PRO-1

lodide (coloracao verde, indicado pela seta).

As imagens foram obtidas pelo microscopio de varredura a laser confocal,
LSM 510 Meta, Zeiss. Foram capturados 8 stacks de cada oécito, no aumento
de 40 vezes. Foi utilizado o laser de 543 nm para excitacdo do marcador
Mitotracker e filtro de emisséo entre 574 e 617 nm para captura das imagens. O
laser de 488 nm foi utilizado para excitagdo do marcador Yo Pro, o filtro de

emissado para captura das imagens variou entre 499 e 531 nm.



256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

43

2.5Expressao génica

Apoés o desnudamento, conforme ja descrito, os odécitos e as CCs foram
armazenados em eppendorfs, no ultrafreezer -80°C até o momento da analise.
A investigacao da expressao de acido ribonucleico mensageiro (RNAm) das CCs
e odcitos recolhidos ao final de cada etapa da maturacdo foi realizada por
Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em Tempo Real (RT-gPCR),
utilizando o sistema Sybr Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Eugene, Oregon, EUA) no equipamento StepOnePlus System, Thermo Fisher
Scientific. Resumidamente, 4 pools de CCs e odécitos, com pelo menos 12 COCs
dos diferentes grupos, foram submetidas a extracdo e purificacdo do acido
ribonucleico (RNA) total com o Arcturus PicoPure RNA Isolation Kit (Thermo
Fisher Scientific, Eugene, Oregon, EUA). As concentracfes de RNA total foram
mensuradas por NanoDrop 2000 Spectrophotometers, Thermo Fisher Scientific.

Em seguida, o RNA extraido foi tratado com desoxirribonuclease (DNAse,
Qiagen, Germantown, Maryland, EUA) conforme protocolo do fabricante para
eliminacdo de possivel contaminacdo com acido desoxirribonucleico (DNA)
gendmico. Posteriormente, a transcricdio do RNAmM em DNA complementar
(cDNA) foi realizada com o Kit de transcricdo reversa High-Capacity cDNA
Reverse Trancription (Thermo Fisher Scientific, Eugene, Oregon, EUA) e as
etapas de incubacao foram realizadas de acordo com as recomendacdes de
tempo e temperaturas do fabricante.

O volume final do mix para PCR foi de 20 pL, em duplicada, e as
condicbes para os ciclos foram 95°C por 10 min (1 ciclo), desnaturacdo a 95°C
por 15 segundos seguida de anelamento a 60°C por 1 min (40 ciclos). As linhas

de base dos dados brutos foram ajustadas para obtencéo dos valores do ciclo
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de threshold (Ct). A abundancia relativa dos genes alvos foi calculada pelo
método Ct comparativo (método 222t e a expresséo do gene B-actin (ACTB)
foi utilizada como referéncia para a normalizacdo dos dados, como descrito ha
literatura.’® A Tabela 1 contém as sequéncias utilizadas para os primers das CCs

e a Tabela 2, para os odcitos.

Tabela 1. Primers para CCs equinas.

Genes Sequéncias Referéncias
. F: CCAGCACGATGAAGATCAAG
B-actin (ACTB) R: GTGGACAATGAGGCCAGAAT
. F:- AGTGCTGATGGGTTTGAGGT
Ampiregulina (AREG) | g GGATATTTGTGGTTCGTTGTCA 20e21
Hialurona Sintetase 2 | F: ACAAATGTGGCAGGCGGAAGAG
(HAS?2) R: GTGATATGTCTCCGTTGGTGGCA
. F: TGGCCTTCTTGCTGATCCAA
Conexina 43 (Cx43) | o 17CTCTGTGGGACGCGAGAG 22
F: CCACAACTGATAGCTACCAACAAG
Receptor de LH (LHR) | o {5 cAGGTGAAATCGGTGAAG 23
Receptor de FSH F: CCACATCTCCCATCCAAGGA 24
(FSHR) R: TGTGCAATTGGCACCATTG
Tabela 2. Primers para 00citos equinos.
Genes Sequéncias Referéncias
. F: CCAGCACGATGAAGATCAAG
B-actin (ACTB) R: GTGGACAATGAGGCCAGAAT 20e21
orfo P;?é%'é‘;éssea F: AGCCCTTGACCAATGTAGCAA
9 R: CGGTTGGATCTCAGAGGAAAGT
15 (BMP15) -
Faetogifde?ecnr;zc';egto F: GGCCACCTCTACAACACTGTCC
& R: CCAGGTTAAACAGCAGGTCCAC
(GDF9)
. F: CATGGAGCCCGTGTTTGTGT
Conexina 37 (Cx37) | o, ATGCATCCGACAACCAGCAT 22
Metaloggﬁgnzase de | b ATGGCGCCCATTTACACGTA -
R: AGCTCTTGAATGCCCTTGATG
(MMP2)
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2.6 Analise estatistica

A analise estatistica da maturacdo nuclear e citoplasmatica foi realizada
pelo software Bioestat 5.0®. Foi realizado o Teste de Qui-quadrado (x?) (P<0,05)
para comparacdo das proporcfes de odcitos em cada grupo e em cada
momento.

Ja para a expressao génica, os dados da abundancia relativa de RNAm
de todos os genes avaliados foram testados para normalidade com o teste de
Shapiro-Wilk antes da avaliacdo dos efeitos dos tratamentos. Assim, os dados
obtidos entre os tratamentos de cada momento foram testados por ANOVA,
seguido de comparacao dos grupos com o teste de Tukey Kramer (quando dados
paramétricos). Ja a analise de cada tratamento entre os momentos foi realizada
pelo teste t-Student. Niveis atipicos de expressdo génica (outliers) foram
identificados pelo teste generalizado ESD (Extreme Studentized Deviate)
disponiveis no software GraphPad PRISM® e excluidos. As andlises foram
realizadas com o software JMP®. Os dados estdo apresentados por média (M) +
erro padrdao da média (EPM), e as diferencas foram consideradas significativas

quando P < 0,05.

3. RESULTADOS

As coletas dos ovarios foram realizadas entre novembro de 2021 e junho
de 2022, totalizando 14 coletas. No periodo de novembro de 2021 a mar¢o de
2022, as coletas foram realizadas para treinamento da técnica de recuperagéo
oocitaria por curetagem folicular, totalizando 9 coletas. Neste periodo obtivemos

264 ovarios equinos, sendo que 175 (66,3%) deles apresentavam foliculos
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dentro do diametro especificado para o experimento. Foram curetados 541
foliculos, sendo recuperados 307 odcitos. Portanto, a média (M) * desvio padrao
da média (DP), da taxa de recuperacéao de odcitos por foliculo incisado, expressa
em porcentagem foi de 56,75% + 7,3. A M + DP, do numero de odcitos obtidos
por ovario, foi de 1,72 + 0,38. A M = DP, do nimero de foliculos entre 10 e 30
mm por ovario foi de 3,1 + 0,81.

Entre os meses de abril e junho de 2022, foram realizadas 5 coletas para
avaliacado da maturacao nuclear e citoplasmatica e expresséo génica dos oocitos
dos grupos Controle, Botuembryo e Butirolactona. Foram coletados 202 ovarios,
sendo que 122 (60,4%) deles apresentavam foliculos dentro do diametro
especificado para o experimento. Foram recuperados 180 odcitos.

Foram avaliados quanto a maturacédo nuclear e citoplasmatica 75 odcitos.
No grupo Controle foram avaliados 24 oécitos, 12 no M1 e 12 no M2. No grupo
Botuembryo foram avaliados 27 odcitos, 14 no M1 e 13 no M2. No grupo
Butirolactona foram avaliados 24 odcitos, 12 no M1 e 12 no M2. Para a analise
da expressao génica foram armazenados 74 COCs. No grupo Controle foram
armazenados 25 oécitos, 12 no M1 e 13 no M2. No grupo Botuembryo foram
armazenados 25 odcitos, 12 no M1 e 13 no M2. No grupo Butirolactona foram
armazenados 24 odcitos, 12 no M1 e 12 no M2. Niveis atipicos de expressao
génica foram excluidos.

Os resultados da maturacao nuclear e citoplasmatica obtidos encontram-

se na Tabela 3.
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Tabela 3. Foi realizado o Teste de Qui-quadrado (x?) para comparacédo das

propor¢cdes de maturacdo (P<0,05), nos diferentes grupos e momentos. O

namero entre parénteses corresponde ao valor total de odcitos.

VG QVG
M1 M2 P M1 M2 P
Controle o° 0 -- 33,33(4) 8,33(1) 0,0001
Botu 7,14 (1)° 7,69 (1) 0,8864 35,71 (5) 0 <0,0001
Butiro 16,67 (2)? 0 <0,0001 33,33 (4) 0 <0,0001
P 0,0001 0,9462
Ml M|
M1 M2 P M1 M2 P
Controle 41,67 (5) 75,00 (9) 0,0023 0 8,33 (1)
Botu 28,57 (4) 53,85 (7) 0,0054 0 15,38 (2) <0,0001
Butiro 41,67 (5) 66,67 (8) 0,0163 0 16,67 (2) <0,0001
P 0,2158 0,1752 0,2237
D NA
M1 M2 P M1 M2 P
Controle 16,67 (2)* 8,33 (1)° 0,0953 8,33 (1)° 0
Botu 7,14 (1)* 23,08 (3)* 0,0037 21,43(3)? 0 <0,0001
Butiro Qo 16,67 (2)® <0,0001 8,33 (1)° 0
P 0,0001 0,0329 0,0110
Cit Im Cit Mad
M1 M2 P M1 M2 P
Controle 66,67 (8) 16,67 (2)* <0,0001 33,33(4) 83,33(10) <0,0001
Botu 57,14 (8) 15,40 (2)* <0,0001 42,86 (6) 84,60(11) 0,0002
Butiro 66,67 (8) oP <0,0001 33,33 (4) 100 (12) <0,0001
P 0,6208 0,0003 0,4364 0,3813

VG: vesicula germinativa; QVG: quebra da vesicula germinativa; Ml: metafase I; MIl: metafase
II; D: degenerado; NA: ndo analisavel; Cit Im: citoplasma imaturo; Cit Mad: citoplasma maduro;
M1: momento 1; M2: momento 2; Botu: Botuembryo; Butiro: Butirolactona.
Letras diferentes () indicam diferencgas significativa (p<0,05) entre os percentuais dos grupos.

Os resultados da expressao génica das CCs encontram-se na Figura 2.

Os resultados da expressao génica dos odécitos encontram-se na Figura 3.



358
359

360

361

362
363
364
365
366
367
368

369

370

371

48

Hl Controle
. 1 BOTU
20 30+ Em BUTIRO
m 15- oM
[ -
5 5 20
< <
—~ 104 -
g 2
72 & 104
L 5 <C b
ab a
b ab a
0- 0-
M1 M2 M1 M2
E 3
204 — 34
b
o 15
= £ 2
2 Q
; 104 i(
) g
< 3 1
T 5
a a
0- 0-
M1 M2 M1 M2
30+
£ 504
0
<
£
T 10 b
a a
0_
M1 M2

Figura 2. Resultados de expresséo génica (média e erro padrdo da média) de
diferentes genes expressos nas CCs de 04citos equinos, em grupos e momentos

distintos.

AREG: Ampiregulina; Cx43: Conexina 43; FSHR: Receptor de FSH; LHR: Receptor de LH; HAS2:
Hialurona Sintetase 2; Botu: Botuembryo; Butiro: Butirolactona; M1: momento 1; M2: momento
2; Botu: Botuembryo; Butiro: Butirolactona.

Letras diferentes (2P) indicam diferencas significativa (P<0,05) entre os grupos, no mesmo
momento. A presenca do asterisco (%) indica diferenca significativa (P<0,05) entre 0s momentos,
Nno mesmo grupo.
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Figura 3. Resultados de expressao génica (média e erro padrdo da média) de
diferentes genes expressos nos 00cCitos equinos, em grupos € momentos

distintos.

BMP15: Proteina Morfogenética Ossea 15; Cx37: Conexina 37; GDF9: Fator de Crescimento e
Diferenciacdo 9; MMP2: Metaloproteinase de Matriz 2; Botu: Botuembryo; Butiro: Butirolactona;
M1: momento 1; M2: momento 2; Botu: Botuembryo; Butiro: Butirolactona.

Letras diferentes (2P) indicam diferencas significativa (P<0,05) entre os grupos, no mesmo
momento. A presenca do asterisco (%) indica diferenca significativa (P<0,05) entre 0s momentos,
Nno mesmo grupo.

4. DISCUSSAO

No presente experimento foram utilizados ovarios de abatedouro, desta
forma os odcitos foram obtidos de éguas com histérico desconhecido, portanto
varios fatores podem ter interferido na qualidade deles. A dinamica folicular na
égua € influenciada pela nutricdo, temperatura, estresse e fotoperiodo.?¢

Aléem disso, sabe-se que a idade materna avancada esta associada com

declinio da fertilidade, influenciando a qualidade oocitaria e podendo causar
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alteracdoes de morfologia, expressdo génica e potencial de desenvolvimento.?’
Ha um declinio na atividade metabolica oocitaria e embrionaria em fémeas
equinas idosas, prejudicando a fertilidade delas.?® Portanto, todos estes fatores
podem ter influenciado a qualidade dos odcitos recuperados, impactando nos
resultados obtidos no presente experimento. Entretanto, tendo estas
informacdes, pode-se inferir que a PM sera benéfica especialmente nas éguas
idosas, ja que o o0cito proveniente delas terd um tempo a mais para atingir a
sincronia da maturacao nuclear e citoplasmatica.

Os resultados de recuperacao oocitaria obtidos com a curetagem dos
foliculos, foram inferiores ao relatado por diversos autores.?® Apesar disso, nossa
taxa de recuperacédo oocitaria por foliculo incisado (56,75%) se assemelhou aos
resultados de Franz et al. (59%).3° Acredita-se que o tempo gasto entre a
recuperacao dos ovarios e a curetagem deles, pela falta de experiéncia inicial do
profissional, possa ter impactado negativamente nestas taxas.

Na Tabela 3, é possivel observar que o grupo Butirolactona apresentou
maior percentual de oocitos em estagio de VG no M1, apresentando também
diferenca entre os momentos 1 e 2. Com relacdo a QVG nao houve diferenca
entre 0s grupos, entretanto houve diferenca entre os momentos. Os grupos
Botuembyo e Butirolactona ndo apresentaram o6citos em QVG no M2, ja o grupo
Controle apresentou um pequeno percentual (8,33%). As fases de VG e QVG
representam o inicio da retomada da maturacdo nuclear, e uma vez que a
simples retirada do o6cito ja € um estimulo para a retomada da meiose,3! é
esperado encontrar o6citos em QVG antes do inicio da MIV, devido ao tempo
necessario para a curetagem, identificacdo e manipulacdo dos odcitos. Apesar

disso, as diferencas entre os grupos indicaram que a PM com Butirolactona foi a
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mais eficiente em controlar esse processo, uma vez que nesse grupo foi
observado a manutencao de odcitos em VG mesmo apés o tempo de PM.

Por outro lado, qguando somamos os percentuais de VG e QVG, que sao
0s odcitos imaturos e aptos para retomar a meiose,’?® no M1, encontramos no
grupo Controle 33,33%, no grupo Botuembryo 42,85% e no grupo Butirolactona
50%. Novamente fica evidente a retomada espontanea da meiose apos a
remocao do odcito de seu ambiente folicular. Os resultados mostraram que o
bloqueio da meiose entre 0os grupos que passaram pela PM néo diferiu, e foram
semelhantes aos observados no grupo Controle, indicando que o percentual de
oocitos aptos a MIV é semelhante com ou sem o periodo de PM testado.

Ha& relatos na literatura de que a PM,”2° com inibidores de meiose, em
o0citos que j4 estdo em estagios mais avancados de maturacdo, como por
exemplo com o cumulus expandido, ndo é eficiente. Infelizmente ndo temos
informacBes estabelecidas inicialmente sobre a fase folicular em que se
encontravam as éguas abatidas, e nao foi possivel separar os COCs em cumulus
compacto e expandido devido ao baixo nimero de odcitos coletados.

O tempo de PM entre 16 e 18 h, com inibidores da meiose, apresentou
resultados positivos em 00citos equinos com o cumulus compacto quanto a
manutencdo do bloqueio da maturacdo nuclear. No entanto, o uso desse
protocolo resultou em baixo indice de producdo embrionéria.33 J4 a manutencéo
de odcitos com o cumulus expandido, tanto na presenga como na auséncia de
inibidores de meiose, manteve 0s 00citos em estagios imaturos e resultou em
boas taxas de producdo de embrides.? Apesar de haver relatos na literatura do
éxito da manutencao de oocitos em bloqueio da meiose apos incubagédo em meio

comercial para embrido,*334 no presente trabalho, o indice de VG observado no
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M1, quando foi utilizado o Botuembryo, foi inferior ao grupo Butirolactona. No
entanto, quando observamos o estagio de QVG, e/ou agrupamos os dados de
VG + QVG, as diferencas entre os grupos tratados desaparecem, demonstrando
que ao final das 20 h de incubacéo, a utilizacdo de Botuembryo a temperatura
ambiente ou de Butirolactona, resultou em percentuais de odcitos imaturos
semelhantes.

A proporcéao de odcitos em M, no M1, ao final do periodo de PM (20h) foi
de 41,67% e 2857% para o0s grupos Butirolactona e Botuembryo
respectivamente. Estes resultados ndo diferiram estatisticamente do grupo
Controle, onde foi observado o percentual semelhante logo apo6s a colheita. A
presenca de oo6citos em MI logo apos a recuperacdo deles pode estar
relacionada com a presenca de o6citos com o cumulus expandido,’’ obtidos
provavelmente de foliculos em atresia, ou a excessiva demora para 0
processamento, com conseqguente reinicio da meiose.

Apesar disso, em todos os grupos, houve um aumento significativo do
percentual de odcitos em MI no M2, indicando que os protocolos de bloqueio da
meiose utilizados foram reversiveis, uma vez que oo6citos mantidos em VG ou
QVG continuaram o processo de maturacdo nuclear ao evoluiram para M.

Foi observado um baixo percentual de oécitos em MIl, quando comparado
aos oodcitos em MI. No presente experimento ndo foi adicionado nenhum
suplemento hormonal ao meio de maturacado e os odcitos progrediram com a
maturagdo nuclear espontaneamente, sem nenhum estimulo. Desta forma, 0s
baixos indices de MIl observados provavelmente estéo relacionados a auséncia

de FSH no meio. Entretanto, neste experimento, n&o utilizamos o FSH exogeno,
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porque queriamos avaliar o periodo de incubacdo em si, e 0 que ele poderia
ocasionar nos o0citos, e a retomada ou ndo da meiose.

Em um experimento realizado na Bélgica,** odcitos equinos foram
incubados em DMEM/F12, ap6s PM por 20 h realizada em meio comercial de
embrido na temperatura de 25°C. Apos a PM os odcitos foram observados com
22, 24 e 28 h de maturacdo em DMEM/F12 sem adicdo de hormonios e se
constatou que os maiores indices de maturacéao nuclear (MIl) foram observados
apos 28 h de incubacédo, independente do grupo estudado. Sendo assim,
acreditamos que no presente experimento, o tempo de maturacéo de 24 h pode
nao ter sido suficiente para que os odcitos atingissem o estagio de Mll. De fato,
outros trabalhos com odcitos equinos também demonstram que um maior tempo
de MIV é necessario para que 0s 0dcitos atinjam o estagio de MI1.1316:33 Em um
estudo realizado previamente,!’ com 24 h de maturacdo de od6citos compactos,
foi encontrado 37% de od6citos em Ml e 35% em MIl, com 32 h o percentual de
oocitos em MIl foi de 72%. Sabe-se que o6citos com o cumulus compacto
demoram mais tempo para atingir a MIl, podendo ser necessario 32 h de
maturacdo.!” Como ndo classificamos os odécitos levando em consideracéo a
expansdo das CCs, ndo temos como afirmar se a maioria dos odcitos
apresentava cumulus compacto, o que poderia ter relevancia na explicacdo do
baixo percentual de o6citos em Mil.

No M2 também néo foi observada diferenca estatistica entre os 3 grupos,
no percentual de oocitos que retomaram a meiose. A PM ndo parece ter
interferido na competéncia meidtica destes odcitos independente do tratamento.
Quando somamos o percentual de oécitos em Ml e MIl, no M2, vemos que no

grupo Controle obtivemos 83,33%, no grupo Botuembryo, 69,23% e no grupo
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Butirolactona 83,34%. O grupo Botuembryo e o grupo Butirolactona
apresentaram resultados semelhantes no percentual de odcitos que retomaram
a meiose, e esses resultados ndo foram diferentes do observado no grupo
Controle, demonstrando que os dois métodos de bloqueio da meiose foram
eficientes. Além disso, foi observada diferenca entre os momentos 1 e 2 na
porcentagem de odcitos que atingiram MI e progrediram para Mll, resultando em
um maior percentual de odcitos maduros no M2. Portanto, quando analisamos a
soma de Ml e MIl, vemos que a PM néo interferiu na retomada da meiose, o0 que
era esperado.

Com relacdo a degeneracédo oocitaria durante o cultivo, houve diferenca
entre 0s grupos nos 2 momentos. O maior percentual foi encontrado no grupo
Controle demonstrando um efeito direto da qualidade dos odécitos recuperados e
nao do processo de PM. Apds a PM, ndo foram observados odécitos degenerados
no grupo Butirolactona, o que reforca a baixa toxicidade do uso deste bloqueador
da meiose. No M2 o maior percentual de odcitos degenerados foi encontrado no
grupo Botuembryo. Esta degeneragéo pode estar relacionada a formulacédo dos
meios, uma vez que o meio DMEM/F12 é um meio muito mais rico em
comparacao ao Botuembryo.

Os resultados do presente experimento demonstraram que a
Butirolactona apresentou o menor percentual de degeneracéo, tanto no M1 como
no M2. Em um estudo realizado previamente, apenas com odcitos com CCs
compactas,® foi concluido que a maturacdo em meio com Butirolactona
contendo 50 uM ndo foi eficiente em manter o bloqueio meiético. J& no meio
contendo 100 uM de Butirolactona o bloqueio meidtico foi mantido, entretanto o

percentual de degeneracao foi alto (69%). Nesse estudo, até a coleta de todos
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0s 00citos, eles foram mantidos em meio com 100 uM de Butirolactona. Nossos
resultados mostram que a PM, por 20 h, dos oécitos em meio contendo 50 uM
foi eficiente em manter o bloqueio meidtico, além disso o percentual de odcitos
degenerados deste grupo apds a maturacdo foi menor entre os grupos tratados.

Houve diferenga também no percentual de odcitos ndo analisaveis. Estas
diferencas sO foram visiveis no M1, sendo que os grupos Controle e
Butirolactona apresentaram resultados semelhantes e inferiores ao grupo
Botuembryo. Estes resultados demonstram que apesar dos niveis de bloqueio e
retomada da meiose terem sido semelhantes entre os dois tratamentos, a PM
com a Butirolactona resultou em um menor percentual de oécitos degenerados
e nao analisdveis em compara¢édo ao Botuembryo.

Também foram observadas diferencas entre o M1 e o0 M2, nos 3 grupos,
em relacdo aos odcitos degenerados. Sendo que apos a MIV, os grupos tratados
apresentaram maior percentual de od6citos degenerados (Botuembryo 23,08% e
Butirolactona 16,67%) em relacdo ao grupo Controle (8,33%). Este fato pode
estar relacionado ao longo tempo de manutencdo dos odcitos tratados em
cultivo, que foi de 44 h (20 h de PM acrescido de 24 h de MIV). Em um estudo
realizado na Italia,3®*com a maturacdo de odcitos equinos, o percentual de
degeneracédo encontrado utilizando a mesma combinacdo de 20h de PM, em
meio H-SOF em temperatura ambiente, e 24 h de MIV resultou em maior
percentual de degeneracéo (54,5%) do que no presente trabalho.

Entre os odcitos ndo analisaveis, foi observado diferenca entre o M1 e o
M2 somente no grupo Botuembryo, com o maior percentual no momento M1,
apos a PM. Portanto, sugere-se a adequacdo do tempo de permanéncia dos

oocitos na PM para obtencgéo de resultados mais consistentes.
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Ao observarmos a maturacdo citoplasmatica, constatou-se diferencas
estatisticas entre os momentos, sendo que no M1 foi observado uma maior
porcentagem de o0citos com citoplasma imaturo e no M2 a maior parte dos
o0citos apresentava citoplasma maduro independente do grupo. Além disso, no
M2 foram encontradas diferencas somente em relacdo a porcentagem de o0citos
com citoplasma imaturo, sendo o grupo Botuembryo semelhante ao grupo
Controle. No grupo Butirolactona ndo foram encontrados o6citos com o
citoplasma imaturo no M2, mostrando que 100% dos odcitos atingiram a
maturacao citoplasmatica apés a MIV, o que era esperado.

A avaliacdo da distribuicdo mitocondrial em odcitos imaturos é Util para
checar a viabilidade deles.'® Entretanto, no M2, ndo houve diferenca estatistica
entre 0s grupos para o citoplasma maduro, indicando que a manutencdo dos
oocitos, durante a PM, ndo prejudicou a maturacao citoplasmatica dos odcitos,
resultado semelhante ja relatados em estudo prévio.*3

Quando combinamos o0s resultados de maturagcdo nuclear e
citoplasmatica observamos que, nos 3 grupos o maior percentual de odcitos
estava em Ml e MIl, no momento 2, assim como o maior percentual de citoplasma
maduro encontrava-se também neste momento. Resultados semelhante a estes
ja foram previamente relatados.®

Os genes BMP15 e GDF9 sdo genes encontrados no od4cito e que estédo
ligados com a promoc¢éo do crescimento folicular e progressédo da maturacao
oocitaria.®®3” O gene BMP15 apresentou uma elevacao de sua abundancia entre
0os momentos 1 e 2 em todos o0s grupos, mas essa elevacdo so foi
estatisticamente diferente no grupo Botuembryo. Da mesma forma, o gene GDF9

também aumentou sua abundéancia entre os momentos 1 e 2, estando mais
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evidente no grupo Botuembryo. A expressao destes genes € fundamental para
o desenvolvimento folicular por exercerem uma funcdo importante de
comunicagdo com as células da granulosa.3’ A expressédo dos genes BMP15 e
GDF9 é maior em odcitos de éguas jovens do que de éguas idosas,?’ entretanto
no presente experimento ndo temos a informacao sobre a idade dos animais.
Independente disso, o aumento de sua abundancia esta relacionado com
processos importantes para a maturacao oocitaria como a expansao das CCs e
a ovulacdo.>*® O fato de sua abundancia ter aumentado durante o periodo de
incubacdo dos odcitos, independente da realizacdo de PM, reforca seu
envolvimento no processo de maturacdo, em especial nas modificacbes que
ocorrem nas CCs, mostrando que a PM n&o interferiu na progressdao da
maturacado oocitaria. Adicionalmente podemos inferir que o Botuembryo foi uma
boa opcéo para a manutencao do bloqueio meidtico, uma vez que o crescimento
da abundancia desses dois genes durante o cultivo foi significativo apenas neste
grupo.

A comunicacdo entre as células da granulosa e o odcito através da
presenca de juncdes do tipo gap esta envolvida no crescimento do foliculo e na
maturacdo oocitaria.3® A Cx37 esta presente nas juncdes gap, facilitando a
comunicacdo entre odcito e das CCs,>?? sua deficiéncia se relaciona com a
assincronia da maturacao nuclear e citoplasmatica.3%4° No presente experimento
observamos uma elevacéo na abundancia do gene para Cx37 do M1 para o M2
nos grupos tratados. Este fato, possivelmente esta relacionado a producao desta
Conexina nos estagios finais de maturacao, em preparacéo para a finalizacéo da
meiose. Embora seja conhecido que o pico pré-ovulatorio de LH e o estagio Ml

de maturacgéo nuclear resultem em uma queda dos niveis de Cx37,%° no presente
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experimento, nao utilizamos hormdnios nos meios de maturacéo, e o periodo de
24 h de MIV parece ndo ter sido suficiente para que os odcitos atingissem a Mil,
resultando na manutencao dos niveis elevados de Cx37 nos grupos tratados. A
maior expressao, no M2, foi encontrada no grupo Botuembryo o que concorda
com o observado com a expressao dos genes BMP15 e GDF9 e indica um
prolongamento da manutencéo da transmissao de moléculas bioativas entre o
oocito e as CCs. Na literatura também foram encontradas diferencas na
expressdo das Conexinas entre éguas jovens e idosas, sugestivas de menor
capacidade de comunicagéo celular nas éguas idosas.??

A MMP2 é essencial na remodelacédo tecidual, que ocorre durante o
desenvolvimento folicular.??> No entanto, ndo houve diferencas na expressao
deste gene entre 0s grupos e momentos.

Com relacdo a expressao génica nas CCs foram observados resultados
conflitantes entre os grupos de PM. A abundancia de transcritos de AREG e
HAS2, importantes no processo de expansdo dos COCs,?° foi maior no grupo
Butirolactona, em relacdo aos outros grupos, ja no M1, logo apés a PM.
Surpreendentemente, ao contrario do que ocorreu nos grupos Controle e
Botuembryo, onde a expressdo desses fatores aumentou do M1 para o M2, no
grupo Butirolactona, essa expressdo diminuiu. Nao sabemos explicar tal fato,
mas ele parece estar associado a uma falha na expanséo das células do cumulus
neste grupo.

A AREG é um dos mediadores da acdo do LH, promove a maturacéo
oocitaria e a expansdo das CCs.>*! No M1, a menor abundancia deste transcrito
foi observada no grupo Botuembryo, e parece indicar a manutencéo do bloqueio

a meiose durante a PM. J4 no M2, embora sem a ocorréncia de diferencas
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significativas, os maiores valores de expressao também foram encontrados no
grupo Botuembryo, indicando que neste grupo ocorreu a retomada da maturacao
de forma eficiente.

A HAS2 induz a producéo de acido hialurénico, principal componente da
matriz extracelular das CCs, caracterizando sua expanséo.>#243 No M1, ao final
da PM, os niveis de HAS2 foram semelhantes nos grupos Controle e
Botuembryo, indicando um bom controle do bloqueio da maturacéo. Entretanto,
no grupo Butirolactona, a abundancia de HAS2 foi significativamente superior a
dos outros grupos indicando uma expansdo antecipada do cumulus, mesmo
durante o periodo de PM. Por outro lado, no M2 a abundancia de HAS2 diminuiu
no grupo Butirolactona, o que ndo era esperado. Este comportamento foi
conflitante com o observado no grupo Controle e no grupo Botuembryo. Apesar
de ndo terem sido observadas diferencas entre os grupos, no M2, novamente a
maior abundancia foi observada no grupo Botuembryo.

A Cx43 é uma Conexina presente nas juncfes gap que permitem a
comunicagdo entre as proprias CCs,** sendo essencial para que ocorra a
manutencdo da comunicacdo entre as células foliculares. No presente
experimento ndo foram observadas diferencas na abundancia deste transcrito
entre 0s grupos e nem entre os momentos. Era esperado que durante o periodo
de PM seus niveis fossem semelhantes aqueles observados no grupo
Controle,* o que de fato ocorreu. Entretanto ap6s a MIV, a abundancia de
transcritos para CX43 deveria diminuir, o que nao foi observado. N&o foi possivel,
no presente experimento, classificar os oocitos de acordo com o grau de
expansdo do COCs nos diferentes momentos, uma vez que devido a néo adi¢cao

de FSH ao meio durante a MIV, as CCs apresentaram pouca expansdo. Desta
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forma a manutencao de niveis similares de Cx43 logo apos a PM e apos as 24
h de incubacéo parece estar associada a essa baixa expansao do COCs.

O FSH atua no crescimento folicular e expanséo das CCs, além de induzir
a expressao dos LHRs.>*2 Houve diferenca na expressdo dos FSHRs, somente
no M1, sendo que a menor expressao foi encontrada no grupo Butirolactona. No
M2 foi observado um aumento dos niveis desse receptor nos diferentes grupos,
sendo significativo apenas no grupo Butirolactona. Na verdade, ndo era
esperado um aumento significativo de FSHR durante o cultivo, uma vez que no
periodo de MIV, o meio utilizado néo foi acrescido de FSH exdgeno.

A expressdo dos LHRs se relaciona com a qualidade do o6cito.*® O LH
atua na expansdo das CC e retomada da meiose.*’ No presente experimento foi
observada diferenca na expressédo dos LHR, entre os grupos no M1, sendo a
maior abundancia observada no grupo Butirolactona. Este resultado reforca o
observado com relacdo a abundancia relativa de AREG, que também foi mais
alta no grupo Butirolactona, no M1l. A abundéncia de LHR nao diferiu
estatisticamente entre os M1 e M2, sendo que no grupo Butirolactona houve
inclusive uma diminuicdo dos valores, a qual ndo foi estatisticamente diferente.
E sabido que éguas idosas apresentam diferencas na expressdo dos LHRs,
quando comparados com éguas jovens, sugerindo que as éguas idosas podem
ter uma assincronia no inicio da maturagdo oocitaria.*® Por ndo termos registros
da idade dos animais, isto € um fator que também pode ter influenciado os
resultados. Além disso, ha diferencas no perfil de expresséo génica de odcitos
equinos com o cumulus compacto e expandido.*® Como néo foi possivel fazer

esta separacao inicialmente, este € outro fator que pode ter influenciado.



664

665

666

667

668

669

670

671

672

673

674

675

676

677

678

679

680

681

682

683

684

685

686

687

688

61

O conjunto de resultados do presente experimento demonstrou que 0 uso
do bloqueador da meiose, Butirolactona, e a incubacdo em Botuembryo a
temperatura ambiente, resultou em dados de maturacéo nuclear e citoplasméatica
semelhantes, demonstrando que ambos os mecanismos de PM foram eficientes
em retardar o reinicio da meiose, apresentaram baixos efeitos toxicos e foi
possivel a reversdo do bloqueio em ambos os casos. De fato, quando
observamos o percentual de citoplasma maduro no M2, o grupo Butirolactona
apresentou 100% de citoplasma maduro em comparacao com 84,60% do grupo
Botuembryo.

Entretanto, quando analisamos os dados de expressdo génica das CCs,
observamos que apesar das altas taxas de maturacgao citoplasmética observada
no grupo Butirolactona, existem varios indicios de maturacdo molecular
acelerada acontecendo neste grupo, durante o periodo de PM, ou seja, alta
expressdo de AREG e HAS2 no M1 e diminuicdo da abundancia desses valores
no M2. Por outro lado, a analise da expressdao génica de diversos fatores
expressos tanto pelo odcito quanto pelas CCs indicaram uma superioridade do
grupo Botuembryo, entre os grupos tratados, no M1, com menor abundancia de
AREG, LHR e HAS2 e maior abundancia de FSHR. J& no M2, o grupo
Botuembryo apresentou maior abundancia de GDF9.

A Butirolactona tem sido utilizada por diversos grupos para a manutengao
dos odcitos, porém seu custo € elevado e é necessario o uso de uma estufa com
atmosfera controlada para a realizacdo da PM. Por outro lado, o Botuembryo é
um meio para embrido disponivel no Brasil, barato, de facil acesso e que pode
ser mantido em temperatura ambiente, sendo uma alternativa para a

manutencao e transporte de odcitos em nosso Pais.
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5. CONCLUSAO

Embora os resultados obtidos com o uso da Butirolactona ou do
Botuembryo, em temperatura ambiente, sejam semelhantes em relacdo a
maturacdo nuclear e citoplasmatica, os resultados de maturagcdo molecular
demonstraram a superioridade do Botuembryo para manter a qualidade de
oocitos e células do cumulus antes da realizacdo de técnicas de fertilizacao
assistida em equinos. Novos estudos devem ser feitos para adequar o tempo
maximo de manutencdo dos odcitos na PM, bem como dosagem hormonal e

tempo de MIV.
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