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RESUMO

A pecuaria brasileira destaca-se mundialmente por possuir o maior
rebanho comercial de gado e liderar a exportagdo de carne e a producédo de
embrides bovinos. A técnica de producéo in vitro (PIV) de embrides é considerada
boa alternativa para superar problemas como infertilidade de vacas com alto valor
econdmico e para melhoramento genético de rebanhos. A maturagdo oocitaria in
vitro é etapa determinante para o sucesso da PIV, porém insatisfatoria quando
comparada a maturacao in vivo. Estudos recentes demonstraram a participacdo do
Fator de Crescimento Fibroblastico 10 (FGF10) durante a maturagdo in vitro de
oocitos bovinos, onde favoreceu a expressdo de genes relacionados a maturacao
oocitaria e expansao das células do cumulus. Cientes de que a fase de maturacao
influencia a produgado final de blastocistos, objetivamos com o presente estudo
analisar se a adicdo do FGF10 no meio de maturacido € capaz de interferir
positivamente na PIV de embrides bovinos. Para tal, o FGF10 foi adicionado a
maturagéo em 5 diferentes concentragdes: 0,5 ng/mL (grupo 0,5), 2,5 ng/mL (grupo
2,5), 5 ng/mL (grupo 5), 10 ng/mL (grupo 10) e 50 ng/mL (grupo 50). Adicionalmente,
dois outros grupos de maturagdo foram utilizados, grupo BSA (Albunina Sérica
Bovina, 4 mg/mL) e o grupo SFB (Soro Fetal Bovino, 10%). As taxas de clivagem,
morula e blastocisto foram analisadas por Analise de Variancia (ANOVA), sendo
consideradas significantes as diferengcas com P<0,05. A taxa de clivagem n&o diferiu
entre os sete grupos experimentais. Por outro lado, a taxa de mérula do grupo SFB
foi superior quando comparado aos grupos BSA, 0,5, 10 e 50 (P<0,05), porém nao
diferiu dos grupos tratados com dose intermediaria de FGF10 (2,5 e 5). Efeito
superior do grupo SFB também foi observado na taxa de blastocisto, visto que a taxa
de produgéo de blastocisto dos demais seis grupos foram muito aquém do grupo
SFB (P<0,0001). Portanto, a utilizagdo de FGF10, durante a maturagao oocitaria, na
producao in vitro de embrides bovinos, nao interferiu positivamente na PIV de
embrides bovinos.

Palavras-chave: bovino, embridao, FGF10, maturagao, producéo in vitro.



ABSTRACT

The Brazilian livestock stands out for having the world largest commercial herd of
cattle and leads meat exportation and production of bovine embryos. The in vitro
production (IVP) of embryos is considered an effective option to overcome problems
such as infertility in cows with high economic value and also for genetic improvement
of cattle. The in vitro oocyte maturation is an essential step to the success of IVP, but
is still considered poor when compared to in vivo maturation. Recent studies have
suggeested an important role of Fibroblast Growth Factor 10 (FGF10) on the in vitro
maturation of oocytes, which favored the expression of genes related to oocyte
maturation and cumulus cell expansion. Aware that maturity stage influences the final
production of blastocysts, we aimed study to verify if the addition of FGF10 into the
maturation medium is able to affect positively the IVP of bovine embryos. Hence,
FGF10 was added to maturation in five different concentrations: 0.5 ng/mL (group
0.5), 2.5 ng/mL (group 2.5), 5 ng/mL (group 5), 10 ng/mL (group 10) and 50 ng/mL
(group 50). Additionally, two other maturation groups were used, group BSA (Bovine
Serum Albumin, 4 mg/mL) and group FCS (Fetal Calf Serum, 10%). The rates of
cleavage, morula and blastocyst were analyzed by Analysis of Variance (ANOVA),
differences of P<0.05 were considered significant. Cleavage rates did not differ
between the seven groups. On the other hand, morula rate on FCS group was higher
than groups BSA, 0.5, 10 and 50 (P<0.05), but did not differ among groups treated
with intermediate doses of FGF10 (2.5 and 5). FCS group presented higher
blastocyst rate compared to all other groups that were well below the FCS group
(P<0.0001). Therefore, the use of FGF10 during oocyte maturation did not affect
positively embryo development on the IVP of bovine embryos.

Keywords: bovine, embryo, FGF10, maturation, in vitro production.
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INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O agronegdcio brasileiro destaca-se por contribuir com 25,1% do produto
interno bruto (PIB) do pais (Cepea, 2007). A pecuaria bovina insere-se neste
contexto por possuir o maior rebanho comercial do mundo com mais de 207 milhdes
de cabecgas (Brasil, 2005) consagrando o Brasil como maior exportador de carne
dessa espécie. Dentre as racas de corte, a Nelore (Bos indicus) é a que apresenta o
maior contingente numérico possuindo mais de 90 milhdes de cabegas (Acnb, 2006).

Atualmente o Brasil lidera o mercado mundial de producao de embrides
bovinos, somadas as produgdes in vivo e in vitro (PI1V). Do total da produgao mundial
de embrides bovinos, produzidos mediante ambas as técnicas descritas acima, 25%
sé&o originados no Brasil (Viana, 2005).

A PIV vem sendo aplicada para o aumento na producdo do numero de
embrides destinados a transferéncia comercial. A técnica é capaz de superar
problemas como os de infertilidades adquiridas de vacas com alto valor econémico
(Galli et al., 2003) e proporcionar aumento de ganho genético através da
multiplicagdo de bovinos com grande potencial genédmico (Vishwanath, 2003).

Um dos fatores que pode interferir na fertilizacdo do odbcito e,
consequentemente, na taxa final de blastocistos resultante da PIV é a maturagao in
vitro. Apesar do grande avango na produg¢ao de embrides bovinos, os resultados de
maturagao oocitaria em condi¢des de cultivo sao insatisfatorios, quando comparados
a maturacao in vivo. Vale ressaltar que a maturagao oocitaria € uma das etapas
determinante para o sucesso da técnica e resultados insatisfatérios nesta fase
alteram drasticamente a taxa final de embrides produzidos (Eppig, 2001; Gilchrist et
al., 2004; Mcnatty et al., 2004). Portanto, conhecer melhor os mecanismos que
controlam a maturacdo oocitaria e os fatores que sao liberados em resposta as
gonadotrofinas durante esta etapa € fundamental para melhorar os resultados da
técnica de PIV de embrides.

Dentre os fatores que influenciam na maturagdo oocitaria daremos
destaque aos fatores de crescimento fibroblasticos (FGFs), principalmente ao
FGF10. A familia dos FGFs é composta de 22 peptideos, sendo dividida em 7
subfamilias (Sleeman et al., 2001). Dois destes fatores de crescimento sé&o

expressos pelo odcito bovino, os FGF10 (Buratini et al., 2007) e FGF17 (Machado et



al., 2009) que possivelmente estdo envolvidos na regulagdo da diferenciagdo das
células do cumulus, ja que elas expressam receptores para esses FGFs.

O FGF10 foi originalmente isolado do mesénquima pulmonar de ratos.
Esse fator também conhecido como KGF-II (fator de crescimento dos queratinécitos
II), pertence a subfamilia do FGF7 (FGF3, FGF7, FGF10 e FGF22), cujos membros
interagem principalmente com os receptores: FGFR2b e FGFR1b (Igarashi et al.,
1998; Itoh & Ornitz, 2004; Zhang et al., 2006). Ao fator, foi atribuida a fungdo de
potente agente quimiotatico nas por¢des distais do pulmao, o que permite a agéo
direcionadora do crescimento celular e tecidual (Min et al., 1998; Sekine et al.,
1999).

A expressao do FGF10 foi detectada em odcitos e células da teca de
foliculos antrais bovinos. Apesar da similaridade estrutural entre o FGF7 e o FGF10,
seus padrdes de expressdo diferem no foliculo, visto que FGF7 ndo é expresso em
oocitos. Em foliculos saudaveis estrogénicos, a expressao do FGF10 mostrou-se
diminuida e o tratamento com FGF10 inibiu a produgcédo de estradiol de células da
granulosa, 0 que, em conjunto, sugere que a supressao do FGF10 resultaria na
continuidade do desenvolvimento folicular (Buratini et al.,, 2007). Em adigcado, a
expressao do FGF10 mostrou-se muito fraca em foliculos atrésicos, fato que enfatiza
seu envolvimento no controle da regressao folicular (Buratini et al., 2007).

Apesar dos resultados ja obtidos no ambiente folicular, receptores de
FGF10 foram detectados nas células da granulosa murais (Berisha et al., 2004) e do
cumulus (Cho et al., 2008) o que refor¢a a hipétese de que o FGF10 participa da
sinalizagdo paracrina oriunda do odcito e das células da teca com alvo nas células
da granulosa murais e do cumulus.

Experimentos recentes mostram que o FGF10 é altamente expresso em
oocitos bovinos, maturados in vitro e in vivo (dados ainda ndo publicados). A
manutencido da expressdo do FGF10 apds a maturacado oocitaria e o encontro de
valores maximos de expressdo em odcitos maturados in vivo sugerem a participagao
do FGF10 na interacdo cumulus-oécito durante a maturagdo oocitaria (dados ainda
nao publicados).

Dados complementares do mesmo grupo de pesquisa (dados ainda nao
publicados) demonstraram grande melhora visual na expansdo das células do
cumulus por adicado de FGF10 ao meio de maturacdo, além disso, o FGF10

aumentou a expressdo dos principais genes relacionados a expansdo (AREG,



EREG, PTX3 e TNFAIP6). A betacelulina, ao contrario da AREG e EREG, ¢ inibida
pela agcdo do FSH e portanto encontra-se expressa em baixa quantidade em odcitos
maduros. Na presenca do FGF10 a betacelulina teve sua expressdo diminuida
enquanto os genes ativos na presenca de FSH, AREG e EREG, foram super

estimulados.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

A adicdo de novos fatores aos meios utilizados na produgao in vitro com o
intuito de otimizar o processo, faz-se necessaria para o aprimoramento da técnica.
Dessa forma, tendo em vista os efeitos positivos do FGF10 na maturacéo oocitaria,
0 experimento proposto visou analisar se a adi¢ao deste fator durante a maturagéo é
capaz de interferir positivamente na PIV, de forma dose-dependente, por meio da

verificagao da taxa de blastocistos.

MATERIAIS E METODOS

Producéao in vitro (PIV) de embrides bovinos

Recuperacéo e classificacédo dos oocitos

As aspiragdes foliculares foram realizadas em ovarios de vacas
aneloradas provenientes de abatedouro em dias aleatérios do ciclo estral. Os
foliculos com didmetro entre 3 a 8 mm foram puncionados e os COCs (complexos
cumulus-odcitos) imaturos depositados em tubos cOnicos estéreis (Corning) e
imersos em banho-maria a 37°C. Apos a sedimentagédo, os COCs foram
classificados de acordo com as suas caracteristicas celulares em quatro categorias.
Foram selecionados apenas os COCs com citoplasma homogéneo, circundados por
trés ou mais camadas compactas de células do cumulus, estes divididos

aleatoriasmnte nos 7 grupos experimentais descritos a seguir.

Maturacgéo in vitro e grupos experimentais.
Os odcitos selecionados foram depositados em gotas contendo 90 uL de
meio de maturacdo e cobertas com 6leo mineral em placas de Petri. As placas

permaneceram em estufas a 5% de CO; pelo periodo de 22 horas.



10

O meio de maturagédo utilizado para o grupo controle do laboratério
(Grupo SFB) foi o TCM 199 com bicarbonato, contendo 10% de soro fetal bovino
(SFB), 2 yL/mL de piruvato (solu¢ao 100 mM), 75 ug/mL de amicacina, 20 pg/mL de
FSH e 2 Ul/mL de LH. Os meios de maturacao correspondentes aos demais grupos
experimentais nao tiveram a presenca de SFB e foram acrescidos de 4 mg/mL BSA
(Albunina Sérica Bovina). Adicionalmente ao BSA, concentragdes crescentes de
FGF10 (R&D sistems, Recombinant Human FGF10, 345-FG) foram adicionadas: 0
ng/mL (Grupo BSA), 0,5 ng/mL (Grupo 0,5), 2,5 ng/mL (Grupo 2,5), 5 ng/mL (Grupo
5), 10 ng/mL (Grupo 10) e 50 ng/mL (Grupo 50).

Preparo do Sémen e Fertilizac&o in vitro

Os odcitos maturados foram transferidos para gotas contendo meio de
fertilizacdo composto de TL Stock acrescido de BSA livre de acidos graxos (6
mg/mL), 2 uL/mL de piruvato (solugado 100 mM), gentamicina (75 pg/mL), heparina
(11 png/mL) e solugao de PHE (44 uL/mL).

Para fertilizacdo, foram utilizadas sémen de touros Nelore. O
descongelamento do sémen foi realizado em agua a 36°C por 30 segundos, com
posterior avaliacdo de sua viabilidade. Os espermatozéides foram selecionados
através de centrifugacdo em meio percol e posteriormente submetidos a avaliagao
de motilidade e concentracdo. Dessa forma foi calculado o volume necessario de

sémem que deveria ser adicionado a gota.

Desnudamento e Cultivo in vitro dos embrides

De 10 a 12 horas apos a fertilizagdo (hpi), os provaveis zigotos foram
submetidos a turbilhamento na prépria gota de fertilizagdo por pipetagem até terem
as células do cumulus circundantes removidas. Posteriormente foram transferidos
para gotas de meio de cultivo em placas de Petri, onde permaneceram até o estagio
de blastocisto

O meio de cultivo utilizado para o controle foi o0 SOFaaci (synthetic oviduct
fluid; Holm, 1999) acrescido de SFB (5%; Gibco) e 13 mM de piruvato de sddio, para
0 grupo controle do laboratério. Para os demais grupos experimentais foi excluido do
meio o SFB. Durante todo o cultivo, as placas contendo os embrides ficaram em
atmosfera controlada de 5% de O,, 5% de CO; e 90% de Na.
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As trocas parciais do meio de cultivo foram realizadas 72 e 120 hpi.
Nestas trocas parciais, foram retirados 50 yL de meio ja presente e acrescentados
50 pL de meio de cultivo fresco em cada gota (“feeding”).

Considerando o dia da fertilizacdo como dia zero, no dia 3 de cultivo foi
observado a quantidade de embrides que clivaram e no dia 5 foi observado a
quantidade de embrides que chegaram ao estagio de mérula. No dia 8 de cultivo

embrionario foi analizada a quantidade de blastocistos.

ANALISE ESTATISTICA

As taxas de clivagem, moérula e blastocisto foram analisadas por Analise
de Variancia (ANOVA), utilizando o PROC GLM do programa SAS (SAS for
Windows, version 9.2, Cary, NC). Os dados de porcentagem de clivagem, mérula e
blastocisto foram transformados em arcoseno antes das analises. O modelo
matematico inclui os diferentes tratamentos, considerando efeito de réplica como

aleatdrio. As diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05.

RESULTADOS

No presente experimento foram utilizados 1117 odcitos de vacas
aneloradas oriundos de matadouro para analise da taxa de blastocisto, sendo que
destes, somente 586 foram utilizados para a andlise das taxas de clivagem e mérula.

As taxas (LSMEAN — média dos quadrados minimos + EPM — erro padréao
da média) de clivagem, moérula e blastocisto dos grupos BSA (4 mg/mL BSA), 0,5 (4
mg/mL BSA + 0,5 ng/mL FGF10), 2,5 (4 mg/mL BSA + 2,5 ng/mL FGF10), 5 (4
mg/mL BSA + 5 ng/mL FGF10), 10 (4 mg/mL BSA + 10 ng/mL FGF10), 50 (4 mg/mL
BSA + 50 ng/mL FGF10) e SFB (5 % de SFB) estdo sumariadas nas tabelas 1 e 2 e
na figura 1.

Nao houve diferenca nas taxas de clivagem entre os grupos
experimentais (tabela e figura 1).

Ao analisar a produgao embrionaria no quinto dia de cultivo, verificou-se
que a taxa de moérula do Grupo SFB foi superior (P<0,05) as dos grupos BSA, 0,5,
10, 50. Entretanto, ndo houve diferenca (P>0,05) quando comparada as taxas de

morulas dos grupos SFB, 2,5 e 5. Além disso, comparando-se as taxas de moérula
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dos grupos BSA e tratados com FGF10, bem como entre os tratados com FGF10,

nao observou-se diferenga significativa (tabela 1 e figura 1).

Tabela 1 — Taxas de clivagem e moérula (LSMEAN * EPM), dos sete grupos

experimentais, calculadas em relagédo ao numero total de odécitos maturados (n=5

réplicas)

GRUPOS NUMERO TOTAL TAXA DE TAXA DE
EXPERIMENTAIS DE OOCITOS CLIVAGEM MORULA

BSA 97 70,36 + 3,72 20,63 + 5,54°

0,5 93 69,60 + 3,72 26,85 + 5,54°

2,5 57 71,94 + 4,99 30,05 + 7,44°°

5 54 65,58 + 4,99 25,96 + 7,44%°

10 94 71,29 + 3,72 23,23 + 5,54°

50 95 60,93 + 3,72 19,40 + 5,54°

SFB 96 76,44 + 3,72 44,00 + 5,54°

Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos (P<0,05)

No presente experimento, a producdo de blastocisto do Grupo SFB foi
superior, quando comparada aos demais grupos experimentais (P<0,0001; tabela 2
e figura 1).

Tabela 2 — Taxa de blastocisto (LSMEAN * EPM), dos sete grupos experimentais,

calculados em relagéo ao numero total de odcitos maturados (n=9 réplicas)

GRUPOS NUMERO TOTAL DE TAXA DE
EXPERIMENTAIS 0OCITOS BLASTOCISTO
BSA 170 13,34 + 3,29°
0,5 173 17,43 + 3,29°
2,5 135 17,75 + 3,81°
5 134 12,38 + 3,81°
10 165 10,76 + 3,29°
50 169 13,71 + 3,29°
SFB 171 34,83 + 3,29°

Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos (P<0,0001)
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Figura 1 - Taxas de clivagem, morula e blastocisto dos sete grupos experimentais

Letras diferentes representam diferengas significantes (P<0,05)

DISCUSSAO

No presente experimento, a adicdo de FGF10 durante a maturacao
oocitaria ndo aumentou as taxas de producéo in vitro de embrides, sugerindo que o
FGF10, nas concentracdes testadas, nao foi eficiente em suprir a auséncia do SFB
na PIV de embrides bovinos.

Os resultados do presente estudo, onde as taxas de clivagem nao
diferiram entre os sete grupos experimentais, corroboram os de Zhang et al. (2010),
0s quais demonstraram nao haver diferenga significativa quando comparados os
grupos tratados com FGF10, nesta fase de desenvolvimento. Adicionalmente, Cho et
al. (2002) observaram que as taxas de clivagem de embrides bovinos produzidos in
vitro, suplementados ou ndo com SFB, ndo diferiram, sugerindo que, nos estagios
iniciais de desenvolvimento, a suplementacdo protéica parece nao influenciar na
taxa de clivagem (Saeki et al., 1995).

A auséncia do efeito de tratamento nos estagios iniciais de
desenvolvimento embrionario (72 hpi) pode estar relacionada a influéncia do RNA
(acido ribonucléico) materno nesse periodo. A ativacdo do genoma embrionario
bovino ocorre no estagio de 8-16 células (isto é, apds 72 hpi, Betteridge & Flechon,

1988), momento em que o embrido adquire independéncia da influéncia materna e
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assume o controle do seu desenvolvimento. Desta forma, é provavel que a influéncia
do tratamento se manifeste majoritariamente nos estagios seguintes de
desenvolvimento.

A porcentagem de formagdo de morulas do grupo SFB, observada no
quinto dia de cultivo, foi superior a dos grupos BSA, 0,5, 10, e 50. Entretanto,
quando os grupos SFB e os tratados com doses intermediarias de FGF10 (2,5 e 5
ng/mL) foram comparados, ndo observou-se diferenga na taxa de produgdo de
morulas.

O efeito negativo na PIV oriundo dos grupos tratados com elevadas
concentragdes de FGF10 (grupos 10 e 50) pode estar relacionado a inibicado da
secrecdo de estradiol pelas células da granulosa. Buratini et al. (2007)
demonstraram que a adi¢ao de FGF10 no cultivo de células da granulosa, em doses
crescentes, inibiu significativamente a secre¢cdo de estradiol de forma dose-
dependente. Levando-se em conta que o estradiol participa ativamente na
maturagéo folicular e oocitaria, estimulando a estereidogenese, o desenvolvimento e
crescimento folicular (Beg & Ginther, 2006), baixas concentragdes deste hormdnio
podem prejudicar a maturagao odcitaria.

A taxa de blastocisto do grupo SFB foi superior quando comparado aos
grupos tratados com BSA e FGF10, ou seja, ndo suplementados com SFB. Tais
resultados corroboram os de Cho et al. (2002) que verificaram um aumento
significativo na taxa de blastocistos nos grupos suplementados com SFB no cultivo
embrionario, quando comparado aos cultivados sem SFB. Efeito positivo do SFB
também foi observado por Rizos et al. (2003) que verificaram maior transcricdo de
genes indicativos de qualidade embrionaria (MnSOD, SOX, Bax, LIF e LR-B) nos
grupos cultivados na presenca do SFB em comparagao aos grupos cultivados sem
SFB.

Entretanto, os resultados do presente trabalho discordam daqueles
descritos por Zhang et al. (2010), os quais demonstraram que o grupo suplementado
com 0,5 ng/mL de FGF10 no meio de maturacdo apresentou melhores taxas de
producao de embrides, comparado ao grupo sem FGF10. A discrepancia observada
entre estes resultados pode ser explicada, entre outros fatores, pelos diferentes
métodos de cultivo in vitro empregados em cada laboratorio. Zhang et al. (2010)
utilizam PVA (alcool polivinil) como fonte protéica no meio de cultivo, diferente do

que é empregado em nosso laboratério, no qual o meio de cultivo é suplementado
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com BSA. Além disso, em seus experimentos, Zhang et al. (2010) utilizaram odcitos
de vacas de ragas europeéias (Bos taurus), enquanto que os utilizados no presente
estudo foram oriundos de vacas predominantemente Nelore (Bos indicus). Satrapa
et al. (2011), observaram diferengas nas taxas de producdo de blastocisto da raca
Nelore (Bos indicus, 34,7%) quando comparada a raga Holandés Preto e Branco
(Bos taurus, 9,7%), confirmando a influéncia da raca na PIV.

Dados recentes ainda ndo publicados mostraram que a adigdo de 10
ng/mL de FGF10 aumentou a porcentagem de COCs que atingiram sua expansao
maxima. Entretanto, mesmo com o efeito positivo na expansdao do cumulus, o
FGF10 nao foi eficaz em aumentar a taxa de producdo de embrides, demonstrando
nao haver correlacdo direta entre expansdo das células dos COCs, maturagao
oocitaria e taxa de producao de embrides (Luciano et al., 1999). Além disso, Ali &
Sirard (2002) verificaram maior producao de blastocistos em odcitos sem expansao
do cumulus, quando comparados a odcitos expandidos.

Conclui-se que a adigcdo de FGF10 no meio de maturacdo de embrides
produzidos in vitro ndo melhora a producdo embrionaria quando comparada ao
grupo BSA, e diminui as taxas de formacao de blastocisto, quando comparada ao

grupo tratado com SFB.
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